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OZET

Sicanlarda Pentilentetrazolle Olusturulan Deneysel Tutusma Modelinde
Glutamat Tasiyicilarinin Rolii

Amac: Bu calismada epilepsinin glutamat tasiyict ve enzimleriyle iliskisini
anlamaya ve fizyolojisi hakkinda bilgiler edinmeyi amacladik. Caligmamizda asil
hedefimiz voltametri teknigi ve gen ekspresyon sonuglar1 yoniinden epilepsiyle
glutamatin iligkisini ortaya koymak ve glutamat eksitotoksititesinin nasil etkide
bulundugunu anlamaya caligmak oldu.

Materyal ve Metot: Bu deneyde, agirliklar1 220 + 10 g olan Wistar cinsi otuz
alt1 eriskin erkek sican kullanildi. Tutusma modeli icin, anti epileptik ila¢ kesfi
calismalarinda yaygin olarak kullanilan pentilentetrazol (PTZ) kullanildi. Tutugma
modeli olusturuldu Seftriakson ve Valproik asit tedavisi uygulandiktan sonra
elektrokortikografi (EKoG) kayitlar1 alindi. Glutamat geri alim siireleri voltametri
kayitlariyla alindi. Glutamat tasiyici ve enzimlerinin Real Time-PCR’ da ekspresyon
sonuclarma bakildi. Istatistiksel analizler icin One-way ANOVA Tukey testleri icin
SPSS 17.0 siiriimii kullanildi.

Bulgular: Yapmis oldugumuz EKoG o6lgiimlerinde gruplara ait spike degerleri
sirastyla PTZ: 733+59; PTZ+VPA: 231423, PTZ+Sef: 359430 olarak olgildii.
Voltametriyle aldigimiz Glgimlerde beyin korteksi M1 bolgesi Tgo siirelerini
degerlendirdigimizde kontrol grubu, PTZ+Sef ve PTZ+VPA gruplar1 i¢in geri alim
stirelerinin benzer oldugu goriildii. Saglikli bireylerde geri alim siiresi 2.61 saniye iken
tutusturulmus grupta bu siirenin  18.8 saniye oldugu gorildi. RT-PCR
degerlendirmesinde tutusturulmus grupta EAAC1, GLT-1 ve GLAST glutamat
tastyicilarin ve glutaminaz ve glutamin sentetaz enzimlerinin ekspresyon oranlarinda
kontrol grubuna gore artis saptanda.

Sonu¢: Yapilan tim analizler sonucunda glutamat seviyesinin asir1 derecede
arttig1 goriildii. En kayda deger sonug¢ ise primer motor korteks bdlgesinde goriildii.
Glutaminaz enziminin ekspresyon orani saglikli hayvanlara gore 9 kat daha fazla
ekprese oldu. Glutamat artisini kontrol edecek mekanizmalari normal diizeylerine
getirme veya sorunu ortadan kaldirma ¢alismalarinim epilepsi tedavisinde 6nemli bir yer
tutacagini diislinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Amperometri, Epilepsi, Glutamat, Glutamat Tasiyicilar,
RT-PCR, Voltametri



ABSTRACT

The Role of Glutamate Carriers in Experimental Kindling Model Created
with Pentylenetetrazole in Rats

Aim: In this study we aimed to obtain information to understand the relationship
with the glutamate transporter and enzyme and the physiology of epilepsy. Our main
goal in this study was to reveal the relationship between epilepsy and glutamate in terms
of voltammetry technique and gene expression results and, to understand how the
glutamate exitotoxicity affects this relationship.

Material and Methods: In this experiment, thirty-six adult male rats of Wistar
strain weighting 220+10g were used. For kindling model, we used pentylenetetrazole
(PTZ) that widely used in antiepileptic drug discovery studies. Kindling model was set
and after Seftriaxone and Valproic acid treatments the electrocorticography (EKoG)
records were obtained. Glutamate reuptake times were measured with voltammetry
technique. The RT-PCR expressions of glutamate transporters and enzymes were
considered. One-way ANOVA and Tukey tests were run for the statistical analyzes with
the SPSS Statistics 17.0 version.

Results: In the EKoG measurements we have done, the spike values belong to
groups were measured respectively; PTZ: 733+59; PTZ+VPA: 231423, PTZ+Sef:
359+£30. When we measured the T80 times of the control group, PTZ+Sef ve
PTZ+VPA groups with voltammetry measurements of the cerebral cortex M1 region.
we observed that the reuptake times were similar to each others. While the reuptake
times of healthy group were 2.61 second the kindling group was 18.8 second. In the RT-
PCR evaluation the expression ratios the EAAC1, GLT-1 and GLAST, glutamate
transporters, glutaminase and glutamine sentetase were increased in the kindling groups.

Conclusion: The glutamate levels were excessively increased as a result of all
analyzes. The most significant results were observed in the primary motor cortex. The
expression ratio of the expressed glutaminase enzyme was 9 times more than in healthy
rats. To bring the increased glutamate levels to its normal levels or mechanisms which

can eliminate the problem is holding an important place in the treatment of epilepsy.

Key Words: Amperometry, Epilepsy, Glutamate, Glutamate Transporters, RT-
PCR, Voltammetry
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1. GIRIS

Epilepsi beyinde uyarilabilirligi asir1 diizeyde artmis bir noron toplulugunun
tekrarlayan 6zellikte, normal olmayan bosalmalara bagli, ani ve gegici duyusal, motor,
psisik veya otonomik olaylarla sonuglanabilen ve beynin tamamiin veya bir kisminin
islevsel bozuklugu seklinde tanimlamistir. Epilepsi merkezi sinir sisteminin en yaygin
goriilen hastaliklarindan birisidir ve insan toplulugunun % 1-3’inde goriilmektedir.?

Epilepsi de ozellikle uyarilma/baskilanma denge bozulmasi iizerinde
durulmaktadir. Temel inhibitér ndrotransmitterlerden olan gama amino biitirik asit
(GABA) diger bir temel eksitatdr norotransmitter olan glutamat (Glu)’dan
sentezlenmektedir. Bu iki norotransmitter arasindaki dengenin GABA aleyhine
degismesi epilepsinin temel mekanizmalarindan biri kabul edilmektedir.®

Memelilerde merkezi sinir sisteminde uyarici sinyallerin 6nemli bir aracisi
olarak diistiniilen L-Glutamat, muhtemelen bilis, hafiza ve 6grenme de dahil olmak
iizere, normal beyin fonksiyonlarina bir ¢ok yonden katilir.* Glu’in santral sinir
sisteminin  gelismesi, sinapslarin tetiklenmesi ve eliminasyonu, hiicre gocl,
farklilagmas1 ve Sliimii iizerine nemli rolii bulunmaktadir.”

Glu’in ekstraselliiler doniisiimii olmadigindan, beyin dokusunun kendisini Glu
toksisitesinden koruyabilmesi i¢in ¢ok yiiksek bir Glu geri alim aktivitesine ihtiyag
duymaktadir. Glu’m uzun siireli olarak diisiik ekstraseliiler konsantrasyonlarinda
tutulabilmesinden sorumlu mekanizma Glu geri almmmidr. Glu geri alinimi, plazma
membranlarindan tasiyict giic olarak elektrokimyasal yogunlugu kullanan ve hem
noronlarda hem de glial hiicrelerde bulunan Glu tasiyic1  proteinleriyle
gerceklesmektedir.” Glu tastyicilari, Na* bagimli bir tastyici protein ailesidir. Simdiye
kadar belirlenmis 5 alt tip Glu tasiyicist vardir: EAAT-1 (GLAST, Glutamate-Aspartate

Tasiyici, EAAT-2 (Glutamate Tastyici, GLT), EAAT-3 ((Excitatory Amino Acid



Carrier, EAAC), EAAT-4 (Excitatory Amino Acid Tasiyici) ve EAAT-5. GLAST ve
GLT1 ilk defa sican, EAAC tavsan ve EAAT4 ile EAATS ise insandan izole edilmistir.
EAAT-1 ve EAAT-2 siklikla astroglial hiicrelerde eksprese olurken, EAAT-3 ve
EAAT-4 noronlarda, EAAT-5 ise retinada yer almaktadir.”’ EAAT-1 ve EAAT-2
neokortekste difiiz olarak bulunur.>”’

Glu’in sinaptik araliktan uzaklastirilmas: norotoksisitenin onlenmesi agisindan
asir1 derecede Onemlidir. Asir1 ekstraseliiler Glu ve Glu’in sinaptik araliktan
uzaklastirilmasina ait mekanizmalardaki bozukluklar, basta epilepsi olmak {izere,
amiyotrofik lateral skleroz (ALS), Alzheimer hastaligi, Huntingon hastalig1 ve
Parkinson hastalig1 gibi norodejeneratif bir¢ok hastalikta rol oyn21mak‘[ad1r.8'10 Epilepsi
cerrahisi yapilan hastalarda cerrahi dncesinde ve devaminda yapilan tetkiklerde spontan
ve stimulasyona bagli epileptik desarj sirasinda en ¢ok epileptik hemisferde olmak iizere
bilateral ekstraseliiler Glu konsantrasyonunda gegcici yitkselme oldugu bildirilmistir.*" 12
Inhibisyon ¢alismalar1 6zellikle EAAT-2/GLT-1’in ekstraseliiler Glu geri aliminda ve
noral ag eksitabilitesinde 6nemli rol aldigimi géstermistir.lg’ 1

Epilepsi tedavisinde en sik kullanilan valproik asit, absans, miyoklonik, primer
jeneralize ve tedaviye direngli fokal nobetlerin tedavilerinde kullanilabilen genis
spektrumlu bir antiepileptik ilactir." Valproik asidin tedavi edici etkisinin, merkezi sinir
sisteminde inhibitor bir ndrotransmitter olan gama amino butirik asit (GABA) {izerinden
oldugu kabul edilmektedir.

B-laktam bir antibiyotik olan seftriakson cesitli bakteriyel enfeksiyonlarda
kullanilan bir ilactir. Ancak ¢esitli ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde terapotik
potansiyeli ¢ok az ¢alisilmistir. Seftriakson {izerinde yapilan son ¢alismalarda sinapstan
Glu’in hiicre i¢ine alimindan sorumlu olan GLTI1/EAAT2’de dahil olmak iizere,

proteinlerin bir dizi ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir.*® '



Deneysel tutusma modeli i¢in kullanilan kimyasallardan PTZ, konvulsif bir
fenomen olan amigdalanin elektriksel olarak tutusturulmasina benzerligi ve insandaki
jeneralize tonik-klonik ndbetlere uygunlugundan dolay: sik olarak kullanilmaktadir. **
9 pPTZ nonkompetetif bir GABAa reseptdr antagonistidir. Tekrarlayan PTZ
enjeksiyonlar1 giderek uzun siiren nébetlerin gelismesine neden olur.®

Bu bulgular 1s181inda epilepsiyi degerlendirdigimiz de asil sikintinin ortamda
bulunan Glu seviyesinde meydana gelen artiglarin oldugunu gormekteyiz. Biz de
ortamda bulunan bu Glu seviyesinin ne oranda oldugunu diinyada ilk olarak voltametri
teknigiyle belirlemeye calisip gen ekspresyon sonuglar1 alarak iligkileri ortaya koymaya
calisacagiz. Ayrica EKoG kayitlarmi da alarak gruplar arasinda kiyaslamalarda
bulunacagiz. Tedavi yaklasimlarimizla bu Glu eksitotoksititesinin nasil tolere
edebilecegimizi anlamaya calismak olacaktir. Ozetleyecek olursak GABA’nm
azalmasindan ziyade Glu’m ne derecede arttig1 toksik etkisini ne derece gosterdigi ve
tedavimizin bu Glu toksisitesini hangi seviyede ortadan kaldirdigin1 belirlemek

olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Epilepsi

2.1.1 Tanim

Tekrarlayan spontan nobetlerle karakterize bir hastalik olan epilepsi sistem
diizeyinde ndronlarin ve ndron gruplari arasinda normal olmayan etkilesimler ile
baglantili bir ag hastallgldlr.21'23 Yunanca ‘“epilepsia” kelimesinden kdkenlenmistir.
Epilepsinin kelime anlami birden tutulmak, yakalamak manasina gelir. Tim
konviilsiyon geciren kisiler i¢in epileptik olduklarini sdyleyemeyiz. Epilepsi tanisinin
konulabilmesi i¢in konviilsif nobetlerin tekrarlayan ve bu 6zelligini senelerce
stirdiirmesi gerekmektedir. Epilepsi nedenleri arasinda kafa travmalari, inme, beyinde
olugsan bazi enfeksiyonlar (menenjit, ensefalit gibi), beyin damarlarinda goriilen bazi
yapisal bozukluklar, genetik faktorler, dogum travmalar ve timorler bulunmaktadir.™ 24

Diinya Saglik Orgiitii ise epilepsiyi, beyinde fazlaca uyarilabilir hale gelmis sinir
hiicresi toplulugunun yineleyen 6zellikte, normal olmayan desarjlarindan, ani ve gegici
duyusal, motor, psisik yada otonomik olaylarla sonuglanabilen ve beynin bir kismmin
veya tamaminin islev bozuklugu olarak tamimlanmaktadir.' Epilepsi merkezi sinir
sisteminin en yaygin goriilen hastaliklarindan birisidir ve insan toplulugunun % 1-
3’inde goriilmektedir.” Epilepsi vakalarmin yaklasik % 70’inde temel neden

bilinmemektedir. 24

Epilepsi hayatin her hangi bir déneminde ortaya ¢ikabildigi gibi
genellikle gocukluk yaslarmda ortaya ¢ikmaktadir.® Epilepsinin temel sebeplerini
tedavi edemedigimiz i¢in giiniimiizdeki farmako terapinin amaci, ndbet sikligini kontrol
etmek olup epilepsinin altinda yatan neden(ler)i tedavi etmek degildir.?® Epileptik

hastalarin yaklagik % 20-30’u anti-epileptik ilaclara yanit vermemekte ve bu hastalar

siklikla cerrahi tedavi i¢in aday olmaktadirlar.?’



2.1.1 Tarihcgesi

Tarihte epilepsinin seytandan, kotiiliiklerden, biiyii veya astrolojik olaylardan
kaynaklandig1 diigiiniilmiis ve giiniimiizde de bu diisiincelerin epilepsi iizerinde etkisi
devam etmektedir. Epilepsiyle ilgili ilk bilgiye Milattan once 2080 senesinde
yayinlandigi belirtilen Hammurabi Kanunlari’nda rastlanmistir. Bu metinde kasilma ve
ates arasinda iliski oldugu belirtilmistir. Alkmelin ve Krolon Milattan 6nce 500
yillarinda beyin ve epilepsi arasinda bir iliski oldugunu bildirmislerdir. Epilepsi
konusunda ilk gercek tamimi M.O. 400 yillarinda Hippocrates’in yaptig1 ve epilepsinin
orijininin beyinden geldigini bildirdigi bilinmektedir. Bilimsel olarak ilk tanimi
Huglings Jackson 1800’lii yillarda bilhassa beynin gri cevherinde olusan desarjlar
olarak belirtmistir. ilk kez Gowers 1881 yilinda epilepsiyi smiflandirmistir. 1875
yilinda Caton maymun ve tavsanlarin kafatasina elektrotlar baglayarak yaptigi deneyler
sonucunda ilk defa beyinde birtakim elektriksel faaliyetlerin varligimmi gozlemleyip
elektroensefalografi (EEG)’yi olusturan potansiyelleri bulmustur. 1929 yilinda Hans
Berger ilk kez insanlarda elektroensefalografi uygulamistir. Sonraki yillarda Gibbses
spesifik EEG sonuglarmi belirterek epilepsi tedavi ve tanisinda 6nemli bir adim
atilmigtir.?® %

Epilepsili vakalarda ilk tedavi 1800 yilinda Ferrier ve Todd tarafindan potasyum
bromiir kullanilarak yapllmlstlr.go 1912 yilma kadar tek antikonviilsif ila¢ olarak
bromidler kullanilmis fenobarbital’in sentezi ile etkin tedavi donemine gecilmistir.
Sonraki yillarda 1938’de epilepsi tedavisine difenilhidantoin, 1944°’te trimetadion
katilmistir. Epilepsi tedavisinde cerrahi yaklasimlar ancak 1800’lerin sonlarinda
olmustur. Gilinlimiizde modern anti-konviilsanlarla epileptik ndbetlerin % 75-80 kadar1

kontrol altinda tutulabilmektedir.?® ?°



2.1.2 Epilepsinin Epidemiyolojisi

Epilepsinin epidemiyolojisi, yontem degisiklikleri, teshis kriterleri ve teshisin
belirsiz olmasi nedeniyle kesin degildir. Ancak var olan sonuglara gore epilepsi
herhangi bir yasta baglayabilir, goriilme siklig1 cocuklukta ve yagsamin ge¢ doneminde
artig gosterir.

2.1.3 Epilepsinin Etiyolojisi

Epilepsinin etiyolojisinde temel olarak kazanilmig ve konjenital nedenlerin
oldugunu sdyleyebiliriz.* Epilepsiler etiyolojilerine gore ii¢ grupta incelenebilir.*

1- Idiyopatik epilepsiler (Primer jeneralize): Baska bir norolojik hastalikla
korelasyonu olmayan ve kalitsal egilim disinda bir nedene baglanamayan epilepsilerdir.
Konjenital etkenler sebep olmaktadir. Geng eriskinlik yada c¢ocukluk caglarinda
baglarlar. Bu tiirdeki hastalar normal gelisim gosterirler ve mental ve ndrolojik
muayenelerinde de farklilik yoktur.

2- Kriptojenik epilepsiler: Semptoma dayali olduklar1 kabul bulan lakin
etiyolojik  sebepleri  belirtilemeyen idiyopatik epilepsi kistaslarina uymayan
epilepsilerdir.

3- Semptoma bagl epilepsiler: Belirli serebral bozuklugun neden oldugu yahut
onunla iliskilendirilen epilepsi grubudur. Bu grubun etiyolojisinde birgok sebep
siralanabilir bu tiir epilepsilere kazanilmis etkenler sebep olmaktadir.

Konjenital nedenler arasinda genetik primer (nedeni bilinmeyen), tek bir genden
kaynaklanan problemler, kromozomal problemler ve prenatal hasarlar vardir.
Kazanilmis nedenler ise, enfeksiyon, damarsal sorunlar, travma, neoplastik durumlar,
norodejenerasyon, metabolik ve toksik nedenler, skleroz ve yapisal malformasyonlar

vardir.>°



2.1.4 Epilepsinin Siniflandirmasi
Epilepsiyle ilgili bugiine kadar ¢esitli sekillerde siniflandirmalar yapilmistir. Son
uluslararast smiflandirma 1981 yilinda Uluslararasi Epilepsiyle Savas Dernegi
tarafindan yapilmistir ve 1989 yilinda revize edilmistir.*
2.1.4.1 Uluslararas1 Epilepsiyle Savas Derneginin epilepsi siniflandirmasi
1- Parsiyel (lokal, fokal) nobetler: Bunlara lokal baslayan nébetlerde denir.
a) Basit parsiyel nobetler: Basit belirtiler gosteren ve biling bozulmasina neden
olmayan kismi nobetler.
1. Motor belirtiler gosterenler
2. Somato ya da 6zel duyusal belirtiler gosterenler
3. Otonomik sistem baglantili belirti gosterenler
4. Psisik belirtiler gosterenler
b) Kompleks parsiyal nobetler: Karmasik belirtiler gosteren ve bilincin
bozulmasma neden olan kismi (temporal lop ya da psikomotor) nobetler.
1. Basit nispi nobetler seklinde baslayan biling bozukluguyla devam edenler.
2. Baglangigtan itibaren biling bozuklugu olanlar
a) Yalniz biling bozuklugu gosterenler
b) EK olarak otomatizmalar gdsterenler
c) Sekonder olarak jeneralize olan kismi nébetler
1. Basit kismi nobetlere sekonder olanlar
2. Kompleks kismi nobetlere sekonder olanlar
2- Jeneralize nobetler: Bilateral olarak simetrik olan, bolgesel baslangig
gdstermeyen nobetler
1. a) Absens (kesinti) ndbetleri ( Petit mal)

b) Atipik absens nobetleri



2. Miyoklonik ndbetler (ritmik spazmli silkinme ve sigramalar)

3. Klonik nobetler (sadece klonik spazmlarla karakterize)

4. Tonik nobetler (sadece kas tonusunda artis ile karakterize)

5. Tonik-klonik nobetler (tonus artisimni izleyen klonik kasilmalar) (Grand mal)

6. Atonik nobetler (tiim kas tonusunun ani olarak kaybr)

7. Kombinasyonlar1

3- Smiflandirilamayan epileptik nobetler: Nedenleri bilinmeyen veya yetersiz
olan nobetler.

2.1.5 Patofizyolojisi

Epilepsi ndbetlerin  patofizyolojisi tam anlamiyla ¢oziilememistir. Biitiin
epileptik nobetlerde ayni mekanizma gegerli degildir. Epilepside 6zellikle eksitator-
inhibitor ~ denge  bozulmasi1  ilizerinde  durulmaktadw.  Temel  inhibitor
norotransmitterlerden olan gama amino biitirikasit (GABA) diger bir temel eksitator
norotransmitter olan Glu’dan sentezlenmektedir. Bu iki norotransmitter arasindaki
dengenin GABA aleyhine degismesi epilepsinin temel mekanizmalarindan biri kabul
edilmektedir.® Deneysel hayvan modelleri ve insanlarda cerrahi olarak alman érneklerde
benzer anormallikler gézlemlenmistir. GABA iiretiminin baskilanmasi, saliniminin
engellenmesi ya da postsinaptik bir reaksiyonun kasilmalar1 artirabilecegi kabul edilir.®
Beyin noéron sinapslarinda GABA konsantrasyonundaki %28’lik bir azalma
konviilsiyonlara yol acar. Bu goriisii destekleyen bulgular mevcuttur. Bunlar1 su sekilde
siralayabiliriz.
1. GABA sentezinde kullanilan temel enzim glutamik asit dekarboksilaz (GAD) ve B6
vitamininden olusan pridoksal fosfat koenzim rol oynamaktadir. B6 yetmezliginde
GABA miktar1 da yetersiz kalacagindan ndbetin ortaya ¢ikabilecegi.

2. Parsiyel epilepsilerde iliskili sinir kavsaklarinda GABA’da bir azalmanin oldugu,



3. Febril konviilsiyonlarda ve tedaviye direngli ndbetleri olan hastalarda serebrospinal
stvi GABA konsantrasyonunun azaldig.

4. Amigdoloid nukleusa GABA transaminaz inhibitorlerinin verilmesi hayvanlarda
nobet olusturdugu yapilan arastirmalar 1s13inda Ogrenilmistir. Insan ve deneysel
epileptojenik lezyonlarda, glisin yogunlugunda artis, glutamin, glutamik asit, taurin ve
aspartik asit diizeylerinde ise azalma oldugu gosterilmistir. Epileptik nobetlerin
olugsmasinda norotransmitterler arasi1 denge degisimi diginda reseptor sonrasi olaylarin
da rolii olabilecegi diistiniilmektedir. Postsinaptik hedef hiicrelerde reseptoriin aktive
olmasi adenilat siklazi aktive ederek siklik adenozin mono fosfat (cAMP) olusmasini
saglar. Hem deneysel hayvan modellerinde hem de insanlarda konviilsiyonlarda
serebrospinal sivida cAMP diizeyinin arttig1 belirlenmistir. Bunun disinda oksijen,
glikoz ve viicut pH’siyla iliskili metabolizmadaki ekstrakranial ya da jeneralize
bozukluklar da nobetlere yol acabilmektedir.®

2.1.5.1 GABAEerjik Aktivitede Azalma

GABA sisteminin ndronal aktivite ve epileptiform desarjlarmm kontroliindeki
onemi iyi bilinmektedir. Bu konu hakkinda az bildiklerimiz ise inhibitor sistem
fonksiyonlarmin, uzun donem degisimlerinin epilepsi gelisimindeki roliidiir.

GABA sistemleri nobet aktivitesi ile degisebilir. Meydana gelen bu degisiklikler,
asir1 uyarilmadan koruyucu olabilecegi gibi epileptik durumu kolaylastirabilir. GABA
santral sinir sisteminin bashca inhibitdr ndrotransmitterlerindendir. Inhibitér post
sinaptik potansiyeller (IPSP) olustururlar. GABA reseptorleri GABAA ve GABAg
olmak {iizere 2 alt tipe ayrilir. GABAA reseptorleri, CI” akimi ile hizli [IPSP’lere aracilik
ederler, GABAg reseptdrleri ise artnus K iletimi ile presinaptik otoreseptdr olarak
fonksiyon goriip yavas IPSP’lere aracilik ederler. Genelde, selektif GABAAa reseptor

antagonistleri prokonviilsan, selektif agonistler ise antikonviilsan etkilidir. Glu



aktivasyonuna benzer sekilde GABA deaktivasyonu da epileptiform desarjlar ortaya
cikarir. Selektif GABAa reseptor antagonistlerinden pikrotoksin ya da bikukulin
tutusma benzeri yanitlar ortaya c¢ikarmaktadir ve kimyasal tutusma olusturmakta
kullanilmaktadirlar. Bu maddeler ile olusturulan tutusma, muscimol ve progabid gibi
selektif GABA agonistleri, GABA par¢alanma inhibitorii vigabatrin, GABA geri-alim
inhibitorlerinden SKF89976A ve tiagabin ile birlikte verildiklerinde ndbet aktivitesini
baskilamaktadir.®* Bahsi gecen GABA agonistleri amigdalasi tutusturulmus
hayvanlarda potent antikonviilsan etki gdstermektedir.®® Selektif GABAg reseptdr
agonisti baklofen, sistemik veya amigdala igerisine enjeksiyonunun ardindan sadece
zayif antikonviilsan etki ortaya cikarmis®® ¥’ ve interiktal desarjlar1 artirmustir.>’ GABA
agonistlerinin de dahil oldugu antiepileptik ilaglarin birgogu, status epileptikus ardindan
uygulanirsa epileptogenez gelismesini nleyememektedir.®® Yapilan bir ¢alismada ise
tutusturulmus ya da status epileptikus ile olusturulmus nobetler sirasinda, GABA aracili
inhibisyon, amigdala ve hipokampus CA1 bdlgesi gibi baz1 spesifik bolgelerde sinirli
kalmistir. K* kaynakl Ca®* bagimli GABA salgilanmasi ise tutusma ardindan
artmustir.*® Hipokampal mikrodiyaliz ¢calismalari, tutusma nobetleri esnasinda yetersiz
ekstraseliiler GABA konsantrasyonlarini ortaya koymaktadir. Bu ndébetler siiresince
GABA seviyesi, temel seviyesinden yaklagik % 250-350 gibi bir oranda artarken, Glu
seviyeleri ise %550-650 artmaktadir.** Bu bulgular insan temporal lop epilepsisindeki
artigla benzesmektedir.'* Tutusturulmus amigdala ndbetleri sirasinda ekstraseliiler Glu
%200-300 artarken GABA seviyesi % 67 azalmistir. During ve ark. amigdala kinding
ardindan nobet kaynakli GABA saliniminin iki farkli komponenti olduguna dikkat
etmistir. Birincisi K* kaynakli GABA salmmmi, ikincisi de Glu kaynakli GABA
salmimidir. K™ kaynaklt GABA salmimi hipokampusta gergeklesmektedir. Glu kaynakli

Ca®* bagimsiz GABA salmimi ise hipokampusta azalmaktadir.® GABA salinimimimn
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azalmasinin altinda yatan neden tam olarak ag¢ik degildir. Bu konudaki teorilerden biri
olan GABA tasiyicilarinin azalmasi, altta yatan faktorlerden biri degildir, ¢linkii
tutusturulmus  hayvanlarda GABA  tasiyicilarmin  arttigi  birgok  calismada
gésterilmistir.42’ * Bu caligmalar bize tutusma nobetlerinde GABA saliniminin, Glu
salmimini kargilamadigini ifade etmektedir. GABAA reseptorleri, f1-3, al-6, o, y1-3 ve
¢ alt birimlerinin kombinasyonundan olusan heteromerik protein kompleksidir. Bu alt
birimlerin kompozisyonu farkli fonksiyonel ve farmakolojik ozelliklerini ortaya
cikarmaktadir o ve vy altbirimleri benzodiazepin (BNZ) ve c¢inko duyarliligim
belirlemektedir. B alt birimi kanal 6zelliklerini, BNZ efikasitesini ve GABA afinitesini
belirlemektedir.** Bu alt birimlerden o4, f1 ve p3 mRNA ekspresyonlarinin amigdala
tutusmas! ardindan dentat girusta arttigi gosterilmistir.” GABA aracili inhibisyonu,
GABAA/BNZ reseptorlerininin sayisini degistirmektedir. Bir¢ok ¢alisma, GABAA/BNZ
reseptorlerinin kindling ardindan piriform kortekste arttigini gostermektedir. [3H]
Flunitrazepam’mn baglanmasi amigdala, hipokampus ve dentat girusta artmigtir.*®
Epilepsi ndbetlerinin olusmasinda bu bulgularin haricinde onemli derecede
noron kaybi1 olmaktadr ve bu konuda Onemli ¢alismalar bulunmaktadir. Bu
calismalardan biri Peredery’nin pilocarpin ile caligmasidir.*’ Pereder caligmasinda
noronal kaybm c¢ok genis oldugu, en erken degisikliklerin CA1 hipokampal alaninda,
piriform korteks ve talamusta oldugunu gostermistir. Noronal hasarin ardindan inhibitor
sistemin yeniden modellenmesi gelmektedir. Reorganizasyonun bir kismi, artmis
uyartya karsi koruma olarak inhibitdr sistemin artmasi seklinde, diger kismi ise kronik
epileptik nobetlerin  yayilmasi ic¢in inhibisyonun yetmezligi ile sonuglanan

reorganizasyondur.®
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2.1.5.2 Glutamerjik Aktivitede Artma

Glu memelilerin beyninde baslica uyarict norotransmitterdir. Glu ve analoglar1
ndronlar lizerinde gii¢lii depolarizan etkiye sahiptir. Tutusma modelinde, ekstraseliiler
Glu miktar1 amigdalada belirgin olarak artmstir.*° Depolarizasyonla saglanan
presinaptik Glu salmimu, tutusma epileptogenezde artmustir.*® NMDA reseptorlert,
tutugsma sirasinda degisim gostermekte ve NMDA reseptor bagimli EPSP’leri
artirmaktadir. NMDA’nin amigdalaya tekrarlayan mikro enjeksiyonlar1 tutusma benzeri
etki gé’)stermektedir.48 NMDA reseptorlerinin elektriksel tutugsmada rolii oldugu
g('jsterilmis,tir.34 Ayrica Benzgon ve ark. yiliksek noronal NR2D seviyesi olan farelerde,
amigdala kindling gelismesinde belirgin azalma tespit etmistir.*® Bu sonuglar, tutusma
gelisiminin NMDA reseptor aktivasyonuna dayandigini Onermektedir. Tutusmada
ilerleyici nobet gelisimi iizerine potansiyel etkilerinin aksine, bu NMDA reseptor
antagonistleri, tutusturulmus hayvanlar lizerinde =zayif antikonviilsan etki
géstermektedirler.so NMDA reseptorleri kalict tutusma epileptogenezi altinda yatan
trans sinaptik degisikliklere neden olmaktadirlar.®* Ote yandan, AMPA reseptdrlerinin
nobet desarj tetiklenmesinde rolii olduguna inanilmaktadir ve kainat reseptorlerinin
epileptogenezdeki rolii ise tam olarak belirli degildir. GluR6 ile nébet kolaylagsmakta,
GIuR7 antikonviilsan etki ortaya koymaktadir. Grup II ve III mGluR’nin selektif
agonistlerinin amigdala kindled nobetlerde hem antiepileptogenik hem de antikonviilsan
etkileri vardir.*> !

2.1.5.3 Yeni Noronal Dongiilerin Olusmasi

Mevcut uyarict baglantilarin artmasinin yan1 sira olast yeni baglantilar da
olugsmaktadir. Yeni baglantilarin olugsmasmin en biiyiik nedeni epilepsi kaynakli ndronal
hasarlanmalardir. Aksonal gelisim ve sinaps olusumuyla meydana gelen yeni dongiiler,

epileptik desarjin yayilmasini yineleyen uyarici kanallar olusturarak veya da etkilenen
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bolgenin cevabini artirma suretiyle saglamaktadir. Bu konuda en ¢ok calisilan yolak
hipokampustaki dentat girus i¢ molekiiler tabakasnmn ve CA3 stratum oriens
kisimlarindan dentat graniil ve CA3 piramidal ndron aksonlarina dogru yosunsu lif
vermesidir. Bu yolagin ¢ok calisilmasinin nedeni, yiiksek seviyede ¢inko icermesidir bu
yiizden Timm boyamasi ile ¢ok rahat isaretlenebilmektedir. Tutusma olusumunu bozan
tedaviler 6rnegin MK-801 uygulanmasi, yosunsu lif gelismesini azaltmakta ya da
bloklamaktadir.”®> Néronal filizlenmenin bir bagka gostergesi 43 kDa agirhigindaki
gelisme ile ilgili GAP-43 sinaptik proteini ve sinapsin | proteinidir. GAP-43 proteinin
ekspresyonu, perforant yol tutusmasi ardindan, sinapsin 1 proteini ise amigdala
tutusmasi ardindan dentat girus ve CA3 bdlgelerinde olmak iizere anlamli derecede

artmlst1r.53’ i

Yosunsu lif filizlenmesinin  glutamerjik dongii olusturdugu
diisiiniilmektedir, bu dongiide AMPA reseptor aktivasyonu gereklidir ve NMDA
reseptorleri ise kismen katilmaktadir.>

Noronal aktivasyonda, biiylime ile iliskili molekiiller iki sinif halinde gorev
alirlar bunlar norotrofik faktorler ve aksona kilavuzluk eden molekiillerdir. Bu
molekiiller ndron gelisiminin miktarin1 ve yoniinii tayin eden unsurlardir. Norotrofik
faktorler; beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF), norotrofinler olan sinir biiyiime
faktorii (NGF) ve norotrofin 3 (NT-3)’ten ve TGF-B ailesinden glial hiicre dizisi
kaynakli norotrofik faktéor (GDNF)’den olusmaktadir. Aksona kilavuzluk eden
molekiiller ise daha az incelenmistir fakat acgik bir sekilde eph reseptor ailesinden en az
bir iiye ve ligandlari tutusma kaynakli filizlenmede gorev almaktadir.

Epileptojenik hedefteki gliozisli hiicreler, hiicre dis1t K iyonlarini tamponlama
yeteneklerinin bozulmasindan, ekstraseliiler alanda K* iyon artisina neden olarak, sinir

hiicrelerinin uyarilabilme esiginin diismesine ve epileptik nobetlerin vuku bulmasma yol

agmaktadir.”® Ayrica epileptojenik bolgelerde sodyum/potasyum-ATPaz (Na*/K'-
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ATPaz) aktivitesinin azalmas1 nedeniyle ekstraseliiler K™ iyon yogunlugu artmaktadir
ve bundan dolay1 noronlarin uyarilmasi ve olugan uyarinin yayilmasi kolaylagsmaktadir.
Epileptik néronlarda Na'/K'-ATPaz enziminde bir bozukluk ortaya ¢ikabilecegi de
diisiiniilmektedir.*®

Glial hiicreler uyarilmis hiicreden ¢ikan asir1 K™ u alir ve depolar. Hiicre dis1 K*
aktivasyonu glial emilim limitini asarsa nobet olusur. Nobetler sinirh kalabildigi gibi
cesitli bolgelere anormal aktivite seklinde yayilabilir. Baska bir neden de yine glial
diizenlemede bozukluk olusmasiyla ekstraseliiler Ca’* azalmasi sonucu sinaptik gec¢isin
bozulmasina yol agmaktadir.®® Ultrastriiktiirel arastirmalarda epileptik sinirlerin
dendritik uzantilarinda azalma oldugu, yeni sinapslarm olustugu, astrosit artisina bagl
olarak gliozis olustugu gosterilmistir. Santral sinir sistemindeki zedelenmeyi izleyen
doku kaybmi astrositler ¢ogalarak doldurmaya caligirlar. Olusan bu glial skar dokusu
fibriler gliozis olarak isimlendirilir. Bu siirecte astrositik yapisal bir protein olan glial
fibriler asidik protein (GFAP) sentezi hasarina bagli olarak artmaktadir. Noron kaybi ile
spesifik pek cok noron hasarl hastalikta GFAP sentezinin arttig1 saptanmustr.”’

Glial hiicreler; astrosit, oligodendrosit, ependimal hiicre ve mikroglialardir.
Astrositler glial hiicreler i¢cinde sayica en ¢ok olanidir. Yapisal destek, metabolik
degisimler ve onarimda gorevlidir ve kan beyin bariyerinin elemanidir. N6éronlari, kilcal
kan damarlar1 ve pia mater’e baglar. Gri madde i¢inde yer alan protoplazmik astrositler
ve beyaz madde i¢inde bulunan fibriler astrositler olmak iizere iki tipi vardir. Astrositler
kiigiik y1ldiz sekilli hiicrelerdir ve sitoplazmalarinda hiicre uzantilarina dogru ilerleyen,
GFAP’tan olusan glial iplik demetleri mevcuttur.”

Insan ve deney hayvan caligmalari, epilepsideki reaktif astrositlerin glutamin
sentetaz’a ek olarak Glu transporturlarndan GLT-1"i down-regiile ettigini gostermistir.

Bu durum astrositlerde asir1 salinma sonucu Glu artigina, néron gruplarmin senkronize
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depolarizasyonunun ya da paroksismal depolarizasyon shift’lerinin tetiklenmesine yol
agabilir.”® Nobetler, néronlardaki morfolojik degisimlerle birlikte astrositlerin yap1 ve
organizasyonunda kalic1 degisikliklere yol agmaktadir.”®

2.2 Glutamat

Merkezi sinir sisteminde uyarict sinyallerin 6nemli bir aracisi olarak diisiiniilen
L-Glutamat, muhtemelen bilis, hafiza ve 6grenme de dahil olmak iizere, normal beyin
fonksiyonlarma bir c¢ok yonden katilir.® Glu santral sinir sisteminin gelismesi,
sinapslarin tetiklenmesi ve eliminasyonu, hiicre gocii, farklilagsmasi ve dliimii {izerine
6nemli roli bulunmaktadir.> Néron hiicre korpusu, dendritler, sinir uglar1 ve glial
hiicrelerin plazma membranlarnda Glu reseptorleri bulunmaktadir.” ®*®* Ayrica
periferik organ ve dokularda ve endokrin hiicrelerde iletimde rol oynamaktadir.”

2.2.1 Glutamat konsantrasyonu

Beyin ¢ok biiyiik miktarda Glu icerir (yaklasik her 1slak kg bagina 5-15 mmol),
fakat bu miktarmn cok az miktar1 ektraselliiler ortamda bulunmaktadir.” Ektraselliiler ve
serebrospinal stvidaki konsantrasyonlari sirastyla 3-4 uM ve 10 uM dir.” Glu’in hiicre
plazmasindaki konsantrasyonu binlerce kattir en yliksek konsantrasyonda oldugu yer
ise sinir u¢laridir.> %

Glu’n enerji durumundaki degisimlere gore dinamik bir dagilim 6zelligi vardir.
Hiicrede enerji azaldiginda Glu hiicreye sizmaktadir®. Glu siirekli olarak hiicreden
salinir ve ektraseliiler sividan devamli olarak uzaklastiriimasi gerekir®.

2.2.2 Glutamat metabolizmasi

Glu'm  uzun siireli olarak dusiik ekstraseliiler konsantrasyonlarinda
tutulabilmesinden sorumlu mekanizma Glu geri almimmdir. Glu geri alinimi, plazma

membranlarindan tasiyict gii¢ olarak elektrokimyasal yogunlugu kullanan ve hem

noronlarda hem de glial hiicrelerde bulunan Glu tasiyic1  proteinleriyle
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gerceklesmektedir.’ Glu’in salimmasi ¢ok hizli oldugundan, Glu geri alimmnin
bloklanmasi sonucu saniyeler iginde ektraselliiler ortamda Glu seviyesi asir1 derecede
artmaktadir.” Saflastirilmis sinaptik vezikiillerdeki Glu konsantrasyonu 60-210 mM
olabilecegi farkli calismalarda belirtilmistir.®> ® Ancak her ne kadar sinaptik
vezikiillerdeki Glu konsantrasyonlar1 bilinse de, vezikiil boyutlarinda ki farkliliklar ve
ekzositoz yapabilecek vezikiil sayis1 tam olarak bilinemediginden, glutamaterjik sinir
uclarindan Glu’in ekzositozla ne kadar salinabilecegi tam olarak bilinememektedir.”
Glu’mn ekstraselliiler doniisiimii olmadigindan, beyin dokusunun kendisini Glu
toksisitesinden koruyabilmesi ig¢in ¢ok yiiksek bir Glu geri alim aktivitesine ihtiyag
duymaktadir. Gergekte de saglam beyin dokusunun Glu geri alimi oldukga fazla olup,
Glu toksisitesine kargi direnclidir.” Buna karsin, kiiltirde ki korunmasiz ndronlar

5 87 Hijcreler

ortamda birka¢ mikromolar Glu varhiginda dahi o&lebilmektedirler.
tarafindan geri alinan (uptake) Glu ya metabolik olaylarda (protein sentezi, enerji
metabizmasi, amonyak metabolizmast gibi) ya da ndrotransmitter olarak
kullanilabilmektedir.”

2.2.2.1 Glutamat- Glutamin dongiisii

Glu sinir u¢larinda vezikiiler Glu tasiyicilarla sinaptik vezikiillere tasmir ve daha
sonra ekzositozla salmarak yeniden nérotransmitter olarak kullanilir.> % Astrositlerde
ektraseliiler stvidan Glu’m hiicre i¢ine taginmasi sonrasi glutamine (Gln) doniistiiriilerek
ektraseliiler siviya salinir. Ektraselliiler ortamda bulunan glutamin noronlar tarafindan
alinarak yeniden Glu’a gevrilir. Astrositler ve ndronlar arasindaki Glu ile glutamin
arasindaki bu trafik, transmitter olarak kullanilan Glu i¢in ana yoldur ve “Glutamat-
Glutamin siklusu” olarak isimlendirilir. Bu siklusta, ATP ve Ca**’a bagimli olarak sinir

ucundan salman Glu, presinaptik, postsinaptik ve ekstrasinaptik olarak astroglial

hiicreler de bulunan Glu tasiyicilari tarafindan alinir. Astroglialar ATP’ye ihtiya¢ duyan
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bir siiregle Glu’t glutamine cevirerek toksik etkisini ortadan kaldirirlar. Daha sonra
glutamin, glutamin tastyicilar1 araciligi ile glial hiicrelerden salinip, baska glutamin
tastyicilart ile noronlara alnir. Noronlarda glutamin yeniden Glu’a gevrilir. Sinaptik
vezikiiller, vezikiiler Glu tastyicilar1 (vGIuT) ile sitozoldeki Glu’la doldurulur (Sekil
2.1).%° Glutamin, Glu’m aksine toksik olmadigindan ve Glu reseptorlerini aktive
etmediginden ndrotransmisyonu olumsuz etkilemez.’

N STron

Aastroclial
Hitucre

<S5l

Sekil 2.1 Glutamat- Glutamin dongiisii

1-postsinaptik 2-ekstrasinaptik Glu tasiyicilari, 3 ve 4- glutamin tasiyicilart 5-vezikiiler Glu tasiyicilari, 6-
Presinaptik Glu tasiyicilari, ATP- Adenozin trifosfat, GIn: glutamin, Glu: glutamat

2.2.2.2 Glutamat Sentezi

Glu astrosite geri alindiktan sonra iki farkli yolakla metabolize edilebilir. Birinci
yolakta, Glu ATP-bagimli glia-spesifik enzim olan glutamin sentetaz (GS) ile
amidasyona ugrayarak glutamin ve amonyaga doniisiir.®* Ikinci yolakta ise, Glu
dehidrogenaz (GAD) ile deaminasyon veya transaminasyonla (transaminazlarla) o-
ketoglutarata gevrilebilir. Alfa-ketoglutarat trikarboksilikasit (TCA) siklusu ile suksinat,
fumarat veya malata metabolize edilebilir. Malat trikarboksilik asit siklusu ile daha ileri
metabolize edilebilir veya piruvata dekarboksile edilir ve laktata indirgenir. Olusan
glutamin ve laktat astrositten ektraselliiler stviya geger ve buradan noronlara girer.”

2.2.3 Glutamat Tasiyicilan

Glu, sinaptik araliktan difizyon ve Glu tasiyicilari araciligiyla néron ve
astrositler tarafindan geri alinir. Hiicre dis1 ortamda bulunan yiiksek konsantrasyonlarda

Glu’in norotoksik etkilerine aracilik eden Glu reseptorlerinin sadece sinapslarda degil;
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ndron somasi, dendritler ve ndron sonlanmalar1 gibi néronal unsurlarda da bulunmasi,
noronlart Glu’mn eksitotoksik etkilerinden koruyabilmek i¢in sadece sinaptik araliktaki
miktarinin degil ayn1 zamanda ekstraselliiler ortamdaki miktarnimn da kontrol altinda
tutulmasi gerektigini gostermektedir.> "®?

Glu’in hiicre dis1 ortamdaki miktarmi bu transmitteri kimyasal yollarla
parcalamak suretiyle diizenleyebilecek bir enzim sistemi bulunmamaktadir. Bundan
dolayr Glu’in hiicre dis1 miktarinin diizenlenemesi i¢in bir tasiyici mekanizmanin
gerekliligi fikrini dogurmus ve Na* bagiml bir tasiyict mekanizmanin Glu’1 dzellikle
astrositlere ve bunun yaninda ndronlara geri tasimak suretiyle hiicre dist Glu miktarmi
kontrol altinda tuttugu tespit edilmistir.” Astrositler ve noronlar tarafindan
gerceklestirilen geri alimm biiyiik kismi1 (%95 oraninda) bahsedilen bu Na* bagimli ve
yiiksek afiniteli tastyicilarla ve az bir kismi da (%5 oraninda) Na* bagimsiz (C1” bagimli
Glu /sistin tastyicilar) bir mekanizmayla gerceklestirilir.> " ™ Glu tastyicilari, Na*
bagimli bir tasiyict protein ailesidir. Simdiye kadar belirlenmis 5 alt tip Glu tasiyicisi
vardir: EAAT-1 (GLAST, Glutamate-Aspartate Tasiyic1), EAAT-2 (Glutamate Tasiyici,
GLT-1), EAAT-3 ((Excitatory Amino Acid Carrier, EAAC), EAAT-4 (Excitatory
Amino Acid Tasiyic1) ve EAAT-5. GLAST ve GLT-1 ilk defa sigcan, EAAC tavsan ve
EAAT4 ile EAATS ise insandan izole edilmisti. EAAT-1 ve EAAT-2 siklikla
astroglial hiicrelerde eksprese olurken, EAAT-3 ve EAAT-4 noronlarda, EAAT-5 ise
retinada yer almaktadir.”” EAAT-1 ve EAAT-2 neokortekste yaygm olarak bulunur.

Glu’in sinaptik araliktan uzaklastirilmasi norotoksisitenin 6nlenmesi agisindan
asir1 derecede dnemlidir. Epilepsi cerrahisi yapilan hastalarda cerrahi 6ncesi ve cerrahi
sirasinda yapilan tetkiklerde spontan ve stimulasyona bagli epileptik desarj sirasinda en
cok epileptik hemisferde olmak iizere bilateral ekstraseliiler Glu konsantrasyonunda

gecici ylikselme oldugu bildirilmistir."" ** Agsir1 ekstraseliiler Glu ve Glu’m sinaptik
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araliktan uzaklastirilmasina ait mekanizmalardaki bozukluklar, basta epilepsi olmak
iizere, amiyotrofik lateral skleroz (ALS), Alzheimer hastaligi, Huntingon hastalig1 ve
Parkinson hastaligi gibi norodejeneratif bircok hastalikta rol oynamaktadir.®™°
Inhibisyon ¢alismalar1 dzellikle EAAT-2’nin ekstraseliiler Glu geri aliminda ve néral ag
eksitabilitesinde 6nemli rol oynadigmn gostermistir.** **

2.2.4 Glutamat Reseptorleri

Glu  reseptorleri  (GluR); elektrofizyolojik  6zellikleri ve  farmakolojik
antagonizmalar1 g6z 6niinde bulundurularak; 1-fyonotropik reseptérler (iGIuR, ligand kapili
iyon kanallari) ve 2-Metabotropik reseptorler (mGluR, ACPD reseptorleri, G protein
kenetli) olmak iizere iki ana grupta kategorize edilmislerdir.”””’ Yapilan molekiiler
calismalar neticesinde ise ti¢ farkli Glu reseptor proteini ailesi tanimlanmistir (Tablo 2.1).”
78-80

Bu reseptor ailelerinden ilki bir Glu analogu olan N-metil-D-aspartat (NMDA) ile
uyarilabilmektedir. Bu gruba ait olan NR1, NR2,, NR2g, NR2¢, NR2p, NR3a ve NR3g
reseptorleri NMDA reseptorleri olarak adlandirilmaktadir.

Alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propiyonik asit (AMPA) ve kainat ile
aktive olan diger bir grup reseptor proteinine AMPA/Kainat reseptorleri denilmektedir. Bu
grup AMPA ve kainat reseptorleri olarak ikiye ayrilmaktadir. GluR1-4 reseptorleri AMPA
reseptorleri iken GluR5-9, KA; ve KA; reseptorleri kainat reseptorlerini olusturmaktadir.
NMDA, AMPA ve kainat reseptorleri Glu kapili iyon kanallaridir ve iyonotropik Glu
reseptorleri olarak anilmaktadirlar. NMDA, AMPA ve kainat reseptorleri sodyumun hiicre
igine girisine, potasyumun hiicre disina ¢ikisina, membran depolarizasyonuna ve/veya alt
iinite kompozisyonuna bagli olarak hiicreye Ca* girisine neden olmaktadirlar. AMPA
reseptorleri disiik afinitelidir ve Glu ile uyarildiklarinda hizla acilirlar. Fakat
81, 82

duyarsizlagsmalar1 hizlidir ve hizli olusan, ¢abuk sénen depolarizasyona sebep olurlar.

NMDA reseptorlerinin  Glu’a afiniteleri daha yiiksek ve inaktivasyonlar1 yavastir.
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Metabotropik reseptorler (mGIuR1-8) olarak adlandirilan {gilincli grup reseptorler G-

proteinine bagl reseptorlerdir.

Tablo 2.1 Glutamat reseptorleri

Metabotropik . .
Iyonotropik Reseptorler

Reseptorler
NMDA AMPA/KAINAT
Reseptorleri Reseptorleri
AMPA  KAINAT

MGIuR; NR1 GluR; GluRs
mGIuR, NR2a GluR, GluRg
MGIuR; NR2, GluR3 GluR,
MGIuR, NR2. GluR, KA
MGIuRs NR24 KA,
MGIuRs NR3A
mGIuR;
MGIuRs

2.2.4.1 NMDA Reseptorleri

Ekstitator amino asit reseptorleri arasinda Glu’a en fazla secicilik gosteren
reseptor tipidir. Glu kadar giiglii bir agonisti olmamasina ragmen sentetik agonisti N-
metil-D-aspartat (NMDA)’a olan segiciliginden dolayr NMDA reseptorleri (NMDAR)
olarak  adlandirilmig,  D-2-amino-5-fosfonovalerat  (APV) ve  a-metil-4-
karboksifenilglisin tarafindan selektif ve yarismali olarak bloke edilebilen, ligand
(=Glu) kapili iyon kanallaridir. Bu iyon kanallar1 hipokampiis, striatum, septum ve
amigdalada fazla miktarda bulunur ve postsinaptik yerlesim gosterir.>

NMDA reseptorii goreceli olarak daha biiyik miktarda Ca®" gegisine izin
vermektedir. NMDA reseptoriiniin uyarilarak iyon kanalmin agilmasi igin Oncelikle
NMDA reseptoriinde bulunan glisin baglama bdlgesine glisinin  baglanmasi

gerekmektedir. Glisinin baglanmasindan sonra Glu’mn baglanmasi ile iyon kanali
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agilmaktadir lakin kanal igine bagli bulunan Mg®" iyonu nedeniyle hiicre igine iyon
girisi ger¢eklesememektedir. Bu Mg®" iyonu sadece, reseptdrii igeren néron AMPA
reseptorleri veya diger hizli depolarizasyona neden olan kanallarin etkinlesmesi ile
kismen depolarize oldugunda baglanma bolgesini terk etmektedir ve kanal agilmaktadir.

NMDA reseptorleri AMPA reseptorlerine oranla ¢ok uzun siire acik kalirlar
(AMPA reseptorlerinin agik kalma siiresi milisaniyelerle ifade edilirken, NMDA
reseptorleri ylizlerce milisaniye acik kalir). Dahast AMPA reseptorlerine gore Ca*
gecirgenlikleri daha fazla miktarlardadir. Bu 6zellikleri NMDA reseptorlerinin, bellek
olusumu ve hareket regiilasyonu gibi sinaptik plastisite iceren siirecler i¢in uygun
olabilecegini diisiindiirmektedir.®

NMDA reseptor alt iinite genleri NR1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D, NR3A ve
NR3B‘dir. NR3B alt iinitesi sadece kismi genomik dizi olarak bilinmektedir. NMDA
reseptorlerinin ¢ogu heteromerik NR1 ve NR2 alt {initelerinden meydana gelmektedir
(Orn: NR1/NR2A veya NRI/NR2C). NR1 temel alt iinitedir ve tiim NMDA
reseptOrlerinin bir boliimiinii olusturur. NR2 alt iiniteleri kanalin agik kalma siiresini,
kanal gecirgenligini ve Mg®* duyarhligmi belirlemektedir.?* 3 NR3A alt iinitesi, NR1
ve NR2 kompleksinin tek kanal iletkenligini azaltmaktadir ve o6zellikle embriyonik
gelisimde NMDA reseptdr fonksiyonunu sinirladign disiiniilmektedir.®®> Tiim bu genler
farkli ekspresyon parcalarim izlemektedir.?* NR1 geni ¢ogunlukla néron tipi hiicrelerde
eksprese edilmektedir. Bazi hiicrelerde (serebellar purkinje hiicreleri, retina horizontal
hiicreleri ve medulla spinalis viseral motor ndron hiicrelerinde oldugu gibi) eksprese
edilen tek NMDA alt iinitesidir.?

2.2.4.2 Kainat ve AMPA reseptorleri

Santral sinir sisteminde AMPA reseptorleri bir¢ok sinapsta genel amacl

eksitator iletisiminden sorumludur.
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AMPA reseptorleri GIluR1-4 alt {initelerinden olusan heteromerlerdir.
Komplekste GluR2 alt iinitesinin bulunmasi reseptorii Ca®*’a daha az gecirgen hale
getirmektedir.’” GluR4 alt {initesine sahip reseptorlerin kinetigi daha hizlidir. GluR1
mRNA‘s1 hipokampus, amigdala ve serebellar bolgelerindeki gliada bol miktarda
goriiliirken GluR2 genel olarak her bolgede eksprese edilmektedir. Ancak serebellar
graniil hiicreleri, neokorteks ve hipokampusta daha fazla miktarda izlenmektedir. GIuR2
sadece GABAerjik interndronlarda daha diisiik seviyelerde bulunmaktadir.?® GIuR3 en
cok neokorteks ve hipokampusta bulunurken GluR4 serebellumda yiliksek miktarda
goriilmektedir. Kainat reseptorlerinin cevaplart AMPA reseptdrlerine oranla daha azdir.
Hipokampal CA1l bdlgesindeki glutamaterjik sinapslarda, kainat reseptorii aracili en
yiliksek sinaptik cevap AMPA reseptor cevabinin onda birinden daha azdir.®® Kainat
reseptorleri tarafindan baslatilan yavas eksitasyon, aksiyon potansiyelinin baslatilma
esigine yakin olan membran potansiyelini diizenlemekte ve sinaptik aktivite ile entegre
etmektedir.?® Kainat reseptorleri mGluR5-9, KAl ile KA2‘nin homomerik ve
heteromerik komplekslerinden olugmaktadir.®® ® KA1 hipokampal CA3 piramidal
hiicreleri ile dentat graniil hiicrelerinde eksprese edilirken KA2 tiim beyinde orta
diizeyde bulunmaktadir. KA1 ayrica glial hiicreler ve korpus kallosumda da
goriilmektedir.

2.2.4.3 Metabotropik glutamat reseptorleri

Metabotropik Glu reseptorleri (mGluR) G proteinleri ile iliskilidir. Uyarilmalar1
hem elektriksel hem de metabolik olaylara neden olmaktadir. Sekiz farkli mGIluR
klonlanmig olup, bunlar farmakolojik 6zellikleri, amino asit benzerlikleri ve sinyal ileti
sistemleri gz Oniinde bulundurularak {i¢ gruba ayrimistir. Grup I (mGluR1 ve 5)

fosfolipaz C ile iligkilidir. Uyarilmalar1 fosfoinositollerin hidrolizine ve membran
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depolarizasyonuna neden olur. Grup 1l (mGIuR2-3) ve grup Il1 (mGIuR4, 6-8) ise iyon
kanallar1 ve adenilat siklazin (AC) inhibisyonu ile iliskilidir.*?

2.2.5 Glutamat ve Norotoksisite

MSS’nin fizyolojik fonksiyonlarmi siirdiirebilmesi i¢in olmazsa olmaz bir
transmitter olan Glu’n®®® hiicre disi ortamdaki miktarmm hipereksitasyona bagli
noronal eksitotoksisiteyi tetikleyecek konsantrasyonlara ulagmasini engellemek igin,
ekstraselliiler Glu’n Na® bagimli ve yiiksek kapasiteli bir transport mekanizmasi
vasitasiyla nOronlara ve Ozellikle de astrositlere geri tasinmasi ve hiicre disi
konsantrasyonunun kontrol altinda tutulmas1 gerekmektedir.> " %"+ % Enerji bagimli bu
geri-tasima mekanizmasinin; hipoglisemi, hipoksi veya uzamis epileptik nobetler gibi
sebeplerle bozulan enerji metabolizmasina baglh olarak yetersiz igslev gérmesi ve/veya
noron ve astrositlerden asir1 Glu saliverilmesi, sinaptik aralikta biriken Glu’a bagl
uyarinin siddetlenmesine ve Glu reseptorlerine bagh kaskadlarin uzun siire ve daha
giiclii islemesine sebep olmaktadir.”® Bahsedilen bu durum gesitli nosiseptif, kognitif ve
lokomotor hastaliklarla iliskilendirilen ndéronal hasarla yakindan iliskilendirilmektedir.97
Soyle ki bu reseptorlerin segici ve yarismali antagonistlerinin ndrodejenerasyona bagli
bircok patolojik durumda néroprotektif etkilerinin oldugu gosterilmistir.*

Glu’in hiicre dis1 ortamda yiiksek konsantrasyonlara ulasmasiyla asir1 uyarilan
Glu reseptorleri (6zellikle Ca®* hiicumuna miisaade eden NMDA reseptorleri)
araciligtyla hiicre igerisine yogun Na* ve Ca’" akis1 meydana gelir. Hiicre i¢i tampon
mekanizmalarmmn yetersiz kalmasi ile asir1 yiikselen hiicre igin Na® ve Ca*
yogunlugunun bahsedilen eksitotoksisitenin birincil nedeni oldugu diisiiniilmektedir.
Na*’un hiicre i¢i konsantrasyonlarindaki artis ile meydana gelen depolarizasyonu CI ve
suyun hiicre i¢ine girisi takip etmekte ve buna bagli olarak da hiicrede bazen tolere

edilebilmekte bazen de hiicre parcalanmasiyla sonuglanan morfolojik sisme meydana
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gelmektedir™". Dendritler ve perikaryon sismekte, bunu organel hasari, ¢ekirdek hasari

%' Bazi nérolojik hastaliklarm olusumunda akut

ve hiicre oOliimii izlemektedir.
eksitotoksik yoldan bahsedilmektedir. Bu hastaliklar arasinda domoik asit zehirlenmesi,
inme, hipoksik—iskemik beyin hasari, hipoglisemik beyin hasari, epilepsi-status
epileptikus, kafa travmasi ve baz1 diger toksik ensefalopatiler bulunmaktadir. Ca*"*un
artmis hiicre i¢i diizeyleri ise kalpainler ve diger proteazlarin, protein kinazlarn, nitrik
oksit sentaz (NOS)’n, kalsinorinlerin ve endoniikleazlarin asir1 aktivasyonuna neden
oldugu bilinmektedir. Bahsedilen enzimlerin asir1 aktivasyonunun

1- agirt miktarda hidrojen peroksit, siiperoksit (O%) ve nitrik oksit (NO) gibi reaktif
oksijen tiirlerinin olusmasina

2- hiicre iskeleti tesekkiiliinde azalmaya

3- programlanmis hiicre 6liimiine (apoptozis) neden olan genetik sinyallerin olugmasina
4- mitokondriyal hasara neden oldugu bilinmektedir. 2

Ornek olarak NOS’un Ca®* kalmodulin etkilesmesi sonucu aktive olmasi hiicre
membrani hasarma ve mitokondriyel hasara neden olan hiicre i¢i NO ve siiperoksitlerin
iiretimini artrir'® ve olusan mitokondriyal hasara bagli olusan enerji iiretiminin
azalmasi hiicrenin Oliimiine ya da hasar gOrmesine neden olan kaskadlari
tetiklemektedir.”

Anti-sense knockdown tekniginin gelistirilmesi dogrultusunda siganlarda GLT-1
ekspresyonunun baskilanmasi, Glu geri alimmi bozmus ve saglikli sicanlarda
nérodejenerasyon ortaya ¢ikmasima neden olmustur.'® Daha sonra GLT-1 igin knockout
olan farelerde geri alinimin ciddi miktarda azaldigi, epileptik nobetlerin ortaya ¢iktigi
ve norotoksisiteye duyarliligin arttigi belirtilmistir.” Bu bulgular Glu toksisitesinin,

diger yonleri ile normal olan hayvanlarda, ndrodejenerasyon olusturmakta etkili oldugu
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diistincesini giiclendirmektedir. Ancak norodejenerasyon olusmasi igin Glu tasinmasinin
ne derece bozulmasi gerektigi heniiz bilinmemektedir.

2.3 Valproik Asit

Epilepsi tedavisinde en sik kullanilan valproik asit, absans, miyoklonik, primer
jeneralize ve tedaviye direncli fokal ndbetlerin tedavilerinde kullanilabilen genis
spektrumlu bir antiepileptik ilactir." Valproik asidin tedavi edici etkisinin, merkezi sinir
sisteminde inhibitor bir norotransmitter olan gama amino butirik asit (GABA) lizerinden
oldugu kabul edilmektedir. GABA’nin pargalanmasi (GABA aminotransferazdir) ve
yapiminda (glutamik asit dekarboksilazdir (GAD)) rol alan bazi enzimleri etkileyerek
beyinde GABA diizeyini artirmaktadir. Valproik asit GAD aktive ederken GABA
aminotransferazi zayif bir sekilde inhibe eder. Ayrica valproat, GABA’nin postsinaptik
etkinligini artirir, ndronal membranlarin potasyum iletiminde artisa neden olur ve
aspartatin eksitator etkisini de azaltir. %

Oral olarak alindiktan sonra emilim miktar1 yiyeceklerden etkilenmeden hizli ve
tama yakin emilir. Plazmada en yiiksek konsantrasyonuna ulagma siiresi 2-8 saattir,
yarilanma omriiyse 8 ila 18 saat arasindadir. Hizli bir sekilde viicuda dagilir ve merkezi
sinir sistemine dakikalar i¢inde ulasarak plazma proteinlerine %90 oraninda baglanir.
Karacigerde konjugasyon ve oksidasyon ile metabolize edilir ve bazi metabolitlerinin
antikonviilsan etkinligi vardir. Karacigerde enzim indiiksiyonu yapmaz fakat diger
ilaclarin metabolizmasini saglayan enzimleri inhibe ederek kan diizeylerini yiikseltebilir
ve bosaltim sistemi yoluyla itrah edilir.'*®

En sik goriilen yan etkiler gastrointestinal sistem yan etkileridir (istah kayba,
bulant1, kusma, midede yanma hissi ve hazimsizlik gibi). Kilo alimi1 ve sa¢ dokiilmesi
goriilebilmektedir. Bu yan etkiler ilacin birakilmasini gerektirmez fakat ozellikle

selenyum ve ¢inko iceren multivitamin bilesimleriyle kullanimi profilaktik tedaviyi
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gerektirebilir. Biligsel yetenekleri fazla etkilememekle birlikte tremor, ataksi ve
sedasyon gibi norolojik yan tesirler ortaya ¢ikabilmektedir. Antipsikotiklerle kombine
olarak kullanildiginda sedasyon ve somnolans goriilebilir. Valproik asit karaciger
fonksiyon testlerinde gecici yiikselmelere neden olabilir. Valproat ile ilgili pankreatit
tablosu ender goriilmekle birlikte genellikle tedavinin ilk 6 ayr iginde ortaya
¢ikmaktadir. Hematolojik yan tesirlerde en ¢ok trombositopeni ortaya g¢ikmaktadir.
Valproat teratojenite potansiyeli olan bir ilactir ve gebeliginin ilk ii¢ aymda kullanimi
durumunda bebeklerin % 1-2’sinde noral tiip defektleri goriilebilmektedir. Yan etkiler
icinde bas agrisi, sedasyon ve irritabilite en fazla tespit edilendir.****

Lityum ve karbamazepin gibi ilacglar valproatin yan etkilerini artirabilir.
Lityumla birlikte kullanildiginda tremor en sik goriilen yan etkilerden biridir. Klasik
antipsikotik ilaglarla bir arada kullanildiginda hastalarda sedasyon diizeyinde artma ve
antipsikotiklerin ekstrapiramidal yan etkilerinde artig gériilmektedir.112

Valproat, monoamin oksidaz (MAO) inhibitorleri, trisiklik antideprasanlar
(TAD) ve segici serotonin geri-alim inhibitorleri (SSRI) gibi antidepresan ilaglarla
birlikte giivenilir bigimde kullanilabilmektedir ancak amitriptilin veya fluoksetin ile
birlikte kullamldiginda serum valproat diizeyinde artisa neden olmaktadir.*?

2.4 Seftriakson

B-laktam bir antibiyotik olan sefiriakson c¢esitli bakteriyel enfeksiyonlarda
kullanilan bir ilactir. Ancak ¢esitli ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde terapotik
potansiyeli ¢ok az ¢alisilmistir. Seftriakson {izerinde yapilan son ¢alismalarda sinapstan
Glu’in hiicre i¢ine alimmdan sorumlu olan GLTI1/EAAT2’de dahil olmak {izere,
proteinlerin bir dizi ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir.'® *’ Fokal serebral
iskemide seftriakson uygulanmasi iskemik zarari diisiirdiigii rapor edilmistir.""

Calismamizda seftriaksonun Glu iizerinde 6zellikle Glu tastyicilar: ve iligkili enzimlerde
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ne gibi degisimler meydana getirdigi arastirilarak epilepsi (tutusma modelinde) iizerinde
olumlu veya olumsuz etkileri belirlenmeye ¢alisildi.

2.5 Deneysel epilepsi modelleri

Epilepsinin altinda yatan temel patofizyolojik mekanizmalarin anlagilmasinda,
uygun olan ilaglarin iiretilmesinde, yeni tedavi yontemlerinin belirlenmesinde dnemli
rol oynar. Deneysel epilepsi modelleri antikonvulsan ilaglarin uygulanmasi (penisilin,
Ba, Co, Fe, Ni, Cd), GABAerjik antagonistlerin (bikukullin, pikrotoksin,
pentilentetrazol (PTZ)), norotoksinler (kainik asit, pilokarpin, tetanos toksini) ve lezyon
uygulamalar1 ile ortaya ¢ikartilir. Ayrica bazi elektriksel uyaranlar ile de ndbet
olusturulabilir.***
Deneysel epilepsi modelleri alt1 bashkta inceleyebiliriz: ***
1- Basit parsiyel (akut)

a) Topikal konvulsanlar (penisilin, bikukullin v.b.)

b) Akut elektriksel uyar1

c) GABA kesilmesi

d) Neokorteks dilimleri
2- Basit parsiyel (kronik)

a) Kortekse metal verilmesi (Alliminyum hidroksit, Kobalt, Cinko, Demir v.b.)

b) Kriyojenik hasar

c¢) Gangliosit antikor verilmesi

d) Sistemik fokal epileptogenez
3- Jeneralize tonik-klonik

a) Genetik (1518a duyarli babunlar, farede sesle olusan ndbetler, paytak ve El
fareleri, sican gerbil ve drozifola)

b) Maksimal elektrik soku
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¢) Kimyasal konvulsanlar (PTZ, penisilin v.b.)

d) Metabolik diizensizlik (hipoksi, hiperglisemi, hiperbarik oksijen, yiiksek 1s1)
4- Kompleks parsiyal

a) Kainik asit, tetanos toksini

b) Firtinalar alanina enjeksiyon

¢) Tutusma

d) Beyin dilimleri
5- Jeneralize absans

a) Talamusun uyarilmasi

b) Bilateral odak

c) Sistemik penisilin

d) Gama- hidroksi-butirat

e) i.v. opiat v.b.
6- Status epileptikus (SE)

a) Lityum-pilokarpin

b) Kobalt-hemosistein

c¢) Tekrarlayan uyarilma

2.5.1 Tutusma Modeli

Tutusma modeli noral devrelerde ki nobete yanit olarak uzun siireli ilerleyici

115

yapisal ve fonksiyonel degisimlerin anlasilmasinda efektif bir modeldir “*°. Tutusma

modelinde tekrarlayan kimyasal ya da elektriksel uyaranin beyine verilmesi baslangicta
ndbet olusturmaz zamanla ndbet esigi diiser ve ndbetler olusur.™®
Siganlarda tutugmanin en iyi oldugu beyin bolgeleri bulbus olfaktorius ile onun

hedefi olan priform korteks, amigdalalar ve hipokampustur. Akut epileptik cevap

olusturmada en diisiik esikli bdlge hipokampustur. Amigdala ve priform korteksin
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motor sistemler ile kuvvetli baglantilara sahip olmalari, bu yapilarda tutusmayi
kolaylastiran en &nemli sebep olabilir. Ozellikle priform korteksin III. tabakasm da
spontan desarj yapan peysmeykir hiicrelerinin varhigi tespit edilmistir.***

Cogu epilepsi modelinden farkl olarak tutugsma modeli kalic1 ve progresiftir ve
onemli bir doku hasar1 olmaksizin ndbet duyarlihiginda kalict bir artisa neden
olmaktadir. Tutugma modelinin elektrografik ve davranigsal bulgular1 insandaki
kompleks parsiyel nobetleri ¢ok iyi taklit ettigi i¢in klinik epilepsi modelinin iyi bir
karsiligidir.™'’

2.5.1.1 Kimyasal Tutusma Modeli

Tutusma elektriksel uyaran ya da PTZ, karbakol, kokain, lidokain gibi kimyasal

konvulsanlarla ortaya gikartilabilir.***

Kimyasal tutusma modeli olusturmak igin
sistemik olarak kullamlan konviilsan ajanlar;"*’
1. GABAerjik antagonistler: PTZ, Beta karbolin, Pikrotoksin, Bikukullin
2. Norotoksik ajanlar: Endosiilfan, Lindan, Dieldrin, Trimetilprofan
3. Lokal anestezikler: Lidokain, Kokain

Deneysel tutugsma modeli i¢in kullanilan kimyasallardan PTZ, konvulsif bir
fenomen olan amigdalanin elektriksel olarak tutusturulmasma benzerligi ve insandaki
jeneralize tonik-klonik nobetlere uygunlugundan dolay1 sik olarak kullanilmaktadir. **
19

2.5.1.2 Pentilentetrazol’iin Etki Mekanizmasi

Kimyasal tutugsma modeli olusturmada en sik kullanilan ajan PTZ’dir. PTZ
nonkompetetif bir GABAA reseptor antagonistidir. Tekrarlayan PTZ enjeksiyonlari

giderek uzun siiren nobetlerin gelismesine neden olur.”® PTZ GABAA‘nin pikrotoksin

baglanma bdlgesine etkileyerek GABA aracili CI” girisini bloke etmesi ile membran
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depolarizasyonu olusturur ve devaminda ndbet aktivitesinin giiclenip, siirdiiriilmesine
neden olur 2% 118119
PTZ nobetleri, retikiiler formasyon, anterior medyal talamusun g¢evresindeki

diensefalik bolgeler, kaudal hipotalamus, bulbar bolgeler gibi yaygm bir alanda rol

oynar, bu bdlgeler spinal korda inen motor yollarla baglantilidir.*?°
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Deney Hayvanlari ve PTZ Tutusma Modelinin Olusturulmasi

Calismada, agirliklar1 200 + 20 gr olan 10—13 haftalik albino Wistar cinsi erkek
sicanlar kullanildi. Hayvanlar Atatiirk Universitesi ATADEM Arastirma Merkezi’nden
temin edildi. Deneylere baslamadan 6nce Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’na miiracaat edilerek izin alindi (AUHADYEK/36643897-180/148 (EK-2))
ve deney siiresince etik kurallara uyuldu.

Tutusmanin olusturulmasi i¢in haftanin {i¢ giinii birer giin aralikli olarak
(Pazartesi-Carsamba-Cuma) 35 mg/kg PTZ intraperitonal olarak hayvanlar tutusana
kadar verildi. Enjeksiyonu takiben hayvanlar 35x35x35 cm boyutlarindaki cam gozlem
kafeslerinde otuzar dakika boyunca gozlemlendi. Hayvanlarin nobet davraniglart W.
Fisher ve H. Kittner’in yaptig1 ¢alismaya gore skorlandi.***

Bu skorlamaya gore;

Evre 0: Nobet aktivitesi yok

Evre 0.5: Zayif bas sallama

Evre 1: Kulak, yiiz ve g6z kapag1 segirmeleri

Evre 1.5: On ekstremitelerde 1limh klonik aktivite

Evre 2: Miyoklonik wviicut jerkleri, yiikselme olmaksizin klonik 6n ekstremite
konviilsiyonlar1

Evre 2.5: Sik klonik 6n ekstremite konviilsiyonlari, kisa siireli (tam olmayan) yiikselme
Evre 3: Tam yiikselme ile birlikte ciddi bilateral 6n ekstremite klonusu (>10 saniye)
(Kanguru pozisyonu)

Evre 3.5: Ciddi bilateral 6n ekstremite klonusuna ek olarak yiikselme ve diisme

Evre 4: Yikselme-diisme epizotlar1 veya sicramalarla birlikte jeneralize klonik

konviilsiyonlar
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Evre 4.5: Diizelme refleksinin kaybi ile birlikte jeneralize klonik-tonik nobetler (6n
ekstremitenin tonik ekstensiyonu)
Evre 5: Generalize klonik-tonik nobetler ve status epileptikus ( > 2 dakika)

Evre 3 veya daha siddetli bes nobet geciren hayvanlar tutusmus olarak kabul
edildi. Enjeksiyonlar 27 giline kadar yapildi. 27. enjeksiyon sonunda tutusmayan
hayvanlar deney gruplarindan ¢ikarildi. Tutusan hayvanlar deneylere alindu.

32 hayvana tutusturulmak icin PTZ enjeksiyonu yapildi. Bu hayvanlardan 18
tanesi 5 nobet gegirdi. 7 hayvan 27 enjeksiyon siiresince 3 den fazla ndbet gegirmedi ve
gruplardan ¢ikarildi. Geri kalan 7 hayvan ise 1-5 arasinda degisen nobet sayisinda nobet
esnasmda 61dii. Olen hayvanlara en fazla 10 kez ilag verilebildi 6liimleri ise 1,3,5,8 ve
10. dozlar oldu. Bes kez ndbete giren hayvanlarin doz ve hayvan sayilar1 Tablo 3.1” de

verildi.

Tablo 3.1 Tutusma dozu ve hayvan sayisi

Doz sayisi Hayvan sayisi
11. doz 3

12. doz 3

13. doz 4

15. doz 4

19. doz 1

23. doz 3
Toplam 18

3.2 Kimyasallar ve Verilisleri
Pentilentetrazol (PTZ): Serum fizyolojikte ¢oziildii. Kilograma 35 miligram dozunda
oranlanarak periton i¢ine (i.p.) enjeksiyon yoluyla verildi.
Valproik asit (VPA): Distile suda ¢6ziildii. Kilograma 350 mg oraninda i.p. verildi.

Seftriakson (Sef): Serum fizyolojikte ¢oziildii. Kilograma 200 mg oraninda i.p verildi.
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Uretan: Distile suda ¢oziildii. Kilograma 1,25 gr oraninda %25’lik olarak i.p. verildi.

3.3 Deney Gruplari:
1. Kontrol Grubu: Diger gruplara yapilan enjeksiyon sayisinca ve siiresince
intraperitonal serum fizyolojik enjekte edildi. (n = 6)
2. PTZ grubu: 35 mg/kg intraperitonal PTZ enjeksiyonu yapildi (n = 6)
3. VPA Grubu: Tutusma olusuncaya kadar 35 kg/mg ip. PTZ, tutusma olustuktan
sonra 15 giin siireyle 350 mg/kg VPA 1i.p. olarak verildi. (n = 6)
4. Sef Grubu: Tutusma olusuncaya kadar 35 kg/mg i.p. PTZ, tutusma olustuktan sonra
15 giin siireyle 200 mg/kg Sef i.p. olarak verildi. (n = 6)

3.4 EKoG Kaydi Alinmasi

Deneyde kullamlan hayvanlar cerrahi operasyona alindi. Uretan anestezisi
altindaki hayvanlarin beyin aktivitelerini kaydedebilmek i¢in kafataslarmna kalic1 vida
elektrotlar monte edildi. Bunun igin hayvanlar 1 gr/kg Uretan ile anesteziye alindi. Her
bir hayvanin kafasi stereotaksik alete yerlestirildi. Kafa derisi rostro-kaudal dogrultuda
3 cm uzunlugunda bir insizyonla acildi. insizyonun ardindan kafatasi, iizerindeki fasya
ve tendon uzantilarindan arindirildi. Daha sonra, bir tur motoru araciligiyla kafatasi
iizerine 1 mm capinda, I mm derinliginde 2 adet delik agildi. Bu deliklere paslanmaz
celikten yapilmis vida elektrotlar yerlestirildi. A¢ilan delikler; 1. Bregma noktasinin 3
mm anteriorunda orta ¢izginin 3 mm sol laterali, (pozitif elektrot) 2. Bregma noktasinin
3 mm posteriorunda orta ¢izginin 3 mm sol laterali, (negatif elektrot) koordinatlarinda
yapildi. Topraklama ise hayvanin derisine sabitlendi.

Her bir hayvan i¢in 10 dakika siireyle bazal seviye belirlemesi i¢in EKoG kayd1
alindi. Tutusmus hayvanlara 10 dakika sonunda PTZ enjeksiyonu yapilarak EKoG

kaydi alinmaya devam edildi. EKoG kayitlar1 BIOPAC System MP150 modeliyle
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yapildi. Diken dalga kayitlarinin eldesinde kullanilan paket program ve kayit anindan
bir goriintii Sekil 3.1°de verildi.
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Sekil 3.1 EKoG kayit goriintiisii

3.5 Voltametri Kayitlarn

3.5.1 in Vivo Voltametri

3.5.1.1 Mikroelektrot (ME) Kalibrasyonu

ME’nin platinden olusan kayit alanlar1 peroksit ve Glu’a farkli yanitlar
olusturabilmektedir. Elektrot egimlerinin tespiti i¢in invivo hayvan kayitlar1 alinmadan
in-vitro kalibrasyon gerekmektedir. Bundan dolay1 kalibrasyonlar, L-glutamattan agiga
cikardigr peroksitten vuku bulan analit yogunlugundaki farkliligi, peroksit
yiikseltgenmesiyle ortaya ¢ikan akim farkliliklarini esitleme amaciyla kullanilir.
Konsantrasyonunu bildigimiz hedef madde, 37 °C’de 0.05 Molar 40 ml’lik PBS
¢ozeltisine eklenerek FAST-16 sisteminde Olgiilebilen piko amper diizeyinde akim

meydana ¢ikarir ve bu kayitlar1 kaydederek veritabaninda saklar. Ayrica askorbik asit
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(Aa) gibi bilinen interferentler, kalibrasyon sirasinda teste eklenir ve istenilen hedef
maddenin Aa’ya gore ayiriciligi belirlenir. Canli deneyi esnasinda kalibrasyon verileri
ile karsilagtirilarak hedef maddenin yogunlugunun tespitinde kullanilir.

3.5.1.2 ME Kalibrasyona Hazirhg:

Nafyonla kaplanmis ME’lar, 37 °C’de 0.05 molarlik PBS’de en az 30 dakika
bekletilir. Bu bekletme 6l¢iilecek maddenin nafyon tabakasindan daha iyi difiize olmasi1
ve enzim tabakasmin aktivasyonuna onemlidir. Ancak mPD ile kaplanmis ME’lar suda
bekletilmemelidir. ME ucunun, mPD ve kalibrasyon ¢ozeltisinde bekletildigi siire,
uygun enzim etkinlesmesinde yeterlidir. Biitiin depo L-glutamat kalibrayon ¢ozeltileri
didistile suda hazirlanir.

Cozeltiler:;

20 milimolar Askorbat

20 milimolar Glu sodyum tuz hidrat
2 milimolar DA

8.8 milimolar H,0, olarak hazirlanir

Cozeltiler +4°C’de saklanr. H,0, ve Aa hazirlanmalidir.

3.5.1.3 Kalibrasyon prosediirii

0.05 M PBS’den 40 ml alinarak 50 ml’lik behere konur. L-gutamat oksidazin
aktivasyon sicaklig1 37 °C oldugundan PBS 37°C’ye 1sitilir. Ag/AgCl referans elektrodu
stv1 igerisine sokulur ve sivi karistirict ile yavasga karistirilir. ME nin 6l¢lim alani sivi
icerisine sokulur. FAST 16 o6l¢iim sisteminde Glu’1 6lgebilmemiz icin ME’ye +0.7
voltluk gerilim uygulanir. Bu voltaj farkli maddeler i¢in farklilik gosterir. Kalibre
islemine gegcildiginde yaklasik 15—20 dakika akimin minimal seviyeye inmesi beklendi.
Akim Sabit (taban) seviyesi inince yazilim taban deger tusuna basilip 20 mM Aa’dan

500 pl eklenerek ve birkag dakika akimin sabitlenmesi beklendi. Akim sabitlenince 20
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mM L-glutamattan 40 pl ii¢ kere periyodik olarak eklendi ve kaydedildi. Bu sonuglar
test edilen maddenin, ayiriciligini kontrol etme amaciyla enzim kapli ve enzim kapl
olmayan referans kayitlarinin normallestirilmesinde kullanildi. Test maddesinin ilavesi,
Olgiilen maddenin Olglim degerinin hesaplanmasinda etkide bulunmaz. Hayvan
caligmasinda kullanilacak biitiin kimyasal maddelerin, ME kayit bolgelerinde higbir
sekilde Olciilmeyeceginden emin olunmalidir bu bize alacagimiz datalarin
giivenirliginde belirleyici olacaktir. Kalibrasyonun bitiminde program durduruldu
veriler kaydedildi. ME ¢6zeltiden ¢ikarilip saklandi.

3.5.1.4 ME kalibrasyon kriteri

Normalizasyon swrasinda kayit sistemi, Glu'm Aa’ya gore ayiricilig, ME
duyarliligini, belirleme limitini (LOD) ve dogrusallig1 (Rz) analiz yardimcisiyla belirler.
Iyi bir ME’de diisiik R’ ender goriiliirken Glu’a kars1 cevabin anlamli olabilmesi i¢in
degerinin  0.99 esit veya kiigiik olmasi idealidir. ME’nin hassasiyeti, Glu
degisimlerindeki Ol¢ctim kalitesini gOstermektedir. Ayrica hassasiyet degeri ME’nin
kullanilabilmesinde en  giivenilir  Olgiit olan  tespit edebilme  limitinin
hesaplanabilmesinde de kullanilmaktadir. ME kullaniminda duyarlihik yaniltici
olabileceginden LOD degeriyle birlikte kullanilmaktadir. LOD ME i¢in belirtectir.
Deneyde kullandigimiz ME LOD degerleri 0.2—1 uM olmasi gerekmektedir.

Duyarhilik; Glu’m Aa gibi maddelere gore segicilik oranini gostermektedir.
Glu’a olan segiciligin Aa’ya secicilige boliimiiyle hesaplanmaktadir. Yani 100/1 segici
ME demek, 100 uM’lik Aa yogunlugundaki artisinin Glu’ta yalnizca 1 pM yogunluk
degisimine neden olacagini ifade etmektedir ve ME’nin Aa’y1r %99 etkinlikte
engelledigini belirtmektedir. Bu secicilik degeri ve lizeri iyi ve ideal olmakla birlikte

20/1 duyarlilikta kullanilabilmektedir.
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3.5.1.5 Lokal ila¢ vermek i¢cin cam mikropipetler

ME kalibrasyonlar1 bitince, hayvan deneylerinde belirte¢ maddenin lokal olarak
canliya verilebilmesi amaciyla cam mikropipetin ucu kayit alanlarini ortalayacak
sekilde ME’ye sabitlendi. Mikropipetlerin hazirlamada vertikal pipet ¢ekici kullanildi.
Bu pipet ¢ekici 1s1 kullanarak ¢gekme islemi yapar. Mikroskop altinda 12—15 mikromilim
olacak sekilde mikropipetin en ucu kirilarak hazirlandi.

3.5.1.6 Ag/AgClI Referans elektrodu

Invivo ¢aligmalarda kullanabilmek icin kii¢iik ¢apta referans elektrot gereklidir.
Bu ylizden tel yapida Ag-AgCl referans elektrot her deneyin baslangicinda hazirlanmasi
gerekmektedir. Bu elektrot, giimiis tel ve NaCl ile doyurulmus 1 M HCI ¢ozeltisiyle
hazirlandi. Giimiis telin bir ucu ¢ozeltiye sokuldu diger ucu ise gii¢ kaynagmin + ucuna
baglandi. Yaklasik 10-15 dakika elektrik potansiyeli uygulandi. Uygulanan potansiyel,
kloru giimiis tele dogru hareketlendirdi ve AgCl referans tel olusturulmus oldu.

3.5.2 Verilerin Analizi

Pikosipritzer III ve ek donanimlar kayit cihazina eklenir. Cam mikropipet
icerisinde eklenen c¢ozelti basingla enjekte edildiginde sistem yazilimi aktiviteleri
kaydeder. Kaydedici sistem, her 4 kanalda otomatik olarak bilgileri, zamani ve basing
enjeksiyon uygulamalarini kaydeder.

Cozelti yogunlugundaki maksimal degisiklik, L-glutamat verisinin maksimum
genisligi oldugu diisiiniiliir ve uM olarak kaydedilir. Sonrasinda ise sinyalin maksimum
genisligi uyarima neden olan hacmi belirlenir. Enjekte edilen miktar stereomikroskop
araciligiyla belirlenir. Sivi miktarindaki degisim cam pipetin i¢ ¢apma gore kalibre
edilir. (kullanmig oldugumuz cam pipetin mm’de sivi hacmi 250 nL’dir). Cam pipetten
verilen ¢ozelti miktar1 nanolitre olarak kaydedilir ve sonra genislik/nanolitre (uM /nL)

sinir hiicrelerinin uyarilabilirlik miktarin1 verir. Sonug olarak sinyalin temel seviyeden
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maksimum miktara ulagma siiresi, pik siiresi olarak tanimlanir (TR). Bu baseline’dan
maksimal degere ¢ikip daha sonra tekrar baseline inis siiresi Tigo olarak tanimlanir.
Genel olarak da bu siirenin %80’lik kismi1 olan Tgp inis zamani degerlendirilmektedir.
Sekil 3.2. deki kirmizi ve beyazla gosterilen ¢izgiler enzimle kapli, mavi ve yesil

cizgiler ise enzimsiz bolgelerdeki Glu miktarlarini vermektedir.

[afi=i] |

Sekil 3.2 FAST-16 kayit sistemi L-glutamat dl¢timleri

3.5.3 In Vivo Hayvan Kayitlarinin Alinmasi ve Deneyin Uygulamsi

ME kalibre edildikten sonra sicanlar iiretan ile anestezi edildi. Denek, anestezi
isleminden sonra stereotaksi cihazina koyuldu. Hayvanin viicut 1sis1 37°C° de
sabitlenebilmesi i¢in yanlardan 1sitict destekler yerlestirildi. Kafatasinin orta hattindan
kesi yapildi. Forseps kullanilarak dura yana alindi ve kafatas1 kemigine ulasildi.
Siganlar i¢in 107 nolu delici ile kafatas1 delindi. AgCl referans elektrodu i¢in kiiciik bir
oyuk acildi. Kaplanmis referans elektrot beyine sokularak dis dolgu maddesiyle bu

kisimda sabitlendi.

Mikromanipiilator, stereotaksik cihaza birlestirildi buda ME’nin mikrometrelik
degerlerde konumlandirilmasinda kullanildi. Cam mikropipet, mikroelektroda
sabitlenerek igerisi ¢ozeltiyle dolduruldu. Pikosipritzer III, cam mikropipete ilistirildi.
Basingli enjeksiyonla 6n kontrol yapildi. ME o6nceden belirlenen beyin bdlgesine

indirilirdi. Kalibrasyon parametreleri FAST-16 veri tabanindan geri ¢agrildi. ME taban
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seviyeye ulagtiginda (yaklasik 15-20 dakika) deneye basladi. Beynin istedigimiz
bolgesine stereotaksik olarak giivenli sekilde girilebilmesi i¢in hayvan agirliklar: 270-
310 gr arasinda tutuldu. Stereotaksik olarak girilen 3 boyutlu koordinatlar Tablo 3.2
(Bregma noktasma gore) verilmistir. Bu bolgeler CA3, M1 ve Cpu olmak iizere 3
bolgedir (Sekil 3.3). Beyin bolge koordinatlar1 Paxinos & Watson’un The Rat Brain in

stereotaxic coordinates 6™ edition beyin atlasma gore belirlendi.

Tablo 3.2 Rat beyin bolge koordinatlari

Diizlem X Y Z
CA3 (Kornus Ammonis) 1 -2.04 3.8
M1 (Primer Motor korteks) 2.4 3 1.6
Cpu (Kaudatum putamen) 2.2 1.8 4.5
5 4 3 1 0 1 3 A -5 & 7 f g 1 11 13 13 14
F e il
of Figure 172 . _ - R

- - Lateral 2.62 mm

L v e b b e b b b b e ol e b b o
14 13 12 11 1o g B 7 & 5 4 3 1 1 0 -1 -1 -3 -4 -5 &

Sekil 3.3 Voltametri kayitlar1 alinan sigan beyin bolgeleri
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3.6 Molekiiler Calismalar

3.6.1 Beyin Dokularimin Alinmasi

Steriotaksi cihazi kullanilarak beyinin CA3, M1 ve Cpu olmak iizere 3 bdlgesi
isaretlendi ve bu bolgeler soguk zincir tizerinde ¢ikarildi. Cikarilan beyin dokularindan
RNA izolasyonu yapildi.

3.6.2 RNA izolasyonu

Alman her bir beyin bolgesi (bolgeye gore 5-10 mg) 2 ml’lik steril deney
tiiplerine alind1 ve {iizerine 1 ml qiazol eklendi. Doku pargalayiciya (Tissue Lyser
I1/Qiagen ) yerlestirilerek 2.5 dakika pargalamaya tabi tutuldu. Homojenizasyondan
sonra her tiipe 200 pl kloroform eklendi ve karistirildi. 15 dakika 12000 G’de
santrifiijlendi. 500 pl’lik siiper natant kismi alinarak 1.5 ml’lik deney tiiplerine eklendi.
Daha sonra 6rnekler RNeasy Lipid Tissue Mini Kit 50 (Qiagen) RNA izolasyon Kiti
kullanilarak Qiacube (Qiagen) cihazinda total RNA izolasyonu yapildi ve
spektrofotometri (EPOCH Take3 Plate, Biotek) ile 260 nm’de 6lgtildii.

3.6.3 cDNA Sentezleme

Qiagen Quantitect Reverse Transcription Kit kullanilarak Roche Light Cycler
Nano PCR cihazinda ¢cDNA sentezi yapildi. cDNA sentezi asagidaki protokole gore
yapildi. ¢cDNA miktar1 spektrofotometri (EPOCH Take3 Plate, Biotek) ile Olgiim
belirlendi ve -20 °C’de sakland1.

Tablo 3.3 Genomik DNA eliminasyon reaksiyon karigimi

Kanisim Icerigi Hacim

gDNA Temizleme Tamponu,7X 2 mikrolitre

Total RNA Miktara gore degisebilir
RNaz icermeyen su Degisken
Toplam 14 mikrolitre
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Karisim Tablo 3.3’¢ gore hazirlandi ve 42 °C’de 2 dakika inkiibasyona birakildi.
2 dakika sonunda cihazdan alinarak soguk zincir iizerine alindi. Revers-Transkripsiyon
(RT) reaksiyonu i¢in karisim hazirlandi (Tablo 3.4). Hazirlanan karisim PCR cihazinda;

15 dakika 42 °C ve

3 dakika 95 °C inkiibasyona birakild1.

Tablo 3.4 Reverse Trankripsiyon reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Hacim
Ana Karigim 1 mikrolitre
RT Tampon 4 mikrolitre

RT Primer Karigim 1 mikrolitre

Toplam 6 mikrolitre

Inkiibasyon tamamlandiktan sonra cDNA kiitiiphaneleri almarak -20 °C’de
muhafaza edildi.

3.6.4 Real-Time PCR Cahismalari

Roche Fast Start Essential DNA Probes Master Kit (Roche), Applied Biosystems
B-actin (AB System) kullanilarak elde edilen cDNA’lardan Roche Light Cycler Nano
cihazinda RT-PCR yapilarak sonuclar elde edildi. RT-PCR protokoli 95 °C’de 10
dakika ve 60 °C’de 45 saniye, 95°C’de 15 saniye 45 dondii olacak sekilde uygulandu.

Kantitatif 6l¢timii yapilan genlere ait primer prop baz dizilimleri Tablo 3.5°de

verildi.
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Tablo 3.5 Genlere ait primer prop dizilimleri

Gen Ismi Primerler

Primer Baz Dizilimleri

ileri Primer
Slclal (EAAC1) Geri Primer

Tagman Prop

AATCGTGGGCCTGTACTCAG
AGTCCAAAGACGAGGCAGAA
car-ACGGCATCAACGTCCTGGGC TR

Tleri Primer

AGG AATCATGTCACCCAAGC

Slcla2 (GLT-1) Geri Primer TGTGGGAATCTGGTGAAACA
Tagman Prop eav- TGCATCCAGCATGGTGGGAC-"M**
Ileri Primer AACATCAACGAGGGTGGAAG

Slcla3 (GLAST) Geri Primer CAGAGGGCTCCCATTGAGTA
Tagman Prop av-TTCAGGCGAGGCAGCTCCCAG -TAVRA
Tleri Primer TGTTGGACAGGTAGCCAGTG

GluL (Glutaminaz) Geri Primer

Tagman Prop

AGTTGACCAGCCAACTCATAC
FAM'TTG CCG CCACTG _TCCCTGG-TAMRA

) Ileri Primer CGGTTTCTGCCCAATTACTG
Gls (Glutamin y
Geri Primer TGCCACAGGAGTGCATTAAG
Sentetaz) .
Tagman Prop eav. TCAGTCCTGAGGCCGTTCGGA ™ A4
B-akti Rn00667869_m1 (Tagman Gene expression assays, Applied
-aktin

biosystems )

3.7 istatistik ve Analizler

Calismamizda elde etmis oldugumuz bulgular degerlendirmesinde ortalama +

standart sapma olarak verildi. Istatistikler icin SPSS Statistics 17.0 kullanild1 gruplar

arasindaki farklar i¢in One-way ANOVA Tukey testi uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1 EKoG Sonuclarn

Yapmis oldugumuz EKoG 6l¢iimlerinde gruplara ait 30 dakikalik spike (diken)
sayis1 ortalama+standart hata degerleri sirasiyla PTZ: 733+£59; PTZ+VPA: 231+£23,
PTZ+Sef: 359430 olarak 6lgiildii (Sekil 4.1). Diken kayitlarina ait 6rnek goriintii Sekil

4.2’ de verilmistir.

900

800

700

600

500 -

400

Spike (diken) sayist

300

200

100 —

O —
PTZ Ortalama PTZ+ VPA Ortalama PTZ + Sef Ortalama

Sekil 4.1 Gruplara ait spike (diken) ortalama degerleri
PTZ grubuna gore * p<0,001 olarak anlamli kabul edildi

A) Bazal Aktivite

1 myv I
B) Kontrol (PTZ)

C) PTZ + Valproik Asit

D) PTZ + Seftriakson

Sekil 4.2 Gruplardan alinan spike kayit 6rnek goriintiileri

A) PTZ enjeksiyonu yapilmadan alinan bazal aktivite kaydi. B) Kontrol grubu tutugmus hayvana 35
mg/kg PTZ enjekte edildikten sonra elde edilen aktivite kayit 6rnegi C) 15 giin 350 mg/kg VPA ile tedavi
edilen tutusmus hayvana 35 mg/kg PTZ enjeksiyonu ile elde edilen aktivite kayit 6rnegi D) 15 giin 200
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mg/kg Sef ile tedavi edilen tutusmus hayvana 35 mg/kg PTZ enjeksiyonu ile elde edilen aktivite kayit
ornegi.

4.2 In Vivo Voltametri Sonuclan

Calismamizda rat beyninin 3 farkli bdlgesinde in vivo voltametri teknigiyle
kayitlar aldik. Glu geri alinim siiresinin %80°nini Tgo siiresi olarak verdik ve 6lgtim
aldigimiz siireler Tablo 4.1’de verildi.

M1 bolgesi Tgg siirelerini inceledigimizde kontrol grubu, PTZ+Sef ve PTZ+VPA
gruplar1 i¢in geri alim stirelerinin benzer oldugunu gormekteyiz. Saglikli bireylerde geri
alim stiresi 2.61saniye iken PTZ kullanarak tutusturdugumuz grupta bu siirenin 18.8
saniye oldugunu goérmekteyiz. Tedavi gruplarimiza ait geri alim stireleri ise kontrole
yakin degerlere inmis oldugunu gozlemledik.

CA3 bolgesinden aldigimiz kayitlari inceledigimizde ise M1 (primer motor
korteks) bolgesinde oldugu gibi saglikli ve tutusmus gruplar arasinda geri alim siiresinin
uzadigin1 tedavi gruplarinda ise bu siirenin saglikli grupla ayni degerlere gerilemis
oldugunu gozlemledik.

Cpu (kaudatum putamen) bolgesinden aldigimiz kayitlar da ise tiim gruplarda

geri alim siirelerinin 2.5 saniye civarinda oldugunu gérmekteyiz.

Tablo 4.1 Beyin bolgelerine gore glutamat geri alim Tgo (Saniye) siireleri

Kayit sayis1 M1 CA3 Cpu
(n) X+£SS X+£SS X+£SS
Kontrol 16 2.61+0.61 2.95+0.21 2.52+0.23
PTZ 16 18.84+5.20* 6.81+1.14% 2.61£0.50
PTZ+Sef 16 1.91+0.42# 3.00+0.25# 2.50+0.14
PTZ+VPA 16 2.10+0.52# 3.36+0.81# 2.42+0.38

* kontrole gore p<0.0001; # PTZ’ye gore p<0.0001 anlaml kabul edildi. Her grupta kayitlar i¢in altisar

adet rat kullanilmustir. XSS ortalama + standart sapma.

Her bir grup (Kontrol, PTZ, PTZ+Sef ve PTZ+VPA) ve her bir bolge (M1, CA3

ve Cpu) i¢in yapmis oldugumuz in vivo voltametri kayitlarina ait 6rnek goriintiiler
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sirasiyla asagida verilmektedir (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil

4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14).
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Sekil 4.3 Kontrol grubu M1 bdlgesinden alinan 6rnek voltametri kayitlari
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Sekil 4.8 PTZ grubu Cpu bolgesinden alman 6rnek voltametri kayitlari
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Sekil 4.9 PTZ+ Sef grubu M1 bolgesinden alman 6rnek voltametri kayitlar
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Sekil 4.10 PTZ+ Sef grubu CA3 bolgesinden alinan drnek voltametri kayitlar:
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Sekil 4.11 PTZ+ Sef grubu Cpu bdlgesinden alinan 6rnek voltametri kayitlari

53



v

Conmncentration (Viicromolarr)
—c
-—
-—

Wi,

Setigg

m® % W W u

Timg Second|

oW oA w0

Sekil 4.12 PTZ+ VPA grubu M1 bolgesinden alman 6rnek voltametri kayitlari
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Sekil 4.13 PTZ+ VPA grubu CA3 bolgesinden alinan d6rnek voltametri kayitlar:
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4.3 Gen Ekspresyon Sonug¢lar

Yapmis oldugumuz molekiiler ¢aligmalarda Glu tasiyicilarindan EAACI1
(Slclal), GLT-1 (Slcla2) ve GLAST (SiIcla3) enzimlerden ise Glutaminaz (Glul) ve
Glutamin sentetaz (Gls) gen ekspresyonlarmm &lgiimleri yaptik. Ug farkli beyin
bolgesine ait ekspresyon sonuclari genlere gore asagidaki tablolarda verilmektedir.
Degerler ise RT-PCR Ct degerlerinin 22 hesaplamasiyla yapildi.*?
Siclal genine ait sonuglar1 inceledigimizde tutusturulmus grubu kontrol grubuna

gore oranladigimizda M1, CA3 ve Cpu beyin bolgelerindeki degisim sirasiyla M1’de

4.71, CA3’de 3.07 ve Cpu’da ise 2.52 kat artmis oldugunu gérmekteyiz (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 EAAC1 Glutamat tastyicisi ekspresyon sonuglari
EAAC1 (Siclal)

M1 CA3 Cpu
X+SS XSS XSS
Kontrol 1+0.08 1+0.14 1+0.20
PTZ 47140.31% 3.07+0.29% 2.50+0.24%*
PTZ+Sef 2.8440.23% 2.2840.13% 1.724+0.07*
PTZ+VPA 1.1940.17% 1.4840.06™ 1.724+0.02*

Kontrole gére* p<0.0001; PTZ’ye gore * p<0.05, * p<0.0001, X+SS ortalama + standart sapma.

Slcla2 (GLT-1) genine ait sonuglari inceledigimizde kontrol grubuna gore

tutusturulmus (PTZ) grupta M1 ve CA3 bélgelerinde gen ifadesinin artmis oldugunu
Cpu bolgesinde ise kontrolden daha az oranda eksprese oldugu goriilmektedir. M1
bolgesinde VPA grubunda Cpu bolgesinde ise Sef grubunda en yiiksek artig oranini
gormekteyiz. Tedavi olarak Sef kullandigimiz grupta ise ii¢ bolgede de ekspresyon

oranmin artmis oldugu goriilmektedir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3 GLT-1 Glutamat tasiyicisi ekspresyon sonuclari

GLT-1 (Slcla2)

M1 CA3 Cpu
X£SS X£SS X£SS
Kontrol 1+0.02 1+.03 1+0.04
PTZ 2.89:0.04** 1.3240.16* 0.88+0.03*
PTZ+Sef 3.28+0.05™ 1.21+0.08 2.17+0.02"
PTZ+VPA 5.58+0.07" 1.07+0.04" 0.63+0.02"

Kontrole gére* p<0,05, ** p<0,0001; PTZ’ye gére * p<0,05, ™ p<0,0001, X+SS ortalama + standart

sapma.

Slcla3 (GLAST) genine ait sonuglari inceledigimizde ise Glt-1 gen ekspresyon

sonuglarma benzer bulgular elde edildi ve Tablo 4.4°de gen ifade oranlar verildi.

Tablo 4.4 GLAST Glutamat tastyicist ekspresyon sonuglari

GLAST (Slc1a3)
M1 CA3 Cpu
X£SS X£SS X£SS
Kontrol 1+0.03 1+0.02 1+0.03
PTZ 1.54+0.09% 0.96:0.03 0.88+0.01%*
PTZ+Sef 1.91+0.07 0.87+0.04" 0.92+0.01
PTZ+VPA 3.39+0.34" 0.73+0.02" 0.76+0.02"

Kontrole gore* p<0.05; ** p<0.0001; PTZ’ye gore # p<0.05; i p<0.0001, X+SS ortalama =+ standart

sapma.

Glutamin Sentetaz enzimi i¢in yapmis oldugumuz ekspresyon oranlarimni
inceledigimizde beyin bdlgelerinin tamaminda tutusturulmus grubun (PTZ grubu) Glul
gen ckspresyonun artmis oldugunu goérmekteyiz. Tedavi gruplarimizin ekspresyon
degisim oranlar1 M1 bolgesi i¢cin PTZ grubuna gore degismedigi, Cpu ve CA3
bolgelerinde ise PTZ grubu degerlerinden diisiik oranda oldugunu gérmekteyiz (Tablo

4.5).
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Tablo 4.5 Glutamin sentetaz enzimi ekspresyon sonuglari

Glutamin Sentataz (Glul)

M1 CA3 Cpu

X+£SS X+£SS X+£SS

Kontrol 1+.02 1+.01 1+.03
PTZ 2.13+£0.02%* 1.71£0.03* 2.22+0.11%
PTZ+Sef 2.21+0.03 1.12+0.02# 0.96+0.03#
PTZ+VPA 1.86+0.02# 0.86+0.06# 0.93+0.01#

Kontrole gére* p<0.0001; PTZ’ye gore ¥ p<0.0001, X+SS ortalama + standart sapma.

Gls gen expresyon sonuclarmni inceledigimizde tutugsmus grubun ekspresyon
artis1 en fazla M1 motor korteks bolgesinde oldugunu Cpu bolgesinde ise ekspresyon

orani kontrol grubuna gore ¢ok fazla artmadigini gérmekteyiz (Tablo 4.6).

Tablo 4.6 Glutaminaz enzimi ekspresyon sonuglari

Glutaminaz (Gls)

M1 CA3 Cpu
X£SS X+SS X£SS
Kontrol 1+0.13 1+0.03 1+0.04
PTZ 8.85+0.04** 2.43+0.1** 1.20+0.05*
PTZ+Sef 3.05+0.17# 1.33+0.06# 0.83+0.03#
PTZ+VPA 2.17+0.05# 1.09+0.09# 1.14+0.03

Kontrole gére* p<0.05; ** p<0.0001; PTZ’ye gore * p<0.0001, X+SS ortalama + standart sapma.

Asil olay, PTZ ile olusturulmus kronik epilepside glutaminaz aktivitesini asir1
derecede yiikseltmesidir. Glu fiiretiminin artmasi ve sinaptik araliga fazla Glu
salmmasidir. Diger GLT-1, GLAST, EATT3 ve Glutamin Sentetaz aktivitesi bu Glu
artig1 nedeniyle ekspresyon oranlar1 artmugtir.

Farkl1 beyin bdlgelerinden elde etmis oldugumuz gen ifade oranlar1 da kontrol

grubundan elde etmis oldugumuz degerlere gore kiyaslamasi Tablo 4.7°de verildi.
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Tablo 4.7 Kontrol grubuna gére PTZ grubu ekspresyon degisimleri

EAAC1 GLT-1 GLAST Glutamin Glutaminaz
Sentetaz
M1 15 Kat 1 3 Kat 1 1.5 Kat 1 2.2 Kat 19 Kat
CA3 1 3 Kat 1 1.3 Kat - 1 Kat 1 1.7 Kat 12,4 Kat
Cpu 1 2.5 Kat 1 0.88 Kat 1 0.88 Kat 12.2 Kat 1 1.2 Kat
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5. TARTISMA

Calismamizda epilepsinin Glu tasiyici ve enzimleriyle iligkisini anlamaya ve
fizyolojisi hakkinda bilgiler edinmeyi amagladik. PTZ ile olusturdugumuz tutusma
modelinde deneklerimizde Jeneralize Tonik-Klonik Epilepsi olusturuldu. Calismamizda
asil hedefimiz voltametri teknigi ve gen ekspresyon sonuglari yoniinden epilepsiyle
Glu’in iligkisini ortaya koymak Glu eksitotoksititesinin nasil etkide bulundugunu
anlamaya calismak oldu. Gruplarimizda her ne kadar skorlamalar yapip tutusma
modelini olusturmus olsak da EKoG kayitlarini aldik ve bu kayitlar 1s1ginda tutusma
modelinin olusup olusmadigini tam olarak kesinlestirdik.

EKoG sonuglarina gore, epileptiform aktivitenin ortalama siklig1 tedavi
gruplarinda belirgin olarak azalmistir. Dahasi, epileptiform aktivite bakimindan,
VPA'nin Sef'den daha etkili oldugu bulundu. Birgok calisma VPA'nin epileptik ndbet
sikhgini azalttigmi gostermistir.’?> ®* Ayni sekilde, Hussein ve ark. beta laktam
antibiyotik Sef'in PTZ kaynakli nébetlere karsi noroprotektif etkiye sahip oldugunu
gostermislerdir.’®® Literatiir calismalarma baktigimizda beta laktam antibiyotiklerin
1986'dan beri antiepileptik etkiye sahip oldugu gbsterilmistir.l%' 2T {lk olarak,
penisilinin antiepileptik etkilerini 1986°da Chen ve ark.*® tarafindan daha sonra,
Shimada ve ark. 1992'de, sefalosporinlerin ve karbapenlerin konviilsan etkisinin,
memeli merkezi sinir sisteminde GABA reseptdr baglanmasmi baskilayarak
gosterdigini bildirmislerdir.'?®

Voltametri sonuclarint inceledigimizde Ozellikle M1 bolgesinde geri alim
(reuptake) Tgo siiresinin tutusturulmus grupta ¢ok uzadiginmi (18.8 saniye) tedavi
gruplarinda ise Tgo siiresinin kontrol grubuyla ayni degerlere (2.5-3 saniye) indigini
gozlemledik. CA3 bolgesinde ise Tgo siireleri tutusturulmus grup igin 6.8 saniye kontrol

ve tedavi gruplarinda ise 3 saniye civarinda oldugunu gordiik. Cpu bolgesinde ise tiim
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gruplarda bu siirenin 2.5 saniye civarinda oldugunu in vivo voltametri teknigiyle
belirlemis olduk. Tgo siirelerini degerlendirdigimizde M1 ve CA3 bdlgelerinde Glu geri
alinimin siirelerinin arttig1 Cpu bdlgesinde ise her hangi bir farklilik olmadigini bulduk.
Cpu bolgesindeki Tgp sliresinin tiim gruplarda ayni seviyelerde olmasi bize bu bdlgede
tutusma olayiyla iliskili olmadigini disiindiirdii. Yapilan bir TLE c¢aligmasinda
[11C]ABP688 microPET/CT isaretleme yontemiyle akut, subakut ve kronik epilepsi
donemlerinde hipokampus, amigdala ve Cpu bolgelerinde degisimlerin kiyaslamalari
yap1lm1$t1r.129 Bu ¢alisma sonucunda sigan Cpu beyin bolgesi dokusunda mGluRS Glu
reseptoriinde yeniden diizenleme olurken diger bolgelerde her hangi bir iyilesme veya
yeniden diizenleyici bir farklilik ortaya (;1kmam1$t1r.129 Yapilan bagka bir ¢calismada ise
striatum (6zellikle Cpu) ve amigdala beyin bélgelerindeki glutamik asit dekarboksilaz
(GAD) enzim yogunlugu 6lgiilmiistiir. Sonug olarak bu ¢aligmada striatum bdlgesinde
GAD yogunlugunun arttig1 gézlenmistir.lgo Bu sonugta bizim bulgularimizi
desteklemektedir. Bolgede GAD enzimi araciligiyla Glu GABA’ya doniisiiyor ve
bolgedeki epileptik aktiviteler engellenmis oluyor. Yapmis oldugumuz c¢alismada
diinyada ilk kez epileptik aktivite esnasinda Glu geri alimim aktivitesi voltametri
teknigiyle aydinlatilmaya calisilmistir. Saniye saniye Glu Ol¢iimii yaptigimiz bu
teknikle farkli beyin bolgelerinin Glu geri alinim siireleri (Tgp) Ol¢iilmiis ve epilepsiyle
iliskili bolgeler daha agik bir sekilde gézlemlenmistir. Motor korteks ve hipokampus
(CA3) bolgeleri epileptik aktiviteyle iliskiliyken striatumun (Cpu) iliskili olmadig:
epileptik aktivitenin ortaya ¢ikmadigi agik olarak saptanmustir.

Diger bir kistasimiz RT-PCR ¢aligma sonuglarin da ise tutusturulmus grup M1
bolgesinde EAACI1, GLT-1,GLAST, Glutaminaz ve Glutamin sentetaz gen ekspresyon

oranlarmm arttigmi gordiik. Ozellikle GLT-1, Glutaminaz ve Glutamin sentetazin artisi
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bize bu beyin bdlgesinde Glu miktarinin normalden ¢ok fazla oldugunu ve glutamin
sentetazin da buna katkida bulundugu fikrini destekler nitelikle oldu.

Swrastyla  yapmis  oldugumuz  kantitatif gen ekspresyon oranlarina
degerlendirdigimizde slclal (EAACI1) geni i¢in kontrol grubunda bakmis oldugumuz
ii¢ beyin (M1, CA3 ve Cpu) bolgesinde de ekspresyon oranlarinin ayni oranda
(0.11+0.02) oldugu gormekteyiz. Bu sonuglar bize bu Glu tasiyicisi i¢in beyin
bolgelerine gore bir farklilik olmadigini ve gen ifadesinin yani mRNA sentez miktarmnin
ayni oldugunu gostermektedir. PTZ kontrol grubu ekspresyonu da kontrol grubuna gore;
M1 bolgesinde 5, CA3 ve Cpu bolgelerinde ise 3 kat daha fazla eksprese oldugunu
gormekteyiz. Bu alanda fazla calisma olmamakla birlikte birka¢ ¢alisma yapilmistir.

Cahsmamizla daha ¢ok benzer olan bir imminohistokimyasal boyama
calismasinda status epileptikusdan sonra CA1-3, Dentat gyrus (DG) gibi bdlgelerde
EAACL Glu tastyicisi seviyelerinin arttigini be:lirtmislerdir.131 Baska bir calismada ise
¢ift mutasyonu olan (¢ift heterozigot tremor (tm)(tm/+) ratlarla homozigot zitter (zi)
(zi/+) ratlarin giftlestirilmesiyle olusturulan) kendinden epileptik si¢anlarla yabanil tip
normal sigan hipokampiislerinde (CA1, CA3 ve DG) EAACL1 seviyelerine western blot,
imminiihistokimya ve RT-PCR yontemleriyle arastirilmustir.*** Mutant sicanlarda Glu
seviyesi normal sicanlara gore yaklasik %25 fazla olmasina ragmen EAACI geni
ekspresyon seviyesinin normal ve mutasyonlu si¢anlar arasinda bir farklilik olmadigimni
GLT-1 seviyesinin ise mutant sicanlarda istatistiksel anlamli artiy gdsterdigini
belirtmislerdir. Muhtemelen bu ¢alismada bulunan c¢ift mutasyon EAACI1 geniyle
dolayli olarak iligkili olabilir. Diger bir c¢aligmada ise beyin motor korteks ve
hipokampiis CAl bolgelerinde bu Glu tasiyicisina ait genin ekspresyonun artmis

oldugunu belirtmislerdir.** Yapmis oldugumuz ¢alismada ise bakmis oldugumuz tiim
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beyin bolgelerinde (M1, CA3 ve Cpu) ekspresyon oranmin artmis oldugu en fazla
artisin ise M1 bolgesinde oldugunu belirlemis olduk.

Ana Glu tasiyicist  olan  Slcla2 (GLT-1) ekspresyon sonuglarini
degerlendirdigimizde, beynin korteksinde konumlanmis olan M1 bdlgesinde
tutusturulmus grupta kontrole gore ekspresyon seviyemiz 2.89 kat artarken Sef
grubunda 3.28 kat ve VPA tedavi grubunda 5.6 kat artmis oldugunu goérdiik. Burada
PTZ grubunda goriilen 2.89 kat artisin sebebi sinaptik araliktaki artmis olan Glu’in Glu
tastyicilarmi upregiile etmesidir. Sef 3.28, VPA ise 5.58 kat artirdi. Sef’da Glu’m

sinaptik araliktan xCT aktivitesi artirilarak™*

seviyesini azaltip upregiilasyonu
onlemistir. Ama kendisi GLT-1 in direk ekspresyonunu artirdigi i¢in 3.28 kat arttigi
goriilmiistiir. VPA ekspresyonu Sef kadar artirmamasina ragmen Glu’m sinaptik
araliktaki seviyesini azaltamadigindan Glu tasiyici seviyesi daha fazla artmustir. Sef’in
GLT-1 ekspresyon diizeyini artirmig olmasi epilepsi iizerinde tedavi edici etkisinden
ziyade genel olarak bu genin ekspresyonunu artirmasindan kaynaklanmaktadir. Yapilan
caligmalar Sef bu etkisini ortaya koymaktadlr.135 Bu veriler 1s18inda tutusturmus
oldugumuz grupta GLT-1 Glu tasiyicisinin ortamdaki Glu’1 belli bir seviyeye kadar
uzaklastirabildigi tedavi gruplarimizda ise daha da fazla oranda ekspresyonu artirarak
sinaptik aralikta fazla miktarda bulunan Glu’1 uzaklastirdig1 kanisia varabiliriz. Yani
sistem maruz kalmis oldugu Glu toksisitesinden Glu tasiyici seviyesini artirma yoluyla
kendini korumaya calistigi kanis1 giliglenmektedir. Ancak yapilan bazi calismalarda
bizim bulgularla tamamen zit bulgular elde edilmistir. Caligmamizda tutusturulmus
gruplarda GLT-1 seviyesi artarken diger c¢aligmalarda bu oranin azaldig:
belirtilmistir."*® **" Ayrica sigan hipokampus CA1 ve motor korteks beyin bdlgelerinde

immunohistokimyasal boyama yontemiyle yapilan diger bir ¢aligmada ise yine GLT-1

Glu tastyicisinin ekspresyon oranimn artmug oldugu belirtilmistir.*®
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Hipokampiiste konumlanmis olan CA3 boélgesinde ise kontrol grubumuzda
ekspresyon oran1 M1 bdlgesinde tutusturulmus PTZ grubunda kontrol grubuna gore
1.33 kat artiginm1 Sef tedavi grubunda 1.28 kat arttigit ve VPA grubunda ise kontrolle
hemen hemen ayni oranda ekspre oldugunu gérmekteyiz. Mishra ve ark. ¢aligmalarinda
FeCls ile olusturduklar1 epilepsi modelinde hipokampiis bolgesinde GLT-1 seviyesini
incelemisler ve sonugta epileptik grupta GLT-1 ekspresyon miktarmin azaldigini ve Glu
seviyesinin artmis oldugunu gézlemlemislerdir.l38 Bizim ¢alismada ise bunun tam tersi
olarak ana Glu tasiyicisi GLT-1 ekspresyonun artmis oldugunu goérmekteyiz.
Calismamizdaki bulgular mantikli goriilmektedir. Sinaptik aralikta fazla miktarda
bulunan Glu’in ortamdan uzaklastirilmasi igin astrositlere geri alinimin artmasi
gerekmektedir. Geri alimin artmasi i¢in de tasiyicilarin daha fazla calismasi veya
miktarlari1 artrmak icin gen ekspresyon seviyesini artirmalari gerekecektir.
Calismamizda gordiigiimiiz gibi hiicreler sinaptik araliktan Glu’in toksik etkisinden
korunmak i¢in gen ekspresyonunu artirmis ve Glu’1 ortamdan uzaklastirmislardir.

Cpu bolgesinde kontrol grubuna gore ekspresyon oranlar1 PTZ grubu igin 0.12
PTZ+VPA grubunda 0.37 oraninda azaldigin1 PTZ+Sef grubunda ise 2.17 kat artmus
oldugunu gormekteyiz. Bu veriler 1s1iginda Sef beyin bdlgelerinin tamaminda Glu
tastyici seviyesini artirdigini PTZ ve VPA gruplarimin da Cpu bolgesinde ekspresyonu
disiirtip 6zellikle M1 bolgesinde GLT-1 mRNA miktarin1 agir1 derece artirmis olmasi
bu bolgenin tutusmaya yonlendiren mekanizmalarin daha fazla oldugunu ya da farkl
mekanizmalarin etkide bulundugu kanismi giiclendirmektedir. CA3 bolgesinde
hipokampiisiin tutustugunu ancak korteks bdlgesi kadar olmadigmni gdstermektedir.
VPA tedavi grubunun bdlgelere gore farkli seviyelerde eksprese olmasi ise
hipokampiiste GLT-1 mRNA artisin tetikledigini CA3 bolgesinde ise farkli bir

mekanizmayla etkide bulundugunu gostermektedir. Akbar ve arkadaslarinin genetik
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olarak epileptik yatkinligi olan sicanlarda immunoblot isaretlemeyle yaptiklari
caligmalarinda striatum bolgesinde GLT-1 miktarmin azaldigini belirtmislerdir.**
Ayrica diger beyin bolgelerinde de (korteks ve hipokampiis) benzer bulgular elde
etmislerdir.*

Slcla3 (GLAST) geni mRNA ifadeleri de GLT-1’e benzer oldugunu Tablo
4.4°de gormekteyiz. Bu benzer sonuclarin tastyicilarin konumlanmis oldugu hiicre
gruplarindan kaynaklandigimi disiindiirmektedir. GLAST ve GLT-1 Glu tasiyicilari
glial hiicrelerde (Astrosit, Glia) konumlanmaktadirlar.**° Yapilan ¢ogu ¢alismada GLT-
1 ifadesinde oldugu gibi GLAST tastyicisi i¢inde azalma oldugunu belirtilmigtir. ' 3
138,139 Ancak bizim bulgularimizdaki GLAST ve GLT-1 tastyicilarinin benzer sonuglar
vermesi bulgularimizin dogrulugunu ve niteligini desteklemektedir. Diger ¢alismalarda
genelde genetik yatkinli§i olan veya mutasyon olusturulmus si¢anlarin kullanilmasi
farkli sonu¢ almamizin nedenleri arasinda sayilabilir.

Glutamin sentetaz/Glu-amonyak ligaz (GS/Glul) genine ait mRNA ekspresyon
oranlarim1 Tablo 4.5’de verilmistir. Bu sonuglar1 ayrintili irdeledigimizde kontrol
grubunda beyin bdlgeleri arasinda gen ifadesinin farklilik géstermedigini gérmekteyiz
(2.5-2.7 kat degismekte). Glu tasiyicilarinda oldugu gibi Glu’1 glutamine doniistiiren GS
enziminin ekspresyon artis1 tutusturulmus gruplarda en fazla korteks bolgesinde
olmustur. PTZ grubunda incelemis oldugumuz biitiin beyin bdlgelerinde kontrol
grubuna gore GS mRNA miktar1 yaklasik 2 kat artmistir. Bu bilgiler 1518inda PTZ ile
tutusturma modelinde beynin genelinde enzim ekspresyonun artmis oldugunu
diisiinebiliriz. Hipokampal iskemili temporal lop epilepsili sicanlarda yapilan bir
¢alismada néronal hiicre kaybina bagli olarak GS eksikligi oldugunu belirtmislerdir.**!
PTZ ile olusturulmus diger bir tutusma modelinde hipokampiis dokusunda yapilan GS

incelemesinde kronik epileptik kontrolde GS ekspresyonun artisi bildirilmistir.*** Bagka
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bir PTZ ile tutusturulmus ¢alismada hipokampiis beyin dokusunda yine GS expresyon
oraninda kontrol grubuna gore artig1 belirtilmistir.**®

Glutaminaz (Gls) geni sonuglarin1 Tablo 4.6’da verildi. GLT-1, GLAST ve GS
enzimi mRNA oranlar1t M1 bdélgesi i¢gin tutusturulmus gruplarda kontrol grubuna gore
artmistl. Glutaminaz enziminin ayni sekilde arttigini ancak bu artisin diger genlere gore
¢ok daha fazla oldugunu gérmekteyiz. Ozellikle PTZ grubunda kontrol grubuna gore
artis 8.8 kat iken Sef ve VPA gruplarinda bu oran 3 kat civarinda olmustur ve PTZ
grubuna gore 3 kat azalmistir. Yapilan ¢alismalarda bulgularimiza benzer sonuglar
goriilmekte olup hipokampilis dokusunda glutaminaz ekspresyon artiglarinin oldugu

belirtilmistir.***

Bu sonuclar Gls aktivitesinin epileptik aktivitede onemli oldugunu
diistindiirmektedir.

Tutusturulmus grup ile kontrol grubunu kiyasladigimizda Motor korteks M1
bolgesinde tutusturulmus grupta bakmis oldugumuz tiim tasiyict (GLAST, GLT-1 ve
EAAC1) ve Glu’la iliskili enzimlerin (Glutaminaz ve Glutamin Sentetaz) ekspresyon
oranlarmin artmig oldugunu gormekteyiz. Tutusturulmus grupta Glu’n artmis oldugu ve
sisteminde bu Glu artisina bagli olarak Glu nérotoksisitesini ortadan kaldirmak zararlar1
tolere edebilmek i¢in tasiyic1 ve enzim miktarlarini arttirdigr goriilmektedir. Ancak
glutaminden Glu sentezleyen glutaminaz enzimide bu bolgede saglikli gruba gore
yaklasik 9 kat artis gOstermistir. Sinaptik araliktan Glu uzaklastirilsa da presinaptik
noron hiicrelerinden asir1 miktarda Glu tiretimi ve buna bagli olarak da sinaptik araliga
salinmasi s6z konusudur. Yapilan bir arastirmada epileptik hastalarda glutamin seviyesi

%% Doi ve arkadagslar1 PTZ ile olusturduklari tutusma modelinde

yiiksek bulunmustur.
Glu tastyict ve enzimlerinin artigini protein seviyesinde \Western blot teknigiyle
gostermislerdir. Ayrica ¢calismalarinda Glutamat dekarboksilaz (GAD1/2) enzim protein

seviyelerini de incelemislerdir. Ozellikle GLT-1 ve GS miktarlar1 asir1 artis gdsterirken,
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GLAST ve EAACI herhangi bir artis bulgusuna rastlamamuslardir.*** Glutaminaz ise
GS ve GLT-1 oram kadar artig gdstermese de istatistiksel olarak artmistir. GAD
enzimlerinden GAD2 enziminde istatistiksel bir azalisin oldugunu GAD1 enziminde ise
kontrol ve tutusturulmus grup arasinda farklilik goériilmedigini belirtmislerdir. GADI
(GADG67) geninin epileptik desarjlar1 engelleyebilecek bir gen oldugu da ifade
edilmistir.**

Glutaminaz enziminin ekspresyon ifadesinin tedavi gruplarimizda epilepsi
grubuna gore 3 kat azalmis olmasi1 uygulanan tedavilerin etkili oldugunu ve epilepsili
hastalarda Glu artisina neden olan mekanizmalarin baskilandigini gostermektedir.

Tim ekspresyon sonuglarini genel olarak degerlendirdigimizde post sinaptik
noronda konumlanmis olan EAACI1 Glu tasiyicisinin astroglial hiicrelerde konumlanmis
olan diger tasiyicilara kiyasla daha fazla eksprese olmalar1 Glu’in astroglial hiicrelerden
daha ¢ok post sinaptik norona tasindigini ve iletimden sorumlu bu postsinaptik
noronlarin uyarilabilirliklerinin artigin1 ve periferik uyarimlarinda buna bagli olarak
artmis olabilecegini diisiinebiliriz. Insan ve sican hipokampal noronlarinda yapilan
caligmalarda epileptik veya pilokarpinle olusturulmus epilepsi modellerinde EAAC1
(Slclal) geni ekspresyonu artis gdstermistir.”****® Sican motor korteksinde yapilan
diger bir calismada ise EAAC1’in upregile oldugu belirtilmistir."** Postsinaptik
noronlarin periferde direk olarak dokularla iligkili oldugunu disiiniirsek kas
uyarilmalar1 ve buna bagli konviilsiyonlarin olugsmasi olagan goriilmektedir.

Epilepside asil mesele M1 bolgesindeki glutaminaz enzim aktivitesi artis
oldugunu diisiinmekteyiz. Epileptik grupta kontrol grubuna gore yaklagik 9 kat oraninda
gen ifadesinde artis oldugu belirlenmisti. Bu artisa bagl olarak fazla Glu sentezlenip

presinaptik norondan sinaptik aralifa salinir. EAAT’larca sinaptik araliktan
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uzaklastirilir. Astrositlerde glutamin sentetaz aktivitesi artar. Bu M1 bolgesinde

meydana gelen gen ifade degisimlerine ait farkliliklar ise Sekil 5.1’de gosterilmistir.
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Sekil 5.1 Primer motor korteks (M1) bdlgesi ekspresyon degisimleri

Kirmizi, yesil ve sar1 oklar ekspresyon degisimlerini gostermektedir. Kirmizi ok kontrol grubuna goére
degisimi yesil ve sar1 oklar ise PTZ grubuna gore ekspresyon degisimini ifade etmektedir. NMDAR,
AMPAR, KAR glutamat reseptorleridir. GLT-1, GLAST, EAACI1 glutamat tastyicilaridir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda ozellikle M1 bdlgesinde tutusmanin daha siddetli oldugunu ve
buna en biiyiikk nedeninde glutaminden Glu’1 olusturan glutaminaz enziminin neden
oldugu ihtimali yiiksek goriilmektedir. Bu sonucumuzu hem voltametri hem de
ekspresyon caligmalart giiclii olarak desteklemektedir. Saglikli gruptaki Glu geri alim
sliresi 2.5-3 saniye iken bu tutusturulmus grupta yaklasik 19 saniye oldugu goriilmiistiir.
Buda 6-8 katlik bir artisi gostermektedir. Yine RT-PCR gen ifadesi sonuglarina
baktigimizda ise glutaminaz enziminin ifadesinin yaklagik 9 kat artis1 voltametri
sonuglarini desteklemistir. Her ne kadar Glu tasiyicilar1 ve GS ifadesi artmis olsa da
tutusturulmus grupta bu artislar yetersiz kalmistir. Glu tasiyicilari ve GS ifadesi
yaklagik 2-3 kat artarken glutaminaz 9 kat artis gOstererek sinaptik araliktaki Glu
seviyesini artirmis ve toksisiteye neden olmustur (Sekil 5.1). Glu seviyesinin artigina
bagli olarak toksisite artis1 ve epileptik aktivite artisi seklinde ifade edilmistir. Glu
seviyesinin azaltilmasi i¢in yeni yaklasimlar 6nem kazanmaktadir. Ayrica simdiye
kadar yapilan ¢calismalarda VPA’ni anti epileptik etkinligini Na®* ve Ca®* kanal blokaj1
ve GABAerjik aktivasyonu araciligiyla olusturdugu belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda
ise bu anti epileptik etkisini Glutamerjik aktiviteyi baskilayarak etkide bulundugunu
gordiik. ilerideki ¢alismalarimizda Glu artisiyla birlikte Glu-GABA doniisiimiin, GABA
reseptorlerine ait gen ifadelerine ait degisim farkliliklari ve bazi biyokimyasal
parametrelerdeki degisimlerin ne seviyede oldugu arastirilarak daha net sonuglar elde
edilmeye calisilacaktir. Sinaptik araliktaki Glu seviyesinin fazlaligi epilepsi
epidemiyolojisinde son derece énemli rol oynamaktadir. Elde edilecek ek bulgularla
epilepsi olus/olusum mekanizmalar1 ve yeni tedavi yaklasimlari ortaya konmaya

calisilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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Ingilizce :

Orta derecede (KPDS 57, Kasum 2010)
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Tiirkive Beyin Arastirmalari ve Sinir Bilim Dernegi (TUBAS)
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EK-2 ETiK KURUL ONAY FORMU

£ FC:
: ‘ ATATURK UNIVERSITEST REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanhg

Say1 : 36643897-180 g 04.12.2014
Konu : Hayvan Deneyleri Yerel Ftik Kurul Karar. ERZURUM
ATATURK UNIVERSITESI

TIP FAKULTESI DEKANLIGINA

25240 — Kampus / ERZURUM

figi  :25.11.2014 tarih ve 42190979-01-02-5599 sayil yazimz.
"

ilgide kayith yazida belirtildigi tizere. Fakiilteniz Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali égretim
tyesi Prof.Dr.Ahmet HACIMUFTUOGLU nun yiiriitiiciiliigtinde, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Dekanhgimin Tibbi Farmakoloji Anabilim Dalinin Norofarmakoloji Laboratuarinda yiiriitiilecek olan
“Siganlarda Glutamat Tagiyic1 Aktivite Degistirici flaglarin Epilepsi Tedavisindeki Yeri” baslikh
aragtirma ¢alismasi, Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulumuzun 28.11.2014 tarih
ve 8 sayil Oturumunda Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagvuru Formu ve ekli belgeleri, gerekee,
amag, yaklasim ve y6ntemler dikkate alinarak incelenmis ve asagiya ¢ikarilan 148 no’lu karan ile
sOzkonusu arastirma ¢alismasinin yiiriitiilmesinin etik kurallarina uygun olduguna mevcut oy birligiyle
karar verilmistir.

Bilgilerinizi ve geregini arz ederim.

i s o Prof. Dr. Dervis OZDEMIR
is caaAll b EYEAATD G Baskan

.ayit No b /1
.vr;-h -_._.._’.w.(}..i Ll cl.(:/éf 8
Dot o Wo

05 hralis 201 profDr. S.Seftuk ATAMANALD

<.Kan

Toplanti Tarihi :28.11.2014
Toplant1 Sayis1 : 8
KARAR N0 : 148- Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi, T1ibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Ogretim tiyesi Prof.Dr.Ahmet HACIMUFTUOGLU’ nun ytriitiictiliigiinde, Atatiick Universitesi Tip
Fakiiltesi Dekanliginin Tibbi Farmakoloji Anabilim Dalinin Nérofarmakoloji Laboratuarinda
yirttilecek olan “Sicanlarda Glutamat Tasiner  Aktivite Degistirici Ilaglarin Epilepsi
Tedavisindeki Yeri” baslikh arastirma ¢ahsmas: ile ilgili Tip Fakiiltesi Dekanhginin 25.11.2014 tarih
ve 42190979-01-02/5599 sayili yazisi ile ekleri gorisiildu.

Yapilan gériigmelerden sonra; ad gegen aragtirma ¢alismasinin yiiriitiilmesinin, etik kurallarina
uygun oldugunun, mevcut oy birligi ile kabuliine; (Yonetmeligin 8.maddesinin 8/h bendi geregince,
Prof.Dr.Ahmet HACIMUFTUOGLU, goriismeye katilmadi ve oy kullanmad) karar verildi.

Adres : Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dekanhigi. 25240 - Yakutiye / ERZURUM
Telefon : 0-442-231.47 30 Fax : 0-442-231 55 63 e-mail: hadyek@atauni.edu.tr
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