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OZET

Absans Epilepsili WAG/RIij Siganlarda N-(p-amilsinnamoil) Antranilik Asitin
Hipokampal Endoplazmik Retikulum Stresi ve Kan-Beyin Bariyeri Biitiinliigii

Uzerine Noroprotektif Etkisinin Arastiriimasi

Amag: Absans epilepsi, genellikle kisa siireli biling kaybiyla karakterize nérolojik
bir hastaliktir. Calismada amag; ACA’nin absans epilepside koruyucu etkinligi olup
olmadigini, ER stres ile KBB biitiinliigiine etkisini ortaya koymaktir. Ayrica epilepsi
tedavisinde kullanilan ancak ciddi yan etkileri olan hidrokortizonun, ACA’yla etkilerini
karsilastirarak, tedavide alternatif ajan olup olamayacagini saptamaktir. ER stres ve KBB
bozulmasinda patofizyolojik mekanizmay1 agiklamak, epilepsi tedavisinde yeni
yaklagimlarin olusumuna katk1 saglamaktir.

Materyal ve Metot: Calismada 32 adet WAG/Rij disi ve erkek sigan kullanilarak,
kontrol, DMSO+PBS, hidrokortizon ve ACA seklinde 4 gruba ayrild1 (n=8). Kontrol
grubundaki siganlara bir madde verilmedi. DMSO+PBS grubuna DMSO+PBS ¢6zeltisi,
ACA grubuna; 25 mg/kg/giin ACA, hidrokortizon grubuna 2.25 mg/kg/giin hidrokortizon
(i.p.) giinde bir kez, tek doz verildi. Siganlarin ndbetleri izlenerek, agirliklari ile yemler
tartildi. Perfiizyon-fiksasyondan sonra, dekapite edilen sicanlarin hipokampiis ve
somatosensoriyel kortekslerindeki ATF4, ATF6, CHOP ve GRP78 seviyeleri Western
Blot ile olgiildii. ZO-1, GFAP ve okludin seviyeleri immiinohistokimyasal olarak
incelendi.

Bulgular: ACA, absans epilepsi nobet sayisini ve ER stres indikatorlerini
azaltmada daha etkili olurken, hidrokortizonun KBB hasari {izerine daha koruyucu bir
etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Sonu¢: ACA’nin absans epilepsi ndbet sayisini ve ER stresi azaltmada daha etkili

oldugu, KBB bozulmasi iizerine hidrokortizon gibi koruyucu rolii oldugu bulundu.

Anahtar Kelimeler: Absans epilepsi, ACA, ATF4, ATF6, CHOP, ER stres,
GFAP, GRP78, hidrokortizon, KBB, okludin, WAG/Rjj sigan, ZO-1.
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ABSTRACT

Investigation of Neuroprotective Effect of N-(p-amylcinnamoyl) Anthranilic Acid
on Hippocampal Endoplasmic Reticulum Stress and Blood-Brain Barrier Integrity
in WAG/RIj Rats with Absence Epilepsy

Aim: Absence epilepsy is a neurological disease characterized by short-term loss
of consciousness. Purpose of the study; to reveal whether ACA has a protective effect in
absence epilepsy, ER stress, BBB impairment. To determine whether hydrocortisone,
which is used in the treatment of epilepsy but has serious side effects, can be an alternative
agent in the treatment by comparing effects with ACA. To explain the pathophysiological
mechanism in ER stress and BBB, contribute to the formation of new approaches in
epilepsy treatment.

Material and method: In the study, 32 WAG/RIj female, male rats were divided
into 4 groups; control, DMSO+PBS, hydrocortisone, ACA (n=8). No substance was
given to rats in control group. DMSO + PBS solution to DMSO + PBS group, ACA group;
ACA of 25 mg/kg/day, hydrocortisone (i.p.), 2.25 mg/kg/day were administered once a
day as a single dose to hydrocortisone group. Seizures of the rats were monitored, feeds
and their weight were weighed. After perfusion-fixation, ATF4, ATF6, CHOP, GRP78
levels in the hippocampus and somatosensory cortex of decapitated rats were measured
byWestern Blot. ZO-1, GFAP, occludin levels were examined by immunohistochemistry.

Results: ACA was more effective in reducing the number of absence epilepsy
seizures and ER stress indicators, while hydrocortisone was found to have a more
protective effect on BBB damage.

Conclusion: It was found that ACA was more effective in reducing number of
absence epilepsy seizures and ER stress, and had a protective role like hydrocortisone on
BBB impairment.

Key Words: Absence epilepsy, ACA, ATF4, ATF6, BBB, CHOP, ER stress,
GFAP, GRP78, hydrocortisone, occludin, WAG/Rij rat, ZO-1.

viii



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ng :Mikrogram

nv :Mikrovolt

ABC :ATP baglayici tastyicilar

ACA :N-(p-amilsinnamoil) antranilik asit
ACTH :Adrenokortikotropik hormon

ADO :Adenozin molekiilii

AEI :Antiepileptik ilaclar

Al :Adherens baglant

AMPA :Amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropriyonik asit
AQP-4 :Aquaporin-4

ASE :Absans status epileptikus

ATF 3 :Aktive edici transkripsiyon faktori 3
ATF 4 :Aktive edici transkripsiyon faktori 4
ATF 6 :Aktive edici transkripsiyon faktori 6
ATP :Adenozin trifosfat

BCRP :Meme kanseri direng proteini

BIP :Immunoglobulin baglayici protein
BOS :Beyin-omurilik sivisi

bzIP :Temel-16sin fermuarli transkripsiyon faktorii
Ca** :Kalsiyum iyonu

CADPR :Siklik adenozin difosfat-riboz

CAM :Hiicre adezyon molekiilii

CAMP :Siklik adenozin monofosfat

CHOP :C/EBP homolog protein

CICR :Kalsiyum kaynakli kalsiyum salinmasi
Cl :Klor iyonu

COX :Siklooksijenaz

CX37 :Konneksin-37

DA :Dopaminerjik aktivite

DBS :Derin beyin stimiilasyonu

DDD :Diken dalga desarjlari



DMSO :Dimetilsiilfoksit

DNA :Deoksiriboniikleik asit

EEG :Elektroensefalogram

elF2a :Okaryotik translasyon baslama faktorii 2 alfa
EPSP :Eksitator postsinaptik potansiyeli

ER :Endoplazmik retikulum

ERAD :Endoplazmik retikulum iliskili bozulma
ESAM :Endotelyal hiicre yapisma molekiilii
FFI :Ileri beslemeli inhibisiyon

FNJE :Febril nébet- jeneralize epilepsi
FNTLE :Febril nobet-temporal lob epilepsisi
GABA :Gama amino biitirik asit

GABAAR :Gama amino biitirik asit A reseptorii
GAERS :Strazburg’tan genetik absans epileptik si¢can
GFAP :Glial fibriler asidik protein

GHB :Gama-hidroksibiitirik asit

GLU :Glutamat

GLUT-1 :Glukoz tasiyicisi-1

GRP78 :Glukoz regiile edici protein 78

HRP :Horseradish peroksidaz

Hz ‘Hertz

1gG :Immiinoglobulin G

IL-1p :Interlokin-1beta

ILAE :Uluslararasi Epilepsi ile Savas Dernegi
IN :Ara noron

IP3 :Inositol trifosfat

IPsR :Inositol trifosfat reseptorii

IRE1 :Inozitol gerektiren enzim 1

ipSp :Inhibitdr postsinaptik potansiyeli

JAM :Baglant1 adezyon molekiilii

K* :Potasyum iyonu

KBB :Kan-beyin bariyeri

kDa :Kilodalton



Nm
NMDA
nRE
Nrf2
nRT
PBS
PDK
PECAM-1
PERK
P-gp
PLA2
PN

PTZ
REM
RyR

s

SE
SERCA
SoCx
SR

‘Kilometre

:Lipoliz stimiile lipoprotein
:Metrekare

:Miyelin bazik proteini

:Miirin ¢ifti 2

:Coklu ilag geni-1

:Milimolar

:Matriks metaloproteinaz

:Mediyal prefrontal korteks

:Mesajci riboniikleik asit

:Coklu ilag direnci ile iliskili protein
:Merkezi sinir sistemi

:Sodyum iyonu

:Nanometre

:N-metil-D- aspartat

:Talamus ¢ekirdekleri alani

:Niikleer faktor-eritroid baglantili faktor 2
:Retikiiler talamik ¢ekirdek

:Fosfat tampon ¢ozeltisi

:Paroksizmal depolarizasyon kaymasi
:Trombosit endotelyal hiicre adezyon molekiilii-1
:Protein kinaz RNA benzeri ER kinaz
:P-glikoprotein

:Fosfolipaz Az

:Ana noron

:Pentilentetrazol

:Hizl1 g6z hareketi

:Ryanodin reseptorii

:Saniye

:Status epileptikus
:Sarko-endoplazmik retikulum Ca?*-ATPaz
:Somatosensdriyel korteks

:Sarkoplazmik retikulum

Xi



SRN
SRP
SSS
SUDEP
TJ

TLE
TNAP
TNF-a
TRN
TRPM2
UPR

VE
WAG/Rij
XBP1
yde)

:Spesifik role ¢ekirdegi

:Sinyal tanima partikiilleri
:Serebrospinal s1vi

:Epilepside ani beklenmedik 6liim
:S1k1 baglanti

:Temporal lob epilepsisi

:Dokuya 6zgii olmayan alkalin fosfataz
:Timor nekroz faktor-alfa

:Talamusun retikiiler ¢ekirdegi
:Transient reseptdr potansiyel melastatin-2
:Katlanmamis protein yaniti

:Vaskiiler endotel

‘Rijswijk’ten Wistar Albino Glakso
:X-box baglayici protein 1

:Zonula okludens

Xii



SEKILLER DiZiNI

Sekil no Sayfa no
Sekil 2.1. Epileptogenez sUrecinin iSleYisi. .....uiveiieririiiieiiiiciiese e 7
Sekil 2.2. ILAE 2017 yil1 nobet tipleri siniflandirmast ........cccooeveeiiieiiiiee i 9
Sekil 2.3. Epilepsi patofizyolojisinde rol aldig: diisiiniilen mekanizmalar .................... 13
Sekil 2.4. Jeneralize absans nobetleri hakkinda One siirtilen teoriler. ..........ccccccvveenenn. 17
Sekil 2.5. Absans epilepsi nobetlerindeki noronal devrelerin sematik gosterimi........... 18
Sekil 2.6. Kortikotalamik ag ¢ercevesinin sematik olarak gosterilmesi..........cccccvernee.e. 19
Sekil 2.7. GABA(B) reseptoriiniin heterodimerik yapisinin sematik gosterimi............. 21
Sekil 2.8. Norovaskiiler tinitenin sematik gOSTETIMI......c.cuevvvverieriiieniieiee e 28
Sekil 2.9. Farkl1 tipteki beyin bariyerleri.......... ..o 29
Sekil 2.10. Bariyer 6zelligi tasimayan beyin alanlari.......................ocooiiiin.o 30
Sekil 2.11. Kan-beyin bariyerinin genel yapisi ve hiicresel bilesenleri...............c.......... 32
Sekil 2.12. Beyin endotelyal baglantilari...........cccoooveiiiiiieniicni e 34
Sekil 2.13. Aktif noronlarin mikroglial hiicreler tarafindan inhibisyonu....................... 37
Sekil 2.14. Mikroglial inhibisyon mekanizmasi...........ccocooiieieiiniieneeseeeeees 38
Sekil 2.15. Norovaskiiler tinitenin 0rganiZaSyONU.........c.ccvvveiieieiieeieniieneesesne e, 40
Sekil 2.16. Kan-beyin bariyerinde madde taginim yollart...........cccooovvviiiiiiniiiiinennnn, 42
Sekil 2.17. Kan-beyin bariyerinde ilag¢ tasinim yollart...........coccooieiiiiiiniiicie 43
Sekil 2.18. Normal ve patolojik kosullarda KBB’deki sinyal iletimi.............ccccuerveennen. 46
Sekil 2.19. ER’NIN ZENEL YAPIST ..cvvviviiiiiiiiiiiiiiieiiesc e 47
Sekil 2.20. UPR sinyalizasyon yolaklart ..........c.ccocvviiiiiiiiiiiiiise, 52
Sekil 2.21. UPR’nin epilepsi ile iligkili patolojik siireclerdeki rolii............cceeviveennnnne 56
Sekil 2.22. N-(p-amilsinnamoil) antranilik asitin kimyasal yapist...........ccccoevroviiininenn, 57
Sekil 2.23. TRPM2 kanalinin molekiiler ve aktivasyon 6zellikleri............cccoovvvurinennnne 59
Sekil 2.24. Hidrokortizonun Kimyasal YapisI ..........ccccriririiieiieiineieseseseseseeeeeeees 60
Sekil 2.25. Kortikosteroidlerin anti-inflamatuar etki mekanizmasi ...............ccccveene.e. 61
Sekil 2.26. Tipik GABA-A reseptorii yapist ve alt birim bilesimi...........ccooevvvevviniinnnn, 63
Sekil 2.27. Segilmis GABA-A reseptor alt birimlerinin farmakolojik rolleri ........... ... 64

Sekil 3.1. Deney hayvanlari i¢in 6zel olarak tasarlanmis perfiizyon-fiksasyon cihazi. . 71

xiii



Sekil 3.2. Deney hayvanlari tizerinde perfiizyon-fiksasyon isleminin uygulanma
ASAMALATT. ...t 71
Sekil 3.3. Perfiizyon-fiksasyon islemi sonrasinda ¢ikarilan beyin dokusu..................... 72

Sekil 3.4. Beyin dokusunda analizleri yapilacak olan hipokampiis ve somatosensoriyel

Korteks alanlart..............oooiii 73
Sekil 3.5. Beyin dokularini pargalama isleminde kullanilan sonikator. ..............ceeuee..e. 74
Sekil 3.6. Elektrofez ile jellerin ylrGitilmesi. .....c.coovveeiiiieiiiiiiiiie e 75
Sekil 3.7. Protein analizi sonucu elde edilen jel fotograflari...........ccccovviiiiiiiiiiniiinnns 76

Sekil 3.8. Beyin dokularindan elde edilen koronal kesitlerin parafinle bloklanmasi. .... 77
Sekil 3.9. Parafine gomiilii beyin dokularinin mikrotom cihaziyla kesilmesi ve lama

AKtArTIMAST. . ..o 78
Sekil 3.10. Lama aktarilan beyin dokusu kesitlerinin boyanma iglemi. ..............c.c........ 79

Sekil 4.1. WAG/Rij erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks
ATF4 protein analizlerinin WB jel gortintiileri..................cocooeiiiininnnii, 85

Sekil 4.2. WAG/Rij erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks
ATF6 protein analizlerinin WB jel goriintiileri..................c.oooiii 88

Sekil 4.3. WAG/Rjj erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks
CHOP protein analizlerinin WB jel goriinttileri.........................oon 90

Sekil 4.4. WAG/Rij erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks
GRP78 protein analizlerinin WB jel gortintiileri....................coooiin. 93

Sekil 4.5. Tiim gruplara ait somatosensoriyel korteks kesitlerinde GFAP boyama
siddetlerinin gosterildigi mikroskop goriintiileri..................c..cooiiint. 95

Sekil 4.6. Tiim gruplara ait hipokampiis kesitlerinde GFAP boyama siddetlerinin

gosterildigi mikroskop gorintlleri...........coovviiiiiiiiiii 96

Sekil 4.7. Tiim gruplara ait somatosensoriyel korteks kesitlerinde ZO-1 boyama

siddetlerinin gosterildigi mikroskop goriintiileri. (Boyali olan damar endotel
hiicreleri ok ile gosterilmistir.)..........coeviiiiiiiii e 98

Sekil 4.8. Tiim gruplara ait hipokampiis kesitlerinde ZO-1 boyama siddetlerinin

gosterildigi mikroskop goriintiileri. (Boyali olan damar endotel hiicreleri ok

isareti ile gOSterilmiStir.)......oevvrii e 99

Xiv



Sekil 4.9. Tiim gruplara ait somatosensoriyel korteks kesitlerinde okludin boyama

siddetlerinin gosterildigi mikroskop goriintiileri. (Boyali olan damar endotel
hiicreleri ok igareti ile gosterilmistir.)............ooeviiiiiiiiiiiiiii i 101

Sekil 4.10. Tiim gruplara ait hipokampiis kesitlerinde okludin boyama siddetlerinin

gosterildigi mikroskop goriintiileri. (Boyali olan damar endotel hiicreleri ok

isareti ile gOSterilmiStir.).......oevuiiieii i 103

XV



TABLOLAR DiZIiNi

Tablo no Sayfa no
Tablo 2.1. Deneysel tipik absans epilepsisi Kriterleri. ..........cccooevviiiiieniiiciicie e, 22
Tablo 2.2. Kemirgen modellerinde ve insanda tipik absans epilepsi ndbetlerinde
goriilen OzelliKIer. ... ..o 25
Tablo 3.1. WAG/Rjj si¢anlarda nobet takibi esnasinda goriilen davranislar ................. 68
Tablo 3.2. ACA grubunda bulunan siganlarin 6rnek nobet takip ¢izelgesi................ 69
Tablo 3.3. RIPA liziz tampon ¢6zeltisinin hazirlanmasi....................coooeennnn. 74
Tablo 3.4. Yiirlitme jelinin hazirlanmasi.........cccoverereneiiiiininneee e 75
Tablo 3.5. Yiikleme jelinin hazirlanmasi. ........c.ooeiveienenininisieiee e 75

Tablo 4.1. Deney hayvanlarinda izlenen spontan nobet sayilarinin gruplar arasi
degerlendirilmesi........oviiiiii i 81
Tablo 4.2. WAG/Rjj disi ve erkek siganlara ait 1. ve 5. tartim sonuglari.
(Ortanca (en kiigiik-en bliylik).........ooiiiiiiii e, 82
Tablo 4.3. WAG/Rij disi ve erkek siganlarin 1. ve 5. tartimlarindan elde edilen viicut
agirliklarinin grup i¢i karsilastirtlmasi.............oooooiii 82
Tablo 4.4. WAG/Rjj disi ve erkek sicanlarin gruplar arasi viicut agirliklarinin
karstlagtirtlmast.........ooeiii e 83
Tablo 4.5. WAG/Rij disi ve erkek siganlarin grup i¢i yem tiikketimlerinin
karsilastirilmasi (Ortanca (en kiigiik-en biiytik)..............oooiiiiiiinnn. 84
Tablo 4.6. WAG/Rjj disi ve erkek sicanlarin grup i¢i yem tiiketimlerinin
karsilagtirilmasi (Ortanca (en kiigiik-en biiytik)..............coooiiiiinin. 84
Tablo 4.7. WAG/Rjj erkek ve disi sicanlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks
ATF4/B-aktin protein seviyeleri (Ortanca (en kii¢lik-en biiylik).............. 86
Tablo 4.8. WAG/Rjj erkek ve disi sicanlarda hipokampiis ve somatosensoriyel
korteksteki ATF4 seviyelerinin gruplar aras1 karsilastirilmasi............... 86
Tablo 4.9. WAG/Rjj erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks
ATF6/B-aktin protein seviyeleri. (Ortanca (en kiiciik-en biiylk)............ 89
Tablo 4.10. WAG/Rij erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel
korteksteki ATF6 seviyelerinin gruplar arasi karsilastirilmasi............... 89

XVi



Tablo 4.11. WAG/Rij erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks
CHOP/B-aktin protein seviyeleri. Ortanca (en kii¢iik-en biiyiik)............ 91

Tablo 4.12. WAG/Rij erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel
korteksteki CHOP seviyelerinin gruplar arasi karsilastirilmasit............... 92
Tablo 4.13. WAG/Rij erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks
GRP78/B-aktin protein seviyeleri. Ortanca (en kiiciik-en biiyiik).............94
Tablo 4.14. WAG/Rij erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel
korteksteki GRP78 seviyelerinin gruplar arasi karsilagtirilmasi.............. 94
Tablo 4.15. GFAP ile boyanmis somatosensoriyel korteks ve hipokampiis koronal kesit
orneklerinin boyanma derecelerinin gruplar arasi karsilastirilmast.......... 97
Tablo 4.16. ZO-1 ile boyanmig somatosensoriyel korteks ve hipokampiis koronal kesit

orneklerinin boyanma derecelerinin gruplar arasi karsilagtirilmasi.........100

Tablo 4.17. Okludin ile boyanmis somatosensoriyel korteks ve hipokampiis koronal

kesit 6rneklerinin boyanma derecelerinin gruplar arasi karsilagtirilmasi...104

XVii



1. GIRIS

Epilepsi; beyinde bilissel, psikolojik, sosyal sorunlara da eslik eden ve nobet
gelistirmeye yatkin olma seklinde tanimlanan, yaygin norolojik bir hastaliktir (1). Absans
epilepsi, aura veya postiktal durum igermeyen nébetlerle karakterizedir. Absans nobetleri,
jeneralize nobetler olarak adlandirilan tiim beyne yayilan nobetlerdendir ve kisa siireli
biling kayb1 mevcuttur (2). Absans epilepsi nobetleri eriskinlerde de goriilebilir ama
nispeten nadirdir. Siklikla 6-12 yag arasinda goriiliir. Cocuklarin ailelerinin % 25-40’1nda
benzer nébetlerin gortldiigi bildirilmistir (2, 3). Bu nobetler, elektroensefalografi (EEG)
ozellikleri ile iligkili olarak, ani baglangicli ve sonlandirmalidir. Bununla birlikte, bilateral
senkronize, ani diken-dalga desarjlariyla (DDD) karakterizedir. Cocukluk c¢agi absans
epilepsisi, okul ¢agindaki ¢ocuklar arasinda goriilen diger epilepsi tiirlerine gore daha
yaygindir (3).

Fizyolojik kosullar altinda, beyin parankiminde optimal ndronal esas fonksiyon,
beyin mikrodamarlarmin endotelyal hiicrelerinden olusan kan-beyin bariyeri (KBB)
tarafindan saglanmaktadir (4). KBB, temel olarak beyin kilcal kapiller endotel hiicreleri
tarafindan olusturulur ve beyin homeostazisini diizenler. Epilepsi, beyin tiimdrleri ve
septik ensefalopati dahil olmak iizere, ¢esitli ndrolojik hastaliklarda KBB bozulmasi
goriilmektedir (5). KBB’de bulunan ve paraselliiler tasinma yolunu sinirlayan proteinler
baslica; klaudin-1, -3, -5 ile -12 ve okludindir. Zonula okludens (ZO) -1, -2 ve -3, aktin,
glial fibriler asidik protein (GFAP) ve vinkulin ise siki baglanti proteinlerine destek veren
yapilardir. Beyin mikrodamarlarinda, spesifik KBB marker proteini olan glukoz tasiyici-
1 ekspresyonunun epileptogenez siireglerinde azaldigi rapor edilmistir (6). Buna ilaveten,
KBB’de birlesme proteinleri olan ZO-1 ve okludinin, epileptik nobetler iizerine
etkinliginin arastirildig1 deneysel ¢aligmalar kisith sayidadir.

Endoplazmik retikulum (ER), salgilama islevinin yani sira, zar proteinlerinin
tiretilmesi ve katlanmasindan sorumludur. Protein katlanmasinin bozulmasi veya ER’de
yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi, ER stresi olarak bilinen patolojik bir duruma
neden olur (7). Bir sinyal iletim yolu olan ve katlanmamis protein yaniti (UPR) olarak
adlandirilan uyarlamali bir yanit: tetikler. Bununla birlikte, kronik ER stresi altinda, UPR
apoptozise yol agan sinyalleri ortaya ¢ikarir ya da hiicre 6liimiine neden olabilir.

Bu stresi engellemek i¢in 6ncelikle katlanmamis veya yanlis katlanmig proteinler

sitoplazmada proteozomlar tarafindan yikilmaya ¢alisilir (ERAD mekanizmast).



ER stres, ERAD mekanizmastyla diizeltilemeyecek diizeyde ise, hiicrede ER stresi
engelleyebilmek ve tekrar ER homeostazisini olusturmak i¢in UPR olarak adlandirilan
yolagin aktif hale getirilmesi gerekmektedir (8). Protein kinaz RNA benzeri ER kinaz
(PERK), proteinlerin tiretimindeki artis nedeniyle; elF2a/0karyotik baslangi¢ faktorii
2a’y1 (elF2a), aktive edici transkripsiyon faktord (ATF4) yoluyla mitokondriyal apoptozu
idare eden proapoptotik transkripsiyon faktorii olan C/EBP homolog proteinini (CHOP)
uyarir (9). CHOP’un gii¢lii uyarilmasi, hiicrenin biiyiimesinde duraklamaya ve apoptozise
sebep olmaktadir. Bu nedenle, CHOP, ER stresinde hiicrede apoptozisin aktive olmasinda
onemli rol oynar. ATF4, bir¢ok hiicre tipinde yiiksek diizeyde eksprese edilir; fakat ER
stresi sirasinda elF2a fosforile olmadan etkili bir sekilde translasyonu gergeklesemez.
ATF6 ise ER stres ile karsilagilinca posttranskripsiyonel modifikasyona ugrar ve ER
katlanma kapasitesini ylikselterek, strese karsi koruma saglamaya ¢alisir (10).

Immunglobulin baglayici protein (BIP), glikozla diizenlenen protein (GRP78)
olarak da bilinen, monomerik veya dimerik formda bulunan bir proteindir. Oligomerik
formu, depo seklidir. Monomerik formu ise saperon gorevi gormektedir. GRP78, ER
disinda niikleus ve mitokondride de bulunmaktadir. ER’de kalsiyum miktarinin azalmasi
ve glikozillenmemis proteinlerin birikmesi gibi stres durumlarinda hiicre yasaminin
stirdiiriilebilmesinde kritik rol oynamaktadir (11).

Son caligmalarla, kronik stresin protein katlama siirecini bozabilecegi ve bunun
sonucu olarak ER stresin kronik strese bagli néropatojenezde bir roliiniin oldugu one
siriilmiistiir. Bu calismalarda korteks, hipokampus ve amigdala dahil olmak iizere
merkezi sinir sisteminde (MSS) bir¢ok beyin bdlgesinde, ER stresinin meydana geldigi
bildirilmektedir (12). Bununla birlikte, ER stresin norolojik hastaliklarin patogenezine
katkida bulundugu molekiiler mekanizmalar kesin degildir. Ozellikle epileptik nobetler
tizerindeki etkilerinin altinda yatan molekiiler yolaklar biiyiik 6l¢iide belirsiz kalmaktadir.
Bu nedenle, epileptik ndbetlerin neden oldugu ER stres mekanizmasmin daha iyi
anlasilmasi, ER stres ile epilepsi arasindaki potansiyel baglantiy1 ortaya ¢ikarmak, yeni
tedavi stratejilerinin belirlenmesi i¢in olduk¢a onemlidir.

Kortikosteroidlerin, MSS’deki transkripsiyon diizenleyici olarak gdrev yapan
steroid reseptorleri ile etkilesime girdigi, bununla birlikte voltaja duyarli kalsiyum
kanallar1 lizerinden etki ettigi diistiniilmektedir (13). Epilepside kortikosteroidlerin etki
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.

Her ne kadar kortikosteroidler tekrarlayan ndbetleri tedavi etmek igin yaygin

olarak kullanilsa da, bu ndbetleri tedavide kullanimlari i¢in fikir birligi protokolii yoktur.
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Monoterapi olarak veya antiepileptik ilaglarla bir arada birkag farkli tipte
kortikosteroid kullanilmaktadir. Hidrokortizon, prednizolon ve metilprednizolon geligmis
bilissel islevlerin tedavisinde etkili olarak tanimlanmistir (14). Fakat farkh
kortikosteroidlerin farkli antiepileptik mekanizmalar1 olup olmadigini belirlemek ve bu
mekanizmalardaki kortikosteroid yapisinin ve altiinitelerinin roliinii tespit etmek igin
daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ vardir.

N-(p-amilsinnamoil) antranilik asit (ACA), ilk olarak fosfolipaz Az (PLA>)
inhibitort seklinde tarif edilmistir. Ancak elektrofizyolojik kayitlar, ACA’nin gegici
reseptOr potansiyel melastatin-2 (TRPM2) kanal blokeri olarak tanimlanmasina da olanak
saglamistir. Beyinde yaygin olarak bulunan TRPM2 kanallari, dogrudan oksidatif stres
ile aktive edilerek inflamasyon, sitokin salinimi ve noéronal 6liim gibi siireglerde rol
oynamaktadir (15). Ancak literatiirde, ACA’nin absans epilepside ER stres ve kan-beyin
bariyeri biitlinliigl iizerine ndroprotektif bir etkisinin olup olmadigina dair bir ¢calisma
mevcut degildir. Bu baglamda ACA’nin diger ndrolojik hastaliklarda oldugu gibi,
epileptik nobetler {lizerine ndroprotektif etkisinin arastirilmasina yonelik caligmalar
yapilmasina ihtiyag vardir.

Epilepsi tedavisinde antikonviilsan bir ilag olarak kullanilan hidrokortizonun ¢ok
sayida yan etkisi (uykusuzluk, alerjik reaksiyonlar, viicudun cesitli yerlerinde 6dem
olugmasi gibi) olmasi sebebiyle onun yerine, ACA’nin alternatif bir ajan olarak kullanilip
kullanilamayacag1 da diger bir arastirma konusudur. Mevcut tez ¢aligmasinda amag,
epilepsi tedavisinde kullanilan kortikosteroid yapisindaki hidrokortizon ile ¢esitli
norolojik hastaliklarla ilgili yapilan ¢alismalarda, noroprotektif 6zelligi gosterilmis olan
ACA’nin, absans epilepsi igin 6nem arz eden hipokampiis ve somatosensoriyel kortekste
ER stres ve KBB biitiinliigii tizerine koruyucu etkinliginin olup olmadigin1 aragtirmaktir.
Bu degerlendirmeler yapilirken, disi ve erkek WAG/R1j siganlarda cinsiyet ayrimi da
dikkate alinmis ve ACA’nin cinsiyet bazinda da etki diizeyleri arasindaki farkliliklar
ortaya konmustur. Bu ¢alismayla, absans epilepside KBB biitiinliigii ve ER stres {izerine
etkili olan olas1 patofizyolojik mekanizmalarin bu calisma ile net olarak ortaya
konulmasi, epilepsinin fizyopatolojisinde ve epilepsi tedavisi konusunda yeni

yaklasimlarin olugsmasina katki saglanmasi1 hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Epilepsi

Epilepsinin tarihgesine bakildiginda, bu kavramin esasen bir hastalik oldugu
fikrinin ilk kez eski Babil imparatorlugu ve Misir’da ortaya ¢iktig1 goriilmektedir (16).
Uluslararasi Epilepsi ile Savas Dernegi (ILAE) tarafindan nobetler, “Beyindeki anormal
asir1 veya es zamanli noronal aktiviteye bagh belirtilerin gegici olarak ortaya ¢ikmasi”
seklinde tanimlanmistir (17). Diinya ¢apinda bu durumdan mustarip olan yaklasik 65
milyon insan vardir. Epileptik nobetlerle iligkili olarak mortalite oranlarinin artmasi ve
komorbiditeler ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumlar da epilepsili kisilere ekonomik anlamda
biiylik bir kiilfet getirmektedir (17, 18). Genel olarak hastaligin seyrine bakildiginda,
epileptik nébet gegiren kisilerin giinliik aktiviteleri olduk¢a sinirlidir ve bu bireyler
ogrenmede zorluk yagamaktadirlar. Zira bu hastaligin insidansi oldukea ytiksek olup, su
anki tedavi olanaklar1 sinirli ve yetersizdir (19).

Epilepside ndbet aktivitesi parsiyel veya jeneralize sekilde goriilebilmektedir. En
yaygin nobetler, beyinde her iki hemisferi birlikte etkileyen jeneralize ndbetlerdir. Aksine
parsiyel nobetler beyinde 06zglin bir alan ile sirhidir ve belirli bir odaktan
tetiklenmektedir (20).

Travmatik beyin hasari, enfeksiyon, intraserebral kanamalar, tiimér, kortikal
displasi gibi c¢esitli ndérodejeneratif hastaliklar, kompleks febril nobetler ya da status
epileptikus (SE) ndbetleri gibi uzamis akut semptomatik nobetler, beyinde ciddi hasarlara
sebep olmakta ve neticede epilepsi vakalarint meydana getirmektedir. Bu vakalarda genel
olarak etiyoloji bilinmektedir ve bu oran yaklasik %40’tir (21). Epilepsi, insanlardaki
mevcut olan risk faktorlerinin tespit edilebildigi beyin ile alakali tek hastaliktir. Durum
boyle olsa da, risk grubundaki kisilerde epilepsi olusumuna tamamen engel olabilecek
profilaktik bir tedavi yontemi hali hazirda mevcut degildir (21, 22).

Epilepsi, 24 saat veya daha uzun bir siire i¢erisinde inme ya da kafa travmasi vb.
sistemik/akut etkinin olmadigi durumlarda genellikle nébet gegirme seklinde goriiliir.
ILAE’ye gore epilepsi, spesifik durumlarda ortaya ¢ikar.



Bu durumlardan bazilari: (a) sebebi bilinmeyen ve 24 saat ara ile olusan en az iki nobet
meydana gelmesi, (b) kisinin oniindeki 10 yil igerisinde iki nébet ge¢irmesinin ardindan
(Bu oran en az % 60°tir.) ilerleyen zamanlarda niiks etme seklinde devam eden ¢ok sayida
nobet gegirmesi ihtimali, (C) epilepsi sendromu tanis1 konulmasidir (22). Epileptik nobet
asamalar1 ise; preiktal donem (ndbetten Once), iktal donem (nébet sirasinda), interiktal
donem (art arda olusan nobetler arasi) ve postiktal donemler (ndbet sirasinda hastalarda
normal farkindalik diizeyine gecis yapma donemi) seklinde meydana gelir.

Iktal asamada siklikla, hastanin konusmasi ve komutlar1 takip etme yetenegi,
ekstremitelerinin durusu, hastanin yaralanmalarmin siiriip stirmedigi (6rnegin; dil 1sirma,

diisme), halsizlik, afazi vb. durumlar gézlemlenmektedir (23).

2.1.1. Epileptogenez

Genel tanimiyla epileptogenez, “latent periyot” olarak isimlendirilen epileptik
uyarinin bagladigi zaman ile ilk nobetin olustugu zaman aralig1 olarak ifade edilmektedir.
Yaklasik 130 sene once ilk defa, 1881 yilinda Gowers isimli bir bilim insani, beyin
hasariyla epilepsi ndbetinin baslangici arasinda aylarca siiregelen ve ndbet olmaksizin
meydana gelen latent bir araligin olustugunun farkina varmistir. Bu vakit alici siire¢ de
epilepsiyi beraberinde getirmektedir. Farkli epilepsi hastalarinda degisen uzunluga sahip
ve neticede kronik bir epilepsi tablosuna sebep olan hasarla tetiklenen siireg
“epileptogenez” seklinde tanimlanmaktadir (24).

Sekil 2.1°de gosterildigi gibi, epileptogenez siirecini tek bir mekanizma {izerinden
diisinmek ve tanimlamak dogru degildir. Esasen bu siire¢; nérokimyasal ve yapisal olarak
olusan bir¢ok degisiklik ile karakterizedir (25). Epileptogenez siirecini temel olarak 3
asamada inceleyebiliriz; (a) ilk hasarin olustugu evre, (b) latent periyot, (c¢) kronik
epilepsinin olustugu faz. Status epileptikus (SE) ile indiiklenmis hayvan modellerinin
kullanilmasiyla, ¢ogu hiicrede 6liim, gliozis, ndrogenezis ile ekstraseliiler matriksin tekrar
diizenlenmesi ve anjiyogenezis gibi siire¢ler hakkinda sonuglar elde edilmistir. Bunlara
ilave olarak, Strazburg’tan genetik absans epileptik sigan (GAERS) ve Rijswijk’ten
Wistar albino Glakso (WAG/Rij) si¢an gibi posttravmatik hasar ile olusturulan hayvan
modelleri de ¢alismalarda siklikla kullanilmistir (26).



Epileptogenez siirecinde en iyi tanimlanan ve en ¢ok etkilenen bolgeler; amigdala,
serebellum, parahipokampal korteks ile talamus da dahil olmak {izere c¢esitli beyin
bolgeleridir (27, 28). Bir¢ok farkli hastalikta da epilepside oldugu gibi, nérogenezin
diizeyleri degisebilmektedir.

Norogenez kronik hastaliklarda azalma gdstermekle birlikte, cogunlukla eriskin
memelilerde hipokampusun dentat girusunda bulunan subgraniiler bolge ile lateral
ventrikiiliin subventrikiiler alaninda goriilmektedir (29, 30).

Epileptojenik hasar olusumunun ardindan glial fibriler asidik protein (GFAP)
ekspresyonundaki artigla beraber ekstraseliiler proteinler, kemokin ve sitokinlerde de artis
olur ve artan bu maddeler gliyozise sebep olarak, epileptogenez siirecinin baglamasina
ortam hazirlar (31).

KBB gecirgenliginin artmasi ile beyin parankimi igerisine salinan immiin
hiicreleri tarafindan salinan ¢esitli maddeler direkt hasarlanma meydana getirerek, reaktif
gliozisi tetikler. Reaktif gliozis; noronal hasara karsin glial hiicrelerdeki morfolojik ve
fizyolojik degisiklikler seklinde tanimlanabilir. Reaktiflesmis glialardan salinan
sitokinler, amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropriyonik-asit (AMPA)reseptorlerinin
yogun olarak sentezlenmesini ve uyarict ndtransmisyonu artirabilirler. Sonugta nobetler,
gliozise ve ndbetlerin kisir dongiide devamina neden olarak, gliotik siireci siddetli hale
getirebilir (32). Glialarin epileptogenez siirece katkisi olmasina ragmen, bu konuda hala
cevaplanmayi bekleyen sorular mevcuttur.

Epileptogenez siirecinde, Siganlarda hipokampusun CA1 bolgesinde yer alan
piramidal hiicrelerin aksonlarinda ve insanda entorhinal kortekste, filizlenmeler oldugu
gosterilmistir. Bu filizlenmelere glutaminerjik néronlara ilaveten, gama amino biitirik asit
(GABA)’erjik inhibitdr aksonlarda da rastlanmistir. Bu konuda beyin dis1 baska herhangi
bir organda inceleme yapilmamistir (33).

Epileptik néronlar, GABA-A reseptorii araciligiyla GABAerjik nérotransmisyona
duyarlhilikta kisa ya da uzun siiren adaptif degisiklik gosterebilirler ve eksitatdr/inhibitor
dengesini bozarak, antiepileptik ilaglar ile hedeflenen iyilesmeyi zorlastirirlar. Bu konuda
yapilan en son ¢aligmalarla, GABA-A reseptorlerindeki epileptogenetik degisikliklere,
reseptorlerin agilip kapanmasinda gorev alan iskelet proteinlerinin degismesinin sebep
oldugunu ve bunun sonucunda GABAerjik sinapslari direkt olarak etkileyerek, inhibitor

GABAerjik akimi1 bozduguna yonelik bir goriis ortaya konmustur (34).



Bu calismalara ek olarak; Ostrojenler, kortikosteroidler, progestron ve
norosteroidlerin de nobet aktivitesi lizerine etki ettigi agiga cikarilmistir (35); fakat

mekanizma tam olarak aydinlatilmis degildir.
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Sekil 2.1. Epileptogenez siirecinin isleyisi (Reddy D.S. 2013’ten Tiirkgelestirilmistir.)
(35).

2.1.2. Epileptik Nobetlerin Siniflandirilmasi

Epilepsi ndbetlerinin siniflandirilmasmin ilk olarak 1909 baslamis ve 1960
yilindan itibaren Henri Gastaut tarafindan yeni bir epilepsi siniflandirilmasi 6nerilmistir
(36).

ILAE (Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Dernegi), epilepsinin ve ndbetlerin
simiflandirilmasi ile ilgili yeni ¢alismalar diizenleyerek, epileptik nébetlerin tedavisi ve
arastirilmasi ile ilgili olarak gilincel siniflandirmalar yapmay1 siirdiirmektedir. Bu yeni
simiflandirmalarla, epilepsi nobet tiplerinin tekrar gézden gegirilerek belirlenebilmesi
saglanmis, ayrica ndbete neden olan etmenler ortaya konmus ve boylece siniflandirmalar

prognozda ciddi anlamda bir yol gosterici olmustur.



Bunlara ilave olarak, nobet siniflandirmalarinin entellektiiel faaliyetlerde
bozukluk, otizm, 6grenme giicliigii vb. riskler yaninda ani 6liim riskleri hakkinda da
(Sudden Unexpected Death in Epilepsy- SUDEP) bilgilendirici olmasi oldukg¢a
Oonemlidir.

ILAE tarafindan 1985 senesinde “Epilepsi ve Epileptik Sendromlar” adi altinda
bir siniflandirma yapilmis ve uzun bir siire boyunca bu siniflandirma tartisilarak, yankilar
stirmiistiir. Ardindan ILAE, 1989 senesinde yeni bir siniflandirmaya imza atmis ve bu
tim diinyada genis kitlelere ulasmistir (37). Giiniimiizde yapilan bilimsel ¢alismalar,
epilepsi hastaliginin teshis ve tedavisine giincel yaklasimlar kazandirmis oldugu i¢in, her
ne kadar eski epilepsi siniflandirma ¢aligmalart uzun siire kullanilip kabul gérmiis olsa
da, bu hastaligin altinda yatan mekanizmalarin degismesi sonucunda yeni bir
siiflandirma yapilma ihtiyacit dogmustur. Bu sebeple ILAE tarafindan 2017 yilinda daha
cok etiyolojik 6zelliklerin oldugu yeni bir epilepsi siniflandirmasi yapilmis ve epileptik
nobetlere gilincel bir yaklasim kazandirilmistir (38). Bu yeni siniflandirma 3 asamadan
olugmaktadir ve antiepileptik ila¢ tedavisine yol gosterebilmesi agisindan her agsamada
mutlaka etiyoloji gz oniinde bulundurularak, siniflandirmaya dahil edilmistir.

Sekil 2.2.°de gosterildigi gibi, ilk asamada nébetler (fokal, jeneralize ve
bilinmeyen) seklinde, ikinci olarak epilepsi tipleri (fokal, jeneralize, kombine fokal-
jeneralize ve buna ek olarak bilinmeyen epilepsi grubu) ve son olarak da epileptik

sendromlar siniflandirmaya dahil edilmistir (37, 38).
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Sekil 2.2. ILAE 2017 yil1 ndbet tipleri siniflandirmasi (Fischer ve ark. 2017°den
Tiirkgelestirilmistir.) (37).

Fokal nobetler; beynin belirli bir bolgesinde baglamakta olup, ndbet esnasinda
bireyin beyninde goriilen elektriksel aktivitenin olustugu yere gore degisim gdsterir.
Nobet tanis1 hastanin bilincinin yerinde olup olmadigina gére konulmaktadir. Bunun
ardindan, nobet esnasinda hastada yasanan olaylar g6z oniinde bulundurularak “motor
baglangich” ya da “motor baglangici olmayan” nobet tanimlamasi yapilir (37).

Motor baglangich olan nobetler; otomatizm, atonik, klonik, epileptik spazmlar,
hiperkinetik, miyoklonik, tonik ndbetler ad1 altinda incelenir. Motor baslangici olmayan
nobetler incelendiginde ise; otomatik, davranigsal tutukluk, biligsel, duygusal ve duyusal
seklinde kategorize edildigi goriilmektedir. Fokal baslangi¢li ndbetler, zaman igerisinde
biitiin beyin bolgelerine yayilim gosteren elektriksel aktivite seklinde goriilebilmektedir
(38).

Jeneralize nobetlerde; beynin her iki hemisferinde es zamanli desarjlar ortaya
cikmaktadir. Bu ndbetler “motor” ve “motor olmayan (absans)” ndbetler seklinde 2’ye
ayrilmigtir. Motor ndbetler kendi igerisinde; tonik-klonik, tonik, klonik, miyoklonik,
miyoklonik-tonik-klonik, miyoklonik-atonik, atonik ve epileptik spazmlar seklinde

isimlendirilerek siralanmistir. Tonik ndbetler esnasinda viicudun tiimii ayn1 anda sertlesip
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gevseme gosterirken, klonik ndbetlerde ise yiizde ve viicudun tiimiinde ritmik sekilde
sallanma ve buna eslik eden kasilip gevsemeler goriiliir. Tonik-klonik nébetlerde sirasiyla
tonik, ardindan klonik faz goriilmektedir. Hasta, nobet esnasinda biling kaybina ugrar.
Miyoklonik nobetlerde daha ¢ok iist ekstremitelerde ¢ok kisa siireli, ani, fleksiyon ya da
ekstansiyon kasilmalar1 goriilmektedir. Atonik nobetlerde ise kisinin kaslarinda ani
gerginlik kaybi olur ve ardindan kisi yere yigilir. Epileptik spazmlar, genel olarak
cocuklarda goriilmekte olup, ellerde ve bacaklarda ani hareket ile kafay1 o esnada one
atma seklinde gézlemlenebilmektedir.

Nobetin baslangici belirlenemeyen, belirtileri anlasilamayan epilepsiler de

“bilinmeyen baslangicl epilepsiler” olarak siniflandirmaya dahil edilmistir (38, 39).

2.1.3. Epidemiyoloji

Diinya’da ¢ok sik rastlanilanan nérolojik rahatsizliklardan biri de hi¢ siiphesiz
epilepsidir. (40). Epilepsi hastalarmin %70 kadari antiepileptik ilaglar (AEI) ile tedaviye
1yi yanit vermekte ve bu sayede ataklarin kontrol edilmesi saglanabilmektedir.

Diisiik ve orta gelirli iilkelerde 6zellikle de kirsal kesimlerdeki hastalarin, iyi bir
prognoza ragmen %73.3’liik kism1 tedavi olanaklarindan yararlanamamakta veya tedavi
diizgiin sartlarda siirdiiriilememektedir. Tiirkiye’de epilepsi prevelanst % 0.8 ile %1.7
arasinda degisim gostermektedir fakat bu anlamda yapilan ¢aligmalar oldukga kisithdir
(41).

Yapisal ya da metabolik tip epilepsi goriilen hastalarda ise nedeni tam olarak
belirlenmemis olmakla beraber yasam beklentisi 10 yila kadar diismiistiir (42). Mortalite
orani, yiiksek gelirli lilkelerde yasayan epilepsi hastalarinda, genel niifusa gore 2 ile 5 kat
daha fazla goriiliirken, diisiik gelirli iilkelerde bu oran yaklasik olarak 37 kat artig
gostermektedir (43). Epilepsi ve psikiyatrik bozukluklar gibi komorbiditelerin altta yatan
sebeplerinin arastirilmasinda, 6zellikle de epilepsi ndbetlerinin baslangicindan sonraki ilk
yillarda goriilen yiiksek mortalite belirleyici rol oynamaktadir (42).

Son 20 y1l igerisinde ¢ok sayida yeni AEI kullanima hazir hale getirilmis olsa da,
epilepsi hastalariin bazilarmin ataklarinda kontrol saglanamamaktadir. Bu da ne yazik
ki epilepsi hastalarinda siklikla goriilen “ani beklenmedik 6lim” (SUDEP) riskindeki
artig1 beraberinde getirmektedir (44). Yapilan arastirmalarla yiiksek gelirli iilkelerde
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epilepsiden dolay1 meydana gelen Slimlerin en yaygin nedeninin, beklenmedik ani
oliimler oldugu saptanmistir (45).

Bir yilda epilepsi tanisi alan hasta sayisinin son donemlerde git gide artig
gostermekte oldugu, her yil da tahmini olarak 2.4 milyon insana bu taninin kondugu rapor
edilmistir (45, 46). Kontrolsiiz jeneralize tonik-klonik nobetler, diger nobet tiplerine gore
6liim orani artisinda yedi kat daha fazla risk faktorii olusturmaktadir. Diger risk faktorleri
ise erken baslangigli (<16 yas) ve uzun siireli ndbetlerdir (> 15 yas) (47). Genel
popiilasyona kiyasla, genglerde epilepsi ile iligkili ani 6liim riski, 16 ile 24 kat artis
gostermektedir (48).

Epilepsi yiikiinii artiran bir diger unsur da komorbiditelerdir. Bu durum hastalarda
ila¢ secimini ve buna ilaveten prognozu zorlagtirmaktadir. Epilepsiye; 6grenme giigliigii,
depresyon, dikkat eksikligi gibi durumlar da eslik edebilmektedir (49). Epilepsili kisilerin
yaklasik 1/3’line depresif bozukluk ya da anksiyete tanis1 konulmaktadir (50, 51).

2.1.4. Epilepsi Patofizyolojisi

Epileptik nobetlere neden olan anormal ve gegici Senkronizasyon, néronda
baglangi¢c bolgesi olarak tanimlanan epileptik odaklar ve baglanti yerlerinde degisik
isaretler olusturabilmektedir. Bu durum da ndronlarda iletisimi bozmaktadir. Epileptik
nobetlerin, noronal odakta uyarimin artmasi ya da inhibisyonda meydana gelen
azalmadan dolay1 oldugu diistiniilmektedir (51). Epileptik nébetin baslamasi, yayilimi ve
sonlandirilmasinda birbirinden farkli ndronal aglar islev gorebilir. Bunun yani sira
birtakim epigenetik faktorler (ndbetler, ilaglar, stres, inflamasyon gibi) ag dinamiklerini
ve sinyal yolaklarini, beyindeki gelisimsel siire¢ acisindan 6nemli 6l¢iide etkileyebilirler
(52, 53).

Yapilan in vivo ve insan c¢alismalarinda kortikal noronlarda, membran
potansiyellerinde ve ateslemede, depolarizasyona neden olan postsinaptik potansiyelde
anormal uzama ve biiylime oldugu gosterilmistir. Paroksizmal depolarizasyon kaymasi
(PDK) olarak bilinen bu durum, néronal ateslemeyi tetiklemektedir ve bununla birlikte
ateslenmis noronlar da ¢evrelerindeki noronlari atesleyebilme kapasitesine ulasirlar (54).
Epileptojenik odakta var olan "pacemaker" hiicreler atesleme o&zelligine sahiptir.
PDK’nin, MSS’deki temel eksitator norotransmitterleri olan glutamat ve aspartat ile

temel inhibitor norotransmitteri olan GABA arasindaki dengenin bozulmasi sonucu
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olustugu diisiiniilebilir. PDK olusumunda etkili olan diger faktoriin de iyon kanallarinda
meydana gelen bozulmadan olabilecegi fikri olusmustur (55).

Norotransmitterler, sinaptik alana bosalarak, bagli olduklar1 reseptore Ozgii
bolgesel postsinaptik potansiyeli olustururlar. Glutamaterjik yani eksitator ozellikteki
sinapslarda sodyum iyon (Na*) kanallar1 ve Ca?* kanallar1 agilarak, postsinaptik alanda
depolarizasyon ile eksitator postsinaptik potansiyeli (EPSP) meydana gelir. GABAerjik
yani inhibitor olan sinapslarda ise postsinaptik alanda klor iyonu (Cl") ya da potasyum
iyonu (K*) kanallar1 agilarak, hiperpolarizasyon ile inhibitor postsinaptik potansiyeli
(IPSP) meydana gelir. EPSP ve IPSP’ler ritmik olarak birlesir ve senkronize bir sekilde
elektroensefalogram (EEG) ile kaydedilen ritmik desarjlari olusturur (55, 56).

Bir epileptik nobet olustugunda, kortikal noronlar tekrarlayici aktivasyon ve
hipersenkron olustururlar. EEG'de olusan diken-dalgalar artan eksitasyonu, bunu
seyreden yavas dalgalar ise cevap olarak meydana gelen inhibisyonu temsil eder.
PDK’lar, EPSP’ye benzerdir ama ¢ok hizli ve ¢ok sayida desarj olusturmalari, genis
amplitiide sahip olmalar1 nedeniyle EPSP’lerden ayrilirlar (57).

Epileptik nobet olusumunun en fazla rastlandigi beyin bolgeleri, hipokampus ve
neokortekstir. Bu nedenle, hipokampus; diizenli sinaptik eksitator devrelere sahip olmasi
nedeniyle epileptik nobetlerin elektrofizyolojik yonden arastirilmasinda yogun olarak
kullanilan bir alandir. Hipokampusta siklikla incelenen alanlar; dentat girus, Ammon
boynuzu alt bolgeleri, CA1, CA2 ve CA3 alanlari, entorhinal korteks ve subikulum
seklindedir. Bu alanlar yiiksek diizeyde uyarici niteliktedir (58).

Cesitli epileptik sendromlarinda genetik faktorlerin rol oynadigi da birgok
calismada gosterilmistir. Genellikle olusan gen mutasyonlar1 sonucunda birtakim iyon
kanallarinin ekspresyonlarinda artis veya azalis durumunun meydana gelmesiyle,
noronlardaki iyon dengesi degisir ve ndronal uyarilabilirlik ile atesleme bu mekanizma
sonucu ciddi anlamda etkilenir. Ornek verilecek olursa; SCN1A geninde goriilen bir
mutasyon, voltaj kapili Na* iyon kanali iizerine etki etmekte ve bu da juvenil miyoklonik
epilepsi, febril ndbet-temporal lob epilepsisi (FNTLE) ve febril nobet- jeneralize epilepsi
(FNJE) olmak iizere ii¢ ayr epileptik sendromun olusumunda rol oynamaktadir (59-61).

Sekil 2.3’te gosterilmis olan ve epileptik ndbet olusumunda etkili oldugu
diisiniilen olasi mekanizmalar; a) eksitatdr sistemin uyariminda artis, b) inhibitor
sistemde olusan yetersiz aktivite, ¢) olusan yeni ndronal dongiilerin aktiflenmesi, d) hiicre
membraninda yer alan iyon kanallarmin sayisi, €) ndroinflamasyon, oksidatif stres ile

noronal hasarin meydana gelmesidir (61).
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Sekil 2.3. Epilepsi patofizyolojisinde rol aldig1 diisiiniilen mekanizmalar (Kobylarek ve
ark. 2019’dan Tiirkgelestirilmistir.) (61).

2.2. Absans Epilepsi

Absans nobet tipleri ilk kez Poupart tarafindan 1705 yilinda tanimlanmis olup,
daha sonraki siiregte 1770 yilinda Tissot, absans epilepsiye yeni bir tanim getirmistir.
1824 yilinda Calmeil ilk defa “epileptik absans” kavramindan s6z etmistir.

Esquirol, 1838 yilinda jeneralize grand mal nobetlere karsilik petit mal terimini
ilk kez kullanmis olup, absans ndbetler hakkinda ilk detayli bilgiler ise 1881 yilinda
Gowers tarafindan verilmistir. Hans Berger tarafindan 1920’lerde hayata gegen
elektroensefalografi ile EEG kayitlar1 alinmis, klinikte absans iktal desarjlar hakkinda
bilgi sahibi olunmustur (62, 63). EEG kullaniminin yani sira kullanilmaya baglanan video
monitdrizasyonuyla absans epilepsinin detayli olarak incelenmesi saglanmistir. Tiim bu
gelisimsel siireci takiben ILAE, yaptig1 ¢aligmalarla terminoljiye ve siniflandirmaya yeni
katkilar saglamistir (64).

Baslangi¢ yas1 3-13 yas arasinda degisen absans epilepsi ndbetlerinin, genellikle
6-7 yas arasinda pik yaptig1 ifade edilmistir (65). Nobet insidansinin yiiksek olmasi ve
Ozellikle absans epilepsi tiirliniin ¢ocukluk c¢aginda da goriilmesi, uzun seneler
siirmesinden dolayi, bireylerde hem sosyo-kiiltiirel hem de ekonomik hayatin olumsuz
yonde etkilenmesine sebep olmaktadir. Bu nedenle, absans epilepsi i¢in etkili bir

farmakolojik tedavi siireci gelistirilmesi ve bu baglamda fazla sayida ¢alisma yapilmasi
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gerekmektedir (66). Absans epilepsiler insanda ve hayvanda nobetleri en iyi bigcimde
tanimlanabilen epilepsi tiiriidiir (66-68).

Absans nobetler aniden ortaya ¢ikan diken-dalga desarjlar1 (DDD) ile tanimlanir.
Hareketsizlik, uyarana cevap vermeme, Kayitsizlik, gecici biling kaybi, bakakalma gibi
durumlarla karakterize edilir ve nobet olusumunun ardindan bu olaylarda diizelme
olamamaktadir. Klinik olarak ayirt edebilme acisindan absans ndbetlerdeki en dnemli
ozelligin “bos bakis” oldugu belirtilmistir. Ilk olarak Gibbs ve arkadaslari, absans
epileptik nobetlerin ardindan EEG iizerinde 3 Hz (Hertz)’lik diken ve yavas dalga

kompleksinin, bilincin bozulmasi ile baglantist oldugunu saptamistir (69).

2.2.1. Absans Epilepsinin Simiflandirilmasi

Absans nobetler, jeneralize motor olmayan ndbet tipleri igerisinde yer almaktadir.
ILAE 1981°de, absans nobetleri bilingte bozulma ile beraber hafif klonik, atonik, tonik
veya otonomik bilesenlerin bulundugu nébetler olarak siniflandirmistir. Bu nobetler
ILAE’nin 2017°de yaptig1 son siniflandirmaya gore; tipik, atipik, goz kapagi miyoklonisi

ve miyoklonik absans epilepsiler seklinde kategorize edilmistir (70, 71).

Tipik Absans Nobetleri

Tipik bir absans ndbet, siddeti zamanla degisiklik gdsteren, aniden baslayan ve
kisinin bilincinde farkliliklar ortaya cikartan jeneralize nobettir. Bu absans nobetler
esnasinda hafizada genel olarak bozulmalara rastlanirken, ergenlik doénemindeki
bireylerde bilincin biraz da olsa daha iyi korundugu ifade edilebilir (71). Tipik olarak
basta, goz kapaklarinda, kaslarda ve yiizdeki degisik kisimlarda klonik hareketlere
rastlanmaktadir. Miyoklonus durumu ise ekstremitelerde az goriiliir. Nobet Oncesi
donemde ellerde ve agizda cogunlukla otomatizmlere rastlanir. Bu durumlarin uzun siire
boyunca devam etmesi s6z konusu olabilmektedir. Bireylerde zaman igerisinde absans
status epileptikus (ASE) durumuna da rastlanmaktadir. ASE, davranigsal ve bilissel
degisiklikleri iceren, konvulsif Ozellik tasimayan, devamli ya da aralikli sekilde
nobetlerin oldugu idiyopatik jeneralize epileptik ndbetler arasinda yer alan bir ndbet

tipidir (71, 72). Tipik absans nobet tipinde diken-dalgalar iktal evre esnasinda mutlaka
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gozlemlenmelidir. Ergenlikte goriilen absans epileptik nobetlerde, diken-dalga desarjlari,
diizenli olmayan, daha siiratli (3.5-6 Hz) ve jeneralize ¢oklu dalgalar halinde gézlemlenir

(72).

Atipik Absans Nobetleri

Atipik absans epilepsi nobetleri, jeneralize nobet sinifinda yer almaktadir. Bu
nobetlerde ani baslangicin az olusu ve biling kaybinin daha fazla goriilmesi, onu tipik
absans epilepsiden farkli kilar (72). Bacaklar ve govdede kademeli ¢okiis, basin kas
tonusunda kaymas1 ve hafif miyoklonik gerginlik, absans epilepsili bireylerde rastlanan
genel ozelliklerdir.

Atipik absans nobetler, epileptik ensefalopatisi olan ve ciddi boyutta 6grenme
gicligii ¢eken, Lennox-Gastaut Sendromu olan c¢ocuklarda goriilmektedir. Bu
cocuklarda norolojik yetersizlik ileri sathadadir. EEG’de ortaya ¢ikan iktal paternler, tipik
absans nobetlerle kiyaslandiginda daha yavastir ve genel olarak 1,5-2,5 Hz araligindaki
dalgalarla karakterizedir (73).

Cocukluklarda goriilen tipik absans nobetlerinde diizenli seyreden 3 Hz’lik
jeneralize diken-dalgalar goriilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, baslangi¢ yasi 20 aylik
olan 8 bebekte tipik absans nobetleri incelenmis ve EEG'de 3-4 Hz diken-dalga desarjlari
oldugu rapor edilmistir. Bebeklerin hepsi ilag tedavisine cevap vermis ve bdylece 2-7 yil
icinde ndbet aktivitesi durdurulmustur. Bu nedenle, 3 yasindan 6nce goriilen absans

epilepsi uygun bir prognoz gosterir (74, 75).

2.2.2. Absans Epilepsi Patofizyolojisi

Absans epilepsi, idiyopatik jeneralize epilepsilerin bir alt tipidir ve absans
nobetlerin  kortikotalamik sistemdeki etkilesimlere bagli olarak ortaya ¢iktigi
diistiniilmektedir. Genel olarak, idiyopatik jeneralize epilepsiler ve ¢ocukluk ¢aginda
meydana gelen epilepsi nobetlerini agiklamak i¢in, DDD olusumunda esas olan temel
mekanizmalarin aydinlatilmasi ¢ok énemlidir (75).

Absans epilepsi patofizyolojisini arastirmak amaciyla inbred/transgenik hayvanlar
ile insanlar iizerinde calisma yapilmakta, genellikle benzer sonuglar elde edilmektedir.

Fakat ¢alismalarda davranigsal etkenler, absans epilepsi i¢in gelistirilmis ilaglara karsi
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bilinmeyen duyarliliklarin gelismesi sebebiyle, deneysel protokollerin mutlaka dikkatle
kontrol edilmesi saglanmalidir. Bu anlamda deneylerden elde edilen sonuglar1 agiklarken
de olasi fizyopatolojik farkliliklar g6z 6niinde bulundurulmalidir (76).

Sekil 2.4’te gosterildigi gibi, farkli donemlerde jeneralize absans ndbetler i¢in
patofizyolojik 6zellikleri dikkate alinarak 5 farkli teori ortaya konulmustur. 1954 yilinda
aciklanan beyin merkezli teoriyle, talamus orta hattinda meydana gelen desarjlarin,
subkortikal bir uyar1 odaginin derinliklerinden koken aldigi ifade edilmistir. “Talamik
saat” teorisi de 1991 yilinda agiklanmis ve buna gore; retikiiler talamik cekirdek,
kortekste olusacak ritmik iletiler igin; “Talamik saati tetikleyen (pacemaker) hiicrelere
sahiptir.” goriisti bildirilmistir.

Bagka aragtirmacilara gore, absans nobetlerin meydana gelmesinde, kortekste
olusan desarjlar en temel rolii oynamaktadir. Buna ilaveten, DDD’nin korteks i¢inde hizli
bir sekilde jeneralize ve fokal baslangi¢li oldugu ifade edilmistir (76).

Bir bagka teori de, 1968'de kabul edilen kortikoretikiiler teoridir. Bu teoriye gore;
DDD’lerde yer alan iglerin (spindle) olusmasinda, talamokortikal mekanizmalar etkin rol
oynamaktadir. DDD’lerin beyin merkezli mi frontal korteksten mi sekillendigi tartismasi
60’11 y1llara rastlamaktadir (77-80). Bu tartismalara kars1 Gloor, kortikoretikiiler hipotezi
One siirerek ortak bir fikir gelistirmistir. Bu teoriye gore; hipereksitabilite olusan beyin
korteksinde, talamusta meydana gelen ritmik ig osilasyonlar1 DDD’ye cevrilir.

Epileptik siganlarin iizerinde yapilan bir ¢alismada, DDD’lerin olugmasi igin,
saglam fonksiyona sahip bir talamokortikal agin olmasi gerektigi rapor edilmistir (81).
Calismada, ¢oklu diken-dalgalarda sinyallere iliskin analizler incelenmis, kortikotalamik
baglantilar yorumlanmis ve sonug¢ olarak somatosensoriyel odakta tutarli baglantilar
tespit edilmistir. Bu yorumlardan da anlagilacagi gibi, ndbet baslangicinda talamus,
korteks tarafindan tetiklenmekte, ardindan talamus ve korteks birlikte ritmik desarjlar

ayarlayip, giiclendirmektedir (82).
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Sekil 2.4. Jeneralize absans ndbetleri hakkinda 6ne siiriilen teoriler (Bertram 2013 ve
Meeren ve ark. 2005°ten Tiirkgelestirilmistir.) (81, 82).

Isaina0 euneiseg

Talamik Saat Teorisi Kortikal Odakh Teori

WAG/RIj siganlar tizerinde yapilmis bir galismayla, genetik olarak spontan sekilde
ortaya ¢ikan DDD’lerin ilk olarak somatosensoryel kortekste olustugu, daha sonra
talamik ¢ekirdege gecmeden evvel cabucak diger kortikal alanlara yayildig1 gosterilmistir
(83).

Retikiiler talamik c¢ekirdekte (nRT)’de meydana gelen senkronize ve giiglii
DDD’ler, kortikotalamik girdilerle birlikte EPSP patlamalarina sebep olur. Oncesinde
olusan hiperpolarizasyon, esigi diisik olan T-tipi Ca?* potansiyeli ve EEG diken
dalgalariin her birine karsilik gelen yiiksek frekansli ve uzun siireli olusan aksiyon
potansiyellerinin patlama yapmasini tetikler (84).

Sekil 2.5’te sematize edilen hipoteze gore; atipik nobetleri tetikleyen epileptiform
aktivitede, nobetler mediyal prefrontal korteks (mPFC) tabakalarinda (5.ve 6.) baslar ve
talamus ¢ekirdeklerinin konuslandigi alanlara (nRE) projeksiyon yapar. Buradan tekrar
mPFC’ye doniis yapar. Sonrasinda monosinaptik baglant1 kurularak hipokampusiin CA 1
bolgesi ile iletisim saglanir. Yansimali olarak ilerleyen bu devre, nRE ve nRT GABAerjik
noronlar arasindaki karsilikli iletisim ile diizenlenir. Dongiiniin tamamlanmasi ve bitisi,

talamokortikal bolgenin 4. tabakadaki ndronlarla baglanti kurmasiyla olur (85).

17



A B

Somatosensoriyel Korteks Medial Prefrontal Korteks

o
Ry Limbik alanlar

' CAt/subikulum ‘\
2 ® ‘
2 Shbbd |
c - -
s ® I Hipokampis [6)
o AT » . 3(+) ’ '
e M e 2 TRN
2 MO (*
g Re ~ .
- i) -
(1] A Amigdala ), %
° ' 4
‘ { ' S 3
=
O 9
- (38 "o
Re @ —

TiPIK ABSANS ATIPIK ABSANS?

Sekil 2.5. Absans epilepsi nobetlerindeki noronal devrelerin sematik gosterimi (Onat ve
ark. 2013’ten Tirkgelestirilmistir.) (85).

(A) lyi yapilandirlmus tipik absans nébetlerinin néronal devre semasi. (B) Atipik absans nébetlerinin
varsayilmis devresi. (-) inhibisyonu, (+) uyarmay1 belirtir. Sekilde gosterilen limbik sistem alanlari; AT:
Anterior Talamik Bolge, CM: Sentromediyan Bolge, MD: Medial Dorsal Bolge, Re: Reinuens Cekirdegi,
VBT: Ventrobazal Talamus, TRN: Talamusun Kaudal Retikiiler Nikleusu.

Kortikotalamik aglardaki ileri beslemeli inhibisiyonlar1 (FFI) agiklamaya yonelik
yapilan ¢aligmalar, ag baglantilari ile ilgili detayli bakis agilarinin olugmasini saglamistir.
Kortikotalamik sistemi kapsayan biyofiziksel ortalama alan modeliyle, absans ndbet
kontroliinde talamik FFI’larin etkisi oldugu sematize edilerek gosterilmistir (86, 87).

Sekil 2.6’da anatomik olarak gosterilen noral projeksiyonlarla birlikte, talamik
FFT’lar “mikrodevre motifi” seklinde isimlendirilmistir. Genellikle aglardaki baglantilar
eksitator Ozellik gdsteren glutamat ve inhibitor islev gosteren GABA ile yonlendirilir.
Buna gore kortikotalamik agda dort temel noral hiicre popiilasyonunun varligindan sz
edilmektedir: a) eksitator piramidal néron popiilasyonu (e), b) inhibitdér ara néron
popiilasyonu (i), ¢) talamusun retikiiler ¢ekirdegi (TRN) (r), d) spesifik role ¢ekirdegi.
(SRN) (s) (88).
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Sekil 2.6. Kortikotalamik ag ¢ergevesinin sematik olarak gosterilmesi (Chen ve ark.
2014°ten Tirkgelestirilmistir.) (89).

Ag iki bilesen igerir: (I) serebral korteks, (II) talamus. Derin beyin stimiilasyonu (DBS). Uyarici
projeksiyonlara kirmizi oklarla gosterilen glutamat aracilik ederken, engelleyici projeksiyonlara sirasiyla,
mavi kalin, yuvarlak basli ve kesik ¢izgilerle temsil edilen GABAa Ve GABAg reseptorleri aracilik eder.

Bu ¢erceveye gore, TRN’ye ait noronlar, beyin korteksinden gelen uyarici
sinyalleri alarak, GABA aracili inhibitdr sinyaller ise talamusun SRN’lerine iletilir.
GABAA ve GABARg inhibisyonlar1 ile degisik zamanlarda olusturulan inhibisyon, etkin
bir sekilde ¢esitli ndronlarda ¢coklu ateslemeleri tetikleyebilir. Bu inhibisyon mekanizmasi
ile kortikotalamik sistem i¢indeki absans nobetlerin baglamasi saglanmis olur (89).

Ileri diizeydeki arastirmalarla, TRN-SRN yolag: iizerinde GABAA ve GABAg
aracilt inhibisyonlarin, absans nobetler {izerine diizenleyici etkinliginin oldugu
kanitlanmistir. Neokorteks ve talamusun her ikisinde, noronlarin asir1 uyarimi ve
sonucunda olusan epileptik nobetlerde FFI kaybinin roliiniin oldugu yapilan deneysel
caligmalarda gosterilmistir (90). Ayrica GABAerjik pallidokortikal ve nigro-talamik
yollar1 kullanan bazal gangliyonlarin, absans nobet kontroliinde etkinlik gosterdigi
caligmalarla ortaya konmustur.

Sonug olarak, kortikotalamik sistemdeki bu yolaklarin devre dis1 birakilmasiyla,
DDD’lerin etkinliginin azalacagi, boylece absans nobetlerin engellenebilecegi diigiincesi
yaygin hale gelmistir (89).

Sekil 2.7°de gosterildigi gibi, beyindeki esas inhibitér norotransmitter olarak

bilinden GABA; ligand kapili iyon kanallarina ek olarak (GABAar ve GABAcRr) G-
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proteine baglanmis haldeki metabotropik reseptorleri (GABAgr’ler) etkinlestirir.
GABAAr ve GABACcr’nin aktiflenmesiyle, CI” iyonlarinin akisinin gergeklesmesi ve
sonunda da siiratli bir sekilde inhibitdr IPSP olusumu saglanir (91). GABAGg reseptoriiniin
(GABARgR); R1a, R1b ve R2 olmak fizere ii¢ alt tinitesi mevcuttur. Bu reseptoriin yapisi
heteromultimerdir. G-protein aracili K™ kanali elemanlari ile siirekli ve yavas inhibitor
cevaplar1 yonlendirir. Baz1 deneysel ¢alismalarda, GABAgr antagonistlerinin nobetleri
baskiladig1, agonistlerinin ise nobet siddetini artirdigi rapor edilmistir (91, 92).

Sinaptik sinyallemede ve glutamaterjik aktivasyon iizerinde antiepileptiklerin
olusturdugu patojenik degisiklikler, genetik modellerde somatosensoriyel kortekste
(SoCx) tespit edilmistir. GAERS'in neokorteksindeki NMDA’dan kaynakli sinaptik
baglantilar genis 6l¢lide dagilim gostermistir ve uzun stirmektedir (93).

Absans ndbetlerin epileptogenezini aciklamaya yonelik yapilan molekiiler
caligmalarda ¢esitli iyon kanallarinda bozukluklarin meydan geldigi gosterilmistir.
Voltaj-kapili iyon kanallarinda ve sinaptik sinyallemelerde meydana gelen bu
bozukluklarin, SoCx ve yakinindaki alanlarda epileptik nobetlere sebep oldugu da
vurgulanmigtir. WAG/R1j siganlarin SoCx’inde, genel olarak voltaj-kapili sodyum
(Navl.1, Nav1.6) kanallarinin mesajci riboniikleik asitlerinde (MRNA) bir artis oldugu
tespit edilmistir (94).

20



GABA(B)
heteroreseptor

GABA bakicfen / x
rekadets) artagoast ~7 \'9
\ ,y/ B\ ) o .l ) Gvunut B8

'Y (\ Ligind toganas ok
-\
'\ e

\ /¢« camm |
. otoreseptor 2
) )

N >
—— ‘\ ) /mmmwwnw \/\ / AN

Oataseler & £ £ L LLR A
PERA Fv m 88383888 ‘Q‘ | ‘ Dikenler |
‘ 1 k “\ ) |
LR g g ¥ L WYY ) | |
htraseider ) \'/ ),.__/ / (
(A knrenh motter I N\ o i /,/ Dendrit gaftar | "
() CABBR2 arciys eteretrimerk 6 W m -
/ pechenierin ptasyoty bt
(- Postuinaph GABA (0)  GABA (A) resephiry
resaptony

Sekil 2.7. GABA(B) reseptoriiniin heterodimerik yapisinin sematik gosterimi (Cryan ve
ark.2005’ten Tiirkgelestirilmistir.) (91).

Fonksiyonel GABA (B) reseptorleri, GABA (B) R1 ve GABA (B) R2 reseptorlerinin, C terminalindeki
sarmal bobin motifleri ve transmembran ile hiicre dis1 alanlarin etkilesimi vasitasiyla olusturulur.

Ligand baglanmast GABA (B) R1 ile elde edilirken, GABA (B) R2 allosterik modiilasyona ugrar ve G-
proteinini aktive eder. Beyinde iki GABA (B) R1 izoformu, GABA (B) Rla ve GABA (B) R1b seklinde
eksprese edilir. GABA (B) Rla'da iki "Susi motifi" vardir ve bunlar GABA (B) R1b'de yoktur. GABA (B)
reseptorleri hipokampilis membranlar1 iizerinde; presinaptik, postsinaptik ve de ekstrasinaptik olarak
bulunur. GABA salma terminallerinde, presinaptik GABA (B) otoreptorleri, GABA'nin salimini inhibe
eder ve heteroreptorler ise diger birka¢ norotransmitterin (6rnegin glutamat) salimini inhibe eder.
Postsinaptik membranda GABA (B) reseptorleri, K* kanallarin1 aktive eder ve GABA (A) reseptor
aktivitesini inhibe eden yavas IPSP’leri indiikler. Ekstrasinaptik membranlardaki reseptorler muhtemelen
yakindaki sinapslardan GABA’nin salinmasi ile aktive edilir (91, 93).

2.2.3. Absans Epilepsi Deneysel Hayvan Modelleri

Absans epilepsi ile ilgili yapilan caligmalardaki bilgilerin biiyiik ¢ogunluguna,
yapilan hayvan deneyleriyle, 6zellikle de si¢an ile farelerle olusturulan genetik modeller
sayesinde ulasilmaktadir. Ayrica, birtakim hastalarin fenotiplerinin daha siddetli olusu,
(olusan bilissel bozukluklar), bu nedenle de beyin fonksiyonlarinin ¢ok daha iyi 6l¢iide
aciklanabilmesi ve absans epilepsi olusum mekanizmasinin 6grenilmesi gerekliligi,
antiepileptogenetik ¢alismalara olan ihtiyaci kagmilmaz yapmaktadir. Tipik absans
epilepsisinin ¢ocuklari ve ergenleri etkileme oranlar1 birbirinden oldukga farklidir ve bu
sebeple insandaki etiyolojiyi etik nedenlerle incelemek zordur (95). Tipik absans epilepsi

modeli i¢in gegerli kriterler Tablo 2.1.’de verilmistir. Genetik ve art arda epileptik ndbet
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geciren hayvanlarla ¢aligmanin yani sira, bu hayvanlarda goriilen 6zelliklerin hastaligin
insandaki dogal ve klinik 6zelliklerine de benzer olusu, epilepsi ¢alismalari i¢in dnemli
imkanlarin olugmasini saglar. Bu modeller sayesinde, absans epilepsinin evrimsel

stirecini, fizyopatolojisini anlamak ve agiklayabilmek daha da kolay hale gelir.

Tablo 2.1. Deneysel tipik absans epilepsisi kriterleri (96).

a) Tekrarlanabilirlik ve éngoriilebilirlik

b) Olgiilebilirlik

¢) GABAerjik ilaclar tarafindan nébetlerin siddetinin degistirilebilmesi

d) Tek bir gelisimsel profil gostermesi

e) GABAE reseptor antagonistleri tarafindan bloke edilebilmesi

f) EEG ol¢iimlerinin ve davramislarin insan durumuna benzer olmasi

g) Uygun farmakolojik 6zellikler tasimasi

h) Hipokampiiste absans jeneralize DDD’lerin izlenebilmesi

i) Talamokortikal mekanizmalara katilimi

EEG’de davranissal tutulum ile iliskisi dikkate alinarak, farelerde ve siganlarda
spontane olusan DDD kayitlar1 alinmis ve bu sayede ¢esitli genetik hayvan modelleri
tanimlanmustir (96). Deneysel hayvan modellerinin absans epilepsinin patofizyolojisinin
anlasilmasina olan katkilar1 6zetlenecek olursa; 1) Hareketsiz haldeki veya serbest hareket
eden hayvanlarda siirekli ve diizenli DDD’leri kaydedebilme olanag: vardir. i1) Epilepsi
nobeti goriilen ve ndbet aktivitesi olmayan alanlardan alinan kayitlardaki veriler
kiyaslanabilmektedir. iii) Epileptik ndbetlerin baslangi¢ evresinde, deney hayvanlarinin
ozellikleri detaylica incelenebilmektedir (96).

Deneysel modeller arasinda, iizerinde en yaygin ¢alisilanlar WAG/Rij ile GAERS

irklarina mensup siganlardir. Absans epilepsinin patofizyolojisi arastirmalarinda,
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cogunlukla monojenik mutasyonlarin oldugu fareler tercih edilmektedir. Fakat farelerde
elektrofizyolojik yontem kullanimi oldukg¢a sinirlidir. Biitiin genetik absans epilepsi
modellerinde, deney hayvanlarinin frontal ve pariyetal kortekslerinden EEG kayitlar
alinmakta, bu kayitlarda da ani baslangi¢hi-bitisli, senkronize ve ¢ift tarafli DDD’lere
rastlanmaktadir (97).

Genetik olarak belirlenmis si¢an suslarinin farmakolojik modellere gore en biiyiik
avantaji, insandaki spontan DDD’lerin kronikligine benzerligidir. Ek olarak, genetik
modeller, elektriksel stimiilasyonla veya farmakolojik miidahalelerle harici olarak
manipiile edilen ndrotransmisyonun, yanlis degerlendirmeye yol agabilecegi metodolojik
onyargidan kaginir. Genetik faktorlerin, absans epilepsisi de dahil olmak iizere idiyopatik

jeneralize epilepsilerde belirgin bir roliiniin oldugu gosterilmistir (98).

2.2.4. Tipik Absans Epilepsi Deneysel Hayvan Modelleri

Tipik absans epilepsi nobetleri, uzun siiren jeneralize ve konvulsif olmayan
nobetler sinifinda yer almaktadir. Epilepsi ndbeti gegiren insanlar ile hayvanlar tizerinde
gerceklestirilen ¢aligmalar, tipik absans ndbetlerinin serebral korteksteki belli alanlardan
kaynaklandigin1 rapor etmistir. Ancak, ndbetlerin gergeklestigi alanlarin hiicresel ve

bolgesel ag olusum mekanizmalari net sekilde agiklanamamustir (99).

Strazburg’tan Genetik Absans Epilepsili (GAERS) Sican Modeli

Aragtirmacilar, Wistar siganlarinin 6-12 aylikken iireme kolonilerinde % 31
oraninda diken-dalga tipi EEG desarjlar1 olusturdugunu gézlemlemistir (98). Daha sonra
bu Wistar sicanlar1 secilerek melezlenmis ve DDD’lerin sayist goz Oniinde
bulundurularak “Strazburg’tan Genetik Absans Epileptik Sicanlar1 (GAERS)” olarak
adlandirilan bir 1k olusturulmustur. Boylece segilen ebeveynlerin 3-4 nesil boyunca
tiremesiyle, sicanlarin % 1001niin etkilendigi bir tiir meydana getirilmistir (99).

GAERS modelinde sicanlar, EEG’de ani baslangi¢li ve sonlanmali kendiliginden
7-11 Hz'lik DDD’ler olusturur. Bu desarjlarla hayvanlarda tipik olarak donakalma ve
hareketsizlik gozlenir. Gama-hidroksibiitirik asit ve GABA, DDD’lerin olusumunda
GAERS'lerde 6nemli bir etki yapar.
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Bununla birlikte; pentilentetrazol (PTZ) ve penisilin ile DDD’ler ¢ok daha siddetli bir hal
almaktadir. Bu siganlarin DDD’leri, fasial somatosensor korteksinden baslayarak iki
hemisfere yayilim gosterir (100).

GAERS modelinde noébetlerin genel olarak somatosensoriyel kortekste olustugu
goriilmiis, ayrica nobet esnasinda olusan desarjlarin kortikal alanin 5. ve 6. tabakasinda

yer alan noronlarda basladigi bildirilmistir (101).

Wistar Albino Glaxo / Rijswijk (WAG/Rij) Sican Modeli

WAG/Rij irki siganlar, 1924’te Londra’daki Glaxo Laboratuvarlari’nda A.L.
Bacharach tarafindan Wistar stokundan tiretilen WAG susundan tiiretilmistir. WAG/RIj,
kardes-kusak ¢iftlesmesinin 130’dan fazla nesildir yiirtitiildiigii bir melez sustur. Bu
¢izginin disinda WAG/Cpb, WAG/Kyo, WAG/Mbl ve WAG/Orl suslart gibi bagka alt
cizgiler de olusturulmustur. 1986 yilinda, tim yetiskin WAG/Rij siganlarinin, hafif klinik
semptomlara eslik eden DDD’ler gelistirdigi kesfedilmistir (102).

Hem pasif uyaniklik, dikkatsizlik, hem de uyku ve uyanis arasindaki gegis
sirasinda, 6 aylik disi ve erkek WAG/Rij siganlarda, giinde ortalama 300-400 desarj
meydana gelir. Bu desarjlar; aktif uyaniklik, derin yavag dalga uykusu ve REM uykusu
sirasinda nadiren ortaya ¢ikabilirler (103). Bu kortikal EEG belirtileri, 2-3 ayliktan dnce
gozlenemez. DDD faaliyeti 1-30 s siiren patlamalardan ve 7-10 Hz ani dalga frekansindan
olusur (104, 105).

Cift tarafli simetrik sivri dalgalar, fronto-parietal alandan baglayarak tiim kortekste
yayilim gosterir. Nobetler, yiiz miyoklonik refleksler, biyiklarin segirmesi, nefes almay1
hizlandirma, bas egme ve goz segirmesi gibi fenomenolojik semptomlarla birlikte goriiliir
(106).

WAG/Rjj sigan modeli, sicanlarda klinik ve elektroensefalografik semptomlarin
es zamanl olarak ortaya ¢ikmasi ve DDD'nin varligi sirasinda yanit verme hizindaki
azalma agisindan "yiiz gecerliligi" 6zelligini saglamaktadir. Bu modelin ayrica, konvulsif
epilepside ilag¢ etkinliginde 6zgiilliikk gosterdigi ancak absans epilepsisinde bu durumun
gecerliligi olmadig1 dngoriilmektedir (106). Ilaglar insandaki diken-dalga aktivitesini
etkilemekte, siganlarda da ayni etkiyi gostermektedir.

Uyku doneminde alinan kayitlarla, diken-dalga desarjlar1 arasindaki iliski, hem

insan hem de siganlarda nobet aktivitesinin kdkenine bagh olarak incelendiginde, bu
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modelin yapisal olarak gecerliligini gostermektedir. Bu nedenle WAG/Rij modeli absans
epilepsi arastirmalarinda kullanima uygundur (102).

WAG/Rij ve GAERS modelleri izomorfik 6zellikleri bakimindan, tipik absans
epilepsisinin en fazla kabul goren genetik sican modelleridir (95, 107). Elektrofizyolojik
DDD’leri ve davranigsal (davranigsal tutulma) ozellikleri, tipik absans epilepsisi olan
insanlarda gozlenenlere yiiksek derecede uygunluk gostermektedir. insandaki DDD
olusumunda yer alan genetik kalittm ve serebral yapilardaki benzerlikler, GAERS'in
homolog bir absans epilepsisi modeli olabilecegini diisiindiirmektedir. Model ayni
zamanda elektroensefalik kayitlarda kolayca tespit edilebilen spontan tekrarlayan
ndbetler nedeniyle farkli entegrasyon seviyesindeki nobetlerin olusumunda yer alan noral
devreleri ayn1 anda kesfetmeye yardimer olur (107).

GAERS ve WAG/Rij’deki DDD'ler, 7-11 Hz temel frekansi ile ¢ok benzer, yliksek
genlikli asimetrik senkronize ritmik aktiviteler gosterir. WAG/R1ij sigan modeli, epileptik
hastalarin farmakoterapisi hakkinda tahminler yapilmasinit saglar ve bu nedenle bu tiir,
insan absans epilepsisinin gecerli bir modeli olarak kabul edilir. Tablo 2.2°de gosterildigi
gibi epileptik siganlarin absans nobetlerinin EEG kayaitlari, insan epileptik hastalari ile
paralel 6zellikler gostermektedir. Bu modeller, klinik durumlara yakin absans ndbetlerin

dogal siirecini incelemek i¢in idealdir (108).

Tablo 2.2. Kemirgen modellerinde ve insanda tipik absans epilepsi ndbetlerinde goriilen
ozellikler (104).

Sigan [ fare insan

Bilateral senkronize DDD T +
EEG DDD sikhig 711 Hz 2.54 Hz

Talamus & korteks DDD'si + +
Hipokampiis DDD'si -

. Donakalma,miyoklonus
Iktal davranig |DDD siiresince hareket - -
Tam EEG, davranigsal korelasyon + +

ETO,VPA,TMD
Farmakoloji |GABA (A)&(B) reseptorleri t t
GABA (B) reseptorii : Veri yok

Ciddi bilissel bozukluk -

25



Gama- Hidroksibiitirik asit (GHB) Kemirgen Modeli

GHB kemirgen modelinde talamokortikal alanda olusan ¢ift tarafli 7-9 Hz’lik
DDD’ler goriiliir. DDD’lerin olusum mekanizmasi ve patogenezine G-proteinler aracilik
eder. Bu modelin yiiksek ihtimalle presinaptik GABAg reseptorii seklinde gorev yaptigi
diistiniilmektedir. GHB verilen siganlarda, diger modellerde oldugu gibi DDD’ler
hipokampiiste gozlenmemektedir. Baz1 ¢alismalarda GHB ile olusan absans nobetlerin
baslamasi ve devam ettirilmesinde, GIUR2 alt biriminin etkin olabilecegi de belirtilmistir
(107).

Letarjik (1h/Ih) Farelerle Olusturulan Deney Modeli

Bu modelde, GABAgr antagonistleri nobetler iizerinde inhibisyona neden
olurken, GABAB&r agonistleri absans nobetleri tetikler. Bu modelde absans nébetlerin
talamokortikal bolgelerde olusmasinda ve yayiliminda siklik adenozin monofosfat
(CAMP) ile deoksiriboniikleik asit (DNA) baglanma aktivator protein-1 artisinin etkili
oldugu da ifade edilmistir (109). GABAgr antagonistleri ile yapilan ¢alismalarda, bu
antagonist aracilifiyla olusan sinaptik yanitlarla fareler lizerinde absans ndbetlerin

olusabileceginden bahsedilmistir (110).

2.2.5. Absans Epilepside Meydana Gelen Davramssal Degisiklikler

Epileptik nobetlerde en ¢ok rastlanan durumlardan biri hi¢ siiphesiz bilissel
bozukluklardir. Cogunlukla ¢ocukluk ¢aginda goriilen epilepsi nobetlerinde; konusma
zorlugu, psikiyatrik bozukluklar ve biligsel fonksiyonlarda gerileme goriilmekte, dikkat
sorunlari, depresyon ve 6zgiiven sorunu vs. durumlari da bunlara eslik etmektedir. Limbik
sistem, DDD’lerin olusum siirecinde aktif olarak gorev almaktadir. Ozellikle cocukluk
caginda goriilen absans nobetlerde beynin biitiin kisimlarinin aktif oldugu goriilmiistiir.
Genel olarak talamokortikal ve limbik bolgeler ile temporal lobun birbirleriyle baglantili
sekilde aktiflendigi birgok deneysel calismayla ortaya konmustur. Ozetle limbik
bolgelerin neredeyse tamaminin absans nobetlerin olusum mekanizmasina katildig: ifade

edilmistir (111, 112).
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2.3. Beyinde Bulunan Bariyerler

Beyinde, ndronal i¢ dengenin ve MSS’nin korunmasindan sorumlu cesitli
bariyerler mevcuttur. Sekil 2.9°da gosterilen bu bariyerler; araknoid bariyer, KBB ve
koroid pleksustaki ependim hiicrelerinden meydana gelen kan-beyin omurilik sivi (BOS)
bariyeri seklinde siralanabilir. KBB; beyin kan damarlarindaki endotel hiicrelerinden
koken alir (113). Ayrica paraselliiler ve transselliiler tasima sistemlerini kullanarak, beyin
icerisine madde ge¢isinin sinirli olmasini saglar. Bununla birlikte endotel hiicreleri,
tizerine oturduklar1 bazal lamina, perisit gibi yapilar ile birlikte islev gorerek, beynin
tamamindaki yapilari zehirli maddelerin etkilerinden korumaktadir. Reseptorler ve
tasiyici proteinler sayesinde genellikle transselliiler yol kullanilarak, beyin parankimine
gereksinim duyulan maddelerin gegisi gerceklesmis olur. Bu sayede noéronal i¢ denge
saglanir ve stirdiiriiliir (114, 115).

Sekil 2.8’de gosterilen norovaskiiler iiniteye bakildiginda, KBB’yi olusturan
endotel hiicreleri ile astrosit, perisit, mikroglia, noronlar ve oligodendroglia yapilarinin
iletisim halinde oldugu goriiliir. Bununla birlikte, epileptik nébetlerin nasil meydana
geldiginin tam olarak anlasilmasi ve epileptogenez siirecinin fizyopatolojik siirecinin
aydinlatilmasi i¢in, KBB’nin ¢ok 6nemli bir yap1 oldugu diisliniilmektedir. KBB’nin
islevinde ortaya ¢ikan degisimlerin nobetlerin tetikleyicisi mi oldugu ya da ndbetlerin
ardindan olusan KBB bozulmasinin nébetin siddetini ve sikligini artirmada roliiniin olup
olmadigi heniiz net olarak agiklanamamistir (115).

Baz1 ¢alismalar sonucunda, KBB’de meydana gelen bozulmanin, c¢esitli
norodejeneratif hastaliklarda goriilen semptomlardan 6nce olugsmaya bagladigi konusunda
bir takim veriler elde edilmistir. Beyin kapillerinde meydana gelen hasar ile ilgili yapilan
bir ¢alismada; Alzheimer hastaligina iligkin bilissel bozukta olusan semptomlardan 6nce,
erken evrede, norovaskiiler olarak KBB’de bozulma meydana geldigi, buna bagli olarak
mikrotiibiil iligkili proteinleri olan tau ve amiloid-f proteini ile etkilerin ne seviyede
olustugu yapilan analizlerle (BOS, norogoriintileme, ndropatolojik analizleri)
aciklanmistir. Bu ¢alisma sonucunda, Alzheimer hastaligi ve gesitli noérodejeneratif
hastaliklarda, hastaligin klasik olarak bilinen belirtegleri disinda, kisilerin beyinlerindeki
hipokampiis alaninda, norovaskiiler hasarlarin ve KBB bozukluklariin hastaligin

baslangicinda bir biyobelirteg olarak islev gorebilecegi diisiincesi olusmustur (116).
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Sekil 2.8. Norovaskiiler tinitenin sematik gosterimi (Sweeney ve ark. 2019’dan
Tiirkgelestirilmistir.) (115).

A) Norovaskiiler tinite, endotelyal hiicreler ve beyin kilcal damarlari, ventiller ve prekapiller arteriollerin
tizerindeki perisitler gibi duvar hiicrelerini igeren vaskiiler hiicrelerden olusur; arteriyoller, kiigiik arterler
ve damarlar {izerindeki vaskiiler diiz kas hiicreleri; astrositler, mikroglia ve olidogendrositler gibi glial
hiicreler ve noronlar. Endotelyal ve duvar hiicrelerindeki molekiiler ekspresyon paternleri, arteriyo-kilcal
vendz heterojenite (zonasyon) yaratarak, vaskiiler dallanma seviyelerinde farklilik gosterir. Penetran
arterler seviyesinde (sol i¢ kisim), endotelyal hiicreler damar duvarinin i¢ tabakasini olusturur. Bazal
membran, endotelden 1 ila 3 vaskiiler diiz kas hiicresi katmanindan pia araciligiyla ayrilir. Virchow-Robin
alani, astrositik son ayaklarin olusturdugu pia ve glia sinirlayicilart arasindadir. Arteriolar diizeyde,
vaskiiler diiz kas hiicreleri, tek bir katmana indirgenirken, endotel tabakasi, penetran arterlerin ve kilcal
damarlarin endoteliyle bir siireklilik gosterir. Kilcal seviyede (sag taraf), perisitler ve endotel hiicreleri bir
bazal membrani paylasir ve farkli tiplerde hiicresel baglantilar sergiler. Hem arteriyolar hem de kilcal damar
duvari astrositik ug¢ ayagi ile kaplidir. Vaskiiler diiz kaslarin, perisitlerin ve astrositlerin hepsinde néronal
innervasyon vardir. KBB, norovaskiiler iinite iginde merkezi olarak konumlandirilir ve vaskiiler agag
boyunca uzanan, beyin kilcal damarlar1 seviyesinde ve arteriyovendz eksen boyunca diisiik paraseliiler
[transseliller gegirgenligi ifade eden sikica kapatilmig endotel tabakasindan olusur. B) Norovaskiiler
iinitenin farkli hiicreleri, KBB biitlinliigiinii, serebral kan akisini, hiicre dis1 matris etkilesimlerini ve
norotransmiter klirensini diizenler ve anjiyogenez ile nérogeneze de katilir.
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Sekil 2.9. Farkli tipteki beyin bariyerleri (Schmitt ve ark.2017°den Tiirkgelestirilmistir.)
(116).

A: Meningeal bariyer. Subaraknoid bosluk, serebrospinal sivi (SSS) ile ayrilan araknoidi ve pia materi
ayirir. Pia mater, beyin ve omuriligin yilizeyine sikica yapisan meningeal zarftir. Pia mater'nin altinda, beyin
parankimasinin yakininda/iistiinde, astrositik u¢ ayaklar1 igeren glial sinirlayici membran bulunur. Pia
mater, MSS parankimine yayilan/niifuz eden bir kan damari1 ag1 (enine kesit gosterilmistir) igerir. Kan
damarlar1 sik1 baglantilar ile birbirine bagli endotel hiicreleri tarafindan olusturulur. B: KBB. Beynin daha
derin yapilarina sizan daha kiigiik kan kilcal damarlarindan olusur (yan gériiniim enine kesiti). Perivaskiiler
boslugun perisitleri bitirdigi ve astrositik ucun bazal endotelyal hiicreler etrafinda ayaklar1 kapladigi ve
birlikte ndrovaskiiler iiniteyi olusturdugu postkapiller veniildedir. Not: Tanimin aksine, tim endotel
hiicreleri perisitler tarafindan c¢evrelenmez. C: Koroid pleksus. D: Beyin parankimini BOS iceren
ventrikiillerden ayiran gegirgen ventrikiiler bariyer.

2.3.1. Bariyer Ozelligi Tasimayan Beyin Alanlar

Beyinde MSS’nin sirkumventrikiiler ve ventrikiiler bolgelerinde bariyer 6zelligi
olmaksizin yarar saglayan ve ¢ok Oonemli gorevleri olan alanlar da mevcuttur. Sekil
2.10°da gosterilen bolgeler; subfornikal organ, pineal bez, lamina terminalisin organum
vaskulosumu, nérohipofiz ve area postrema’dir. Sistem igerisinde 4 ayr1 bosluk yer
almaktadir. Bosluklar; BOS iiretiminde gorev alan koroid pleksustaki 2 adet lateral
ventrikiil ve Kkapiller damarlardan olusan {igiincii ve dordiincii ventrikiillerdir.
Sirkumventrikiiler organlar, li¢iincii ve dordiincii ventrikiil duvarlarinin etrafinda yer

almaktadir. Zengin damarlanma yapisina sahip bu organlar, kapiller damarlar ve kan
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akimi araciligiyla, beyin parankimine madde taginimi icin direkt baglanti saglamaktadir
(117).

Sirkumventrikiiler Organlar
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Sekil 2.10. Bariyer 6zelligi tasimayan beyin alanlar1 (Xin ve ark. 2012’den
Tiirkgelestirilmistir.) (117).

2.3.2. Kan-Beyin Bariyeri ve Genel Ozellikleri

Kan-beyin bariyeri tanimi, ilk kez Alman bir mikrobiyolog olan Paul Ehrlich
tarafindan 1902 yilinda yapilmistir. Bilim insani, bu konu ile ilgili yaptig1 bir ¢alismada,
deney hayvanlarina intravendz olarak tripan mavisi enjeksiyonu yaptiginda, beyin
disindaki tiim organlarin boyandigini kesfetmistir.

Yillar sonra 6grencisi Edwin, tripan mavisini bu sefer kopek ve tavsanlarin
BOS’una vererek yalnizca beyin parankiminin boyandigini gérmistiir. Bu sayede
Goldman, KBB’nin var oldugunu teyit etmistir (118, 119).

1940 yilinda Broman ise, KBB’nin beyindeki kapiller endotel hiicrelerinin bir
araya gelip farklilasmasiyla olustugu bir yap1 oldugunu agiklamistir (119). 1960’11 yillarin
sonuna dogru elektron mikroskobunun biyolojide kullanimi1 yayginlagsmis, Reese ve
Karnovsky KBB ile ilgili yaptiklar1 deneysel calismada, farelere Horseradish peroksidaz
(HRP) belirtecini verip, boyanin beyin parankimine gecis yapmadigini gérmiislerdir.
Bununla birlikte HRP, intravenéz enjeksiyonla BOS’a verildiginde ise beyindeki

ekstraselliiler sividan gecip, astrositlere kadar gelmis, bazal membranin arka kismina
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ulagsmigtir. KBB varliginin bu sekilde teyit edilmesinin ardindan, siirdiiriilen bir¢ok
deneysel calismayla da bu yapmin ¢ok cesitli ve son derece Ozellesmis bolgelerden
olustugu ortaya konmustur (120).

Erigkin bir insanda bulunan beyin kapilleri, 650 km uzunlugunda, 100 milyar
kapillerden meydana gelmis bir damar ag1 seklindedir. Bu agin, yiizey alani ortalama 12-
18 m#’dir (121). Bu da beyindeki tiim hacmin % 0.1’ine karsilik gelmektedir. Beyindeki
mikrodamarlar1 ortalama olarak 5-100 mikron ¢apa ve 4-10 mikron liimen ¢apina sahiptir
ve damarlar yaklasik % 95 oraninda KBB 6zelligi tasimaktadir. Bir néronla bir kapiller
damar aras1 mesafe ortalama 8-10 nm’dir. Bu bilgiden dolay1, “Neredeyse noronlarin her
birinin, bir kapiller damar1 vardir.” seklinde bir fikir yiiriitilmektedir (122). Buna ilave
olarak, yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen bilgiye gore, bir ndron sitoplazmast iginden,
bir kapiller damarin gegtigi rapor edilmistir (123-125).

KBB endotel hiicreleri, kan ile beyin arasinda c¢esitli maddelerin tasimimini
gergeklestiren son derece onemli ve 6zgiin yapilar icermektedir. Siki baglant1 yapilarinin
olusturdugu fiziksel bariyer, tek/¢ift yonlii islev goren tasima sistemleri, taginan gesitli
ozellikteki maddeleri metabolize eden enzimatik bariyer ve immiinolojik bariyer, nemli
gorevler tistlenmis olan endotel hiicre yapilaridir (126, 127).

KBB, periferik kapillerler vasitasiyla beyin parankimine tiim maddelerin gecis
yapmasina miisaade etmez. Ayrica KBB, siki baglantilar1 ve enzimatik bariyerleri ile
parankimdeki néronal/glial hiicrelere madde transferlerinin detayli olarak denetlenmesini
saglar (127). KBB’nin sahip oldugu bu bariyerlerden dolayr da, tedavi maksadiyla
kullanilan birtakim ilaglarin, etkili dozda beyne gegisi saglanamamaktadir. Bu yap1, beyin
dokusu ve kan damarlar1 arasinda smirli bir bolge olusturur. KBB, konsantrasyon
gradiyentlerine gore yalnizca yagda ve suda eriyebilen kiiglik molekiil agirlikli
maddelerin gecisini gerceklestirir. Eger bir madde, 400-700 Dalton’dan biiyiik ve suda
erir 6zellikte ise, KBB onun beyne gegisine izin vermez. Bu sayede, KBB’nin ndronal
dengenin saglanmas1 ve muhafaza edilmesinde ne kadar istikrarli hareket ettigi ortaya
cikmaktadir (128).

Sekil 2.11°de gosterildigi gibi; astrosit, bazal membran, perisit ve noronlar,
KBB’ye yapisal ve islevsel olarak destek olmaktadir. Bu yapilarin tamami KBB’nin
norovaskiiler tinitesini olusturmaktadir. Genel olarak, beyin kapiller endotel hiicreleri
bazal membran ve perisitlerle etkilesim halindedir. Astrositlerin olusturdugu laminin 1, 2
ve kollajen 4 ile endotel hiicrelerince olusturulan laminin 4 ve 5, bazal membrani

olusturan temel bilesenlerdir (129).
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Bariyer 6zelligi gosteren beyin damar endotel hiicrelerinde fenestra yoktur ve bunlar cok
az miktarda pinositotik vezikiil barindirir. Bunlara ek olarak, bu hiicrelerin aralarinda
yiiksek elektriksel direng gosteren siki baglantilar mevcuttur (129, 130). Bariyer 6zellikli
endotel hiicreleri, kendi reseptorleri ile birlikte tasiyict proteinleri olusturabilme
ozelligine sahiptir. K* ve Na™un tagimmmini gergeklestiren Na*-K*-ATP’az, glukoz
taginimint saglayan glukoz tasiyicisi-1 (GLUT-1) ile bazi makromolekiilleri tagimada rol

oynayan transferrin ve insiilin reseptorleri bunlara 6rnek verilebilir (131).
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Sekil 2.11. Kan-beyin bariyerinin genel yapis1 ve hiicresel bilesenleri (Panche ve
ark.2015 ’ten Tirkgelestirilmistir.) (129).

a) Kan-beyin bariyerinin genel yapisi. b) Kan-beyin bariyerinin hiicresel bilesenleri.

2.3.3. Kan-Beyin Bariyerinde Bulunan Baglant1 Yapilari

KBB endotel hiicrelerinde sik1 baglanti (TJ) ve adherens baglantilari (AJ) seklinde
isimlendirilen yapilar mevcuttur. Hiicrenin olgunlagmasi ve cesitli etmenlere karsi
korunmasinda hiicreler arasi iletisimi saglayan AJ’ler gorev alir. TJ’ler de paraselliiler
olarak ¢oziinmiis maddelerin ve iyonlarin taginimini denetler. Boylece bu baglantilar

sayesinde endotel hiicredeki sinyallerin alinim1 kontrol edilir.
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Koroid pleksus epiteli, beyin kapiller endoteli ve araknoid epitel hiicreleri
arasindaki TJ’ler, kan yoluyla gelen polar maddeler ve biiyilk molekiillerin beyin
parankimine gegisine izin vermez (132, 133).

Sekil 2.12’de gosterildigi gibi, bazolateral membrana en yakin, AJ proteinleri,
vaskiiler endotelyal (VE)-kaderin ve trombosit endotelyal hiicre adhezyon molekiilii-1
(PECAM-1), homofilik endotel-endotelyal baglantilar1 kabaca 20 nm genisliginde bir
alan olusturur. AJ’ler sitoplazma iskeletine baglanir (115). Bu sayede reseptor sinyalini
kontrol etmenin yani sira lenfositlerin, monositlerin ve nétrofillerin transendoteliyal
gociinii de diizenlemeye yardimci olur. VE-Kaderinin tirozin fosforilasyonu, 16kositlerin
beyin transendoteliyal infiltrasyonu i¢in gereklidir. Konneksin-37 (CX37), CX40 ve
CX43 igeren gap junctionlari, endotelyal hiicreler arasinda tek tarafli kanallar olusturur.
Dagilimlarinda tiire bagh farkliliklar olsa da, endotelyal hiicreler arasi iletisimin
saglanmasi bu kanallar vasitasiyla gerceklesir. Ayrica beyin endotel boslugunda bulunan
gap junctionlar, sik1 baglant: biitiinliigiinii koruma islevi gortir (134-136).

Diger baglant1 molekiilleri, endotelyal hiicre yapisma molekiiliinii (ESAM) igerir
ve yapisal olarak baglanti adhezyon molekilleri-A (JAM)-A, B ve C’ye benzerlik
gosterir. Bu molekiiller baglanti biitiinliigiinii korur ve lokositlerin transendotelyal
goctinii diizenler (137).

Adherens ve TJ yapist i¢inde olan proteinler; klaudin-1, 3, 5 ve 12, okludin ile
zonula okludens (Z0O)-1, 2 ve 3’tiir. Bunlarin yani sira singulin gibi ¢ok sayida protein,
destek gorevi gormektedir (115). Ayrica TJ’lerde baglanti adhezyon molekiilleri ile
adherens baglantilarda yer alan kaderin proteinleri, hiicrelerin birbirleriyle baglanti
kurmasini ve sitoplazmaya; a (alfa), B (beta), y (gama) katenin ile baglanmasini saglar.
Adhezyon molekiillerinde tek bir transmembran bolge mevcutken, klaudinler ve
okludinde 4 transmembran bolge vardir (138).

TJ i¢inde yer alan klaudin proteini, komsu endotel hiicreleri arasinda iletisim
kurarak paraselliiler gecirgenligi saglamaktadir ve 22 kDa agirhigindadir. Intraselliiler
alanda, ZO-1, ZO-2 ve ZO-3’iin PSD-95 (postsinaptik yogunluk-95) protein bolgesiyle
iletisime geger. Klaudin proteininin su an i¢in bilinen 20 adet izoformu vardir. Siki
baglantilar arasinda klaudin-1 ve 5, islevleri en iyi bilinen proteinlerdir (139). Ayrica
lipoliz stimiile lipoprotein (LSR) / angulin-1 de, klaudin ve okludinler gibi ¢6ziinmiis
maddeler ile iyonlarin tek katli endotelyal membrandan parasellliiler olarak diflizyonunu

kisitlayan siki1 baglanti proteinleri arasinda yer alir (115).

33



Okludin; 65 kDa agirliginda olup, ilk kesfedilen TJ proteinidir. F-aktin ile de
direkt olarak baglant halindedir ve Ca*? dan bagimsiz ¢alismaktadir. Okludin proteininin
C-sonlanmasi en fazla ZO-1 proteiniyle baglantt kurar. OKludinin endotelyal
membrandaki yogunlugu ve varligi elektriksel direngteki artigla paralellik gosterir (140).

Glial fibriler asidik protein (GFAP), astrositler dahil olmak iizere olgun glial
hiicrelerin hiicre iskeletine destek olan ve dolayisiyla beyin hasari i¢in potansiyel bir
belirteg olan filamenttir. Onceki ¢alismalar, travmatik beyin hasarmi takiben GFAP
ekspresyonunda bir artis oldugunu gostermistir (141). Ayrica, disfonksiyonel astrositlerin
epilepsi patofizyolojisindeki roliine iligkin artan bir bilgi birikimi vardir. Hem insan hem
de hayvan epilepsi modellerinden elde edilen kanitlar, nobet olaylarinin
aktivasyonununda, astrositlerin bosluklarinda yer alan baglanti proteinlerindeki ve
glutamat tasiyicilarindaki degisiklikler nedeniyle asir1 uyarilabilirligin aktive oldugunu
gostermektedir (142).

Singulin yalnmizca TJ’lerin endotel ve epitel hiicrelerinde mevcut olan bir
proteindir. Bu proteinin 140 ve 160 kDa agirliginda iki farkli izoformu vardir. Globiiler
bas kismi ve Z0O-2, ZO-3, JAM, F-aktin ile miyozin etkilesim halindedir (115). Hiicre
iskeletinde temel bir protein olarak bulunan aktin, TJ proteinleriyle iletisime gecerek,
paraselliiler gegirgenligin denetlenmesinde 6nemli bir isleve sahiptir. Distrofin de tipki
aktin ve vinkulin gibi, endotelyel hiicre iskelet aginin siirdiiriilmesini saglayan bir yapidir
(143).
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Sekil 2.12. Beyin endotelyal baglantilar1 (Sweeney ve ark. 2019°dan Tiirkgelestirilmistir)
(115).
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2.3.4. Kan-Beyin Bariyerinde Bulunan Destek Yapilar:

KBB gegirgenliginin kendisi beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin,
biyokimyasal Ozellikleri tarafindan kontrol edilmesine ragmen, beyin mikrovaskiiler
biyolojisi genel olarak bu hiicrelerin bazal membranin yani sira, mikroglia, astrositler,
noronlar ve perivaskiiler perisitler gibi komsu glial hiicrelerle etkilesimlerinden
kaynaklanmaktadir. Bunlar, MSS' nin hem sagligi hem de fonksiyonu igin gerekli olan

norovaskiiler {initeyi olusturmaktadir (144).

Bazal Membran

Bazal membran, KBB'nin 6nemli bir pargasidir. Beyin mikrovaskiiler endotelyal
hiicreleri ¢evreler ve perisitleri sarar. Ayrica bazal membran, hiicreleri yerinde sabitler ve
cevredeki beyin yerlesik hiicrelerle baglanti kurar (144). Beyin mikrovaskiiler endotelyal
hiicreler, perisitler ve astrositler, farkli hiicre dis1 matris smiflarindan olusan
molekiillerden olusan 3 tane laminanin olusturdugu bazal membrani olusturmak ve
stirdiirmek icin isbirligi yaparlar. Bunlar yapisal proteinler (kollajen ve elastin), 6zel
proteinler (fibronektin ve laminin) ve proteoglikanlardir (145).

Bazal membran ayrica, hiicre adezyon molekiilleri (CAM) olarak bilinen matriks
yapisma reseptorlerinin yani sira kapsamli ve karmagsik bir matriks olusturan sinyal
proteinlerini igerir (146). Bu molekiiller vaskiiler hiicrelerde, néronlarda ve destekleyici
glial hiicrelerde eksprese edilir ve KBB' nin korunmast i¢in gereklidir. Bazal membranin
bozulmasi, mikrovaskiiler endotelyal hiicre iskeletinde degisikliklere yol agar ve bu da
TJ proteinlerini ve bariyer biitiinliigiinii etkiler. Ayrica, matriks metaloproteinazlarin
bazal membrani sindirdigi bilinmektedir. Buna gore, hiicre dis1 matriksin bozulmasi,
cesitli patolojik kosullarda artan KBB gecirgenligi ile giiclii bir sekilde iliskilendirilmistir
(144, 147).

Noronlar

Noronlarin KBB fenotipi {izerindeki gelisimsel rolii hakkinda c¢ok az sey
bilinmektedir. Bununla birlikte, néronlar, beyin mikrovaskiiler endotelyal hiicreleri i¢in

benzersiz enzimlerin ekspresyonunu indiikler.
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Metabolik  gereksinimlere ~ yanit olarak kan  damarlarmin  islevini
diizenleyebilecegine dair bazi kanitlar vardir (148). Ayrica, beyin mikrovaskiiler
endotelyal hiicreleri ve astrositik siiregler arasinda dogrudan noradrenerjik, serotonerjik,
kolinerjik ve GABAerjik ndronlar mevcuttur. Olgunlasmis endotelyumun sabit beyin
mikro ortaminda uygun ndronal aktiviteyi miimkiin kilan ¢ift tarafli bir fonksiyonu vardir
(149).

Norovaskiiler iinitede 6nemli bir rol oynayan néronlar, kendi islevleri disinda,
travma ve iskemi gibi ndronal hasara neden olan hastaliklarda bozulan KBB iizerine etki
ederler. Patolojik bir durum s6z konusu iken, ndronlarin beslenmeleri azaldiginda kendi
sitoplazmalarindan kapiller damar gegisine izin verdikleri ifade edilmektedir. Akut
hipertansiyonla lokus seruleusta bir hasar olustugu zaman, noradrenerjik innervasyon
bozulur ve bunun sonucunda KBB gegirgenliginde degisim meydana gelir. Bu alandaki

bilgiler heniiz netlesmedigi i¢in, konu {izerine ¢alismalar siirdiiriilmektedir (148).

Mikroglialar

Mikroglia, MSS’nin bagisiklik tepkilerinde, yerel mikro ortamin arastirilmasinda
ve MSS’nin homeostatik bozukluguna yanit olarak fenotipin degistirilmesinde c¢ok
onemli bir rol oynar. Aslinda bu hiicreler, kendilerini dinlenme halinde ve aktive edilmis
mikroglia olarak iki sekilde gosterir. Dinlenirken, hiicrelerin govdeleri kiigiiktiir ve
incedir. Aksine, aktif mikroglia ise fagositik bir morfolojiye sahip hale gelir (147). Diger
organlardaki makrofaj popiilasyonuna gore, bu hiicrelerin ¢esitli efektor fonksiyonlari
mevcuttur (146). Mikroglia perivaskiiler alanda bulundugundan, beyin mikrovaskiiler
endotelyal hiicreleri ile etkilesime girerek, KBB o6zelliklerine katkida bulunabilecegi
diistiniilmektedir (149).

Mikroglialarin 6nceden bilinmeyen bir rolii de, beynin bilgiyi islemesine yardimci
olmak i¢in aktif ndronlara olumsuz geri bildirim saglamaktir. Beyindeki noral devreler,
gecikmis inhibisyonla birlikte, néronal uyarimlara (hiicre zar1 boyunca elektriksel
potansiyelde pozitif bir degisiklik) dayanir. Inhibisyon, bilgiyi kodlamak i¢in néronal
aktiviteyi optimum aralikta tutmak, beynin enerji kullanimimi ve hesaplamay1 en aza
indirmek ile yararli ndronal ¢iktilar elde etmek i¢in ¢ok 6nemlidir. Sekil 2.13’te gosterilen
mekanizmada oldugu gibi, inhibisyonda, néronun membran potansiyelini daha negatif

hale getirmek i¢in norotransmitter molekiilleri (GABA amino asiti gibi) salgilayan ve ara
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noron (IN) olarak néronal bir alt tipin aracilik ettigi bilinmektedir. Ayrica, astrositlerden
de norotransmitter salimi yapiliyor olabilecegi diisiiniilmiistiir (150).

Badimon ve arkadaslari, yaptiklari ¢alismada farelerde biiyiime faktorii reseptor
proteini olan CSF1R’nin aktivasyonunu bloke ederek, mikroglia olusumunu engellemeyi
saglamistir. Mikroglia olmayan durumda, hayvanlara norostimiilan verdiklerinde,
ilaglarin, hiperaktif ndronal uyarilmanin gdstergesi olan uzun stireli epileptik ndbetler
irettigi tespit edilmistir. Ayni ilaglar1 alan vahsi tip hayvanlarda nobetler gozlenmemis,
bu da mikroglianin normalde néronal aktivite {izerinde fren niteliginde durdurucu bir etki
uyguladigini ispatlamistir (151). Mikroglial siireglerde, ATP molekiillerinin salinmasiyla
aktif noronlar hiicre gévdelerine (¢ekirdegi barindiran) ¢ekilerek, hem normal olarak hem

de patolojik kosullarda ndronal aktivite azaltilir.
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Sekil 2.13. Aktif noronlarin mikroglial hiicreler tarafindan inhibisyonu (Pfeiffer ve
Attwell 2020’den Tiirkgelestirilmistir.)(150).

a: Bir ana nérona (PN) odaklanan genel bir noronal devre. Hem PN hem de devreye bir uyarici giris, uyarici
norotransmitter molekiilii olan glutamati (Glu) serbest birakir. Ara noronlar (IN), inhibitdr ndrotransmitter
GABA'y1 serbest birakir. Astrositler tarfindan {iretilen ndrotransmitterler, ndronal devrelerde ince ayar
yapar. Devre ayrica adenozin molekiilii (ADO) tarafindan inhibe edilir ve ADO kismen mikroglial hiicreler
tarafindan tretilir. b: Devreye giris arttiginda, GABA aracili inhibisyon, hizl1 bir zaman 6lgeginde ¢iktiy1
azaltir. Mikroglia kaynakli ADO, inhibisyona daha yavas bir bilesen ekler.

Sekil 2.14’te gosterildigi gibi, mikroglial enzim CD39, ATP'yi ADP'ye ve sonra
AMP'ye donistiiriir. ADP, sadece mikrogliada bulunan P2Y1» reseptor proteinlerini
aktive eder. Arastirmacilar, mikroglia yoklugunun, adenozin molekiiliiniin (ADO)
ekstraselliiler seviyelerini diisiirdigiinii bulmuslardir (151). Farmakolojik olarak bloke
olan CD39 veya CD73 AMP'yi ADQ'ya doniistiirerek, ADO seviyelerini diisiiriir. Ayrica,
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CD39 aktivitesinin bloke edilmesi, ndrostimiilanlara yanit olarak farelerin ndbetlere
duyarlhiligini artirmastir.

Bu gozlemler sonucunda ADO, néronal aktiviteyi azaltan mikrogliadan tiiretilmis
faktor seklinde tamimlanmistir. ADO, A; reseptorlerine etki ederek uyarilabilirligi azaltir.
Bu reseptor, hiicre i¢i haberci molekiilin cAMP konsantrasyonunu diisiirerek, uyarici
norotransmiter olan glutamatin salinmasini da engeller. Az reseptorleri, bu etkilere ilave
olarak, zar potansiyellerini negatif tutmak i¢in néronal zarlardaki K* kanallarin1 aktive
eder ve boylece noronlari uyarilmadan tutar. Mikroglia aracili negatif geri bildirim yoksa,
epileptik ndbetler ortaya cikabilir. Bu geri bildirim sisteminin ndrolojik veya psikiyatrik

hastaliklara katkida bulunabilecegine dair ipuglart da mevcuttur (150).
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Sekil 2.14. Mikroglial inhibisyon mekanizmasi (Pfeiffer ve Attwell 2020°den
Tiirkgelestirilmistir.)(150).

Mikroglianin etkisini gosterdigi mekanizma, aktif ndronlar ve bunlarla iligkili astrositler tarafindan salinan
ve mikroglial enzim CD39 tarafindan ADP'ye dondstiiriilen ATP molekiiliinii i¢erir. ADP, mikroglial
stirecleri tekrar tekrar aktif olan noronlar arasindaki sinaptik baglantilara ¢ekmek i¢in, P2Y1> reseptor
(P2Y12R) proteinlerine etki eder. CD39 ayrica ADP'yi, daha sonra ADO'ya doniistiiriilecek olan AMP'ye
cevirir. Bu adim, mikroglia, oligodendrosit kokenli hiicreler veya néronlar iizerindeki CD73 enzimi ve/
veya astrositler tizerindeki dokuya 6zgii olmayan alkalin fosfataz (TNAP) enzimi tarafindan katalize
edilebilir (Belirsiz olan kisim, kesikli kutu igerisinde gosterilmistir.). ADO, As reseptorlerine (A1R’ler)
etki ederek noronal aktiviteyi baskilar. Bunlar siklik AMP (cAMP) molekiillerinin konsantrasyonunu
diistiriir. Bu da presinaptik néronlarda Glu salinimini azaltir ve postsinaptik ndronlarda Glu reseptorlerinin
(GluR’ler) yanitin1 azaltir. Ayrica AjR'ler potasyum iyon kanallarini aktive eder ve bdylece noronal
uyarilabilirligi azaltir.
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Perisitler

Perisitler (vaskiiler diiz kas hiicreleri, duvar hiicreleri veya miyofibroblastlar
olarak da bilinir), endotel ile yakin fiziksel bir iliskiye sahip olan kilcal damarlarin ve
kilcal damar sonrasi veniillerin 6nemli hiicresel bilesenleridir (152). Endotelyel hiicreler
ile ayn1 bazal membrani1 paylasirlar. Perisitler, kilcal damarlarin %22 ile %32’sini
kaplarlar. Mikro perdeler tizerindeki perisitlerin yeri ve kapsama derecesi, farkli
mikrodamar tipleri arasinda onemli Ol¢iide degismekte olup, bunun ara endotelyal
kavsaklarmn sikilik derecesi ile iliskili oldugu goriilmektedir (153). Vaskiiler perisit, bir
dizi proteoglikan da dahil olmak iizere, bazal membranin ¢ogu elemanini sentezler. Ek
olarak, perisit sentezi ve laminal proteinlerin salinmasinin, KBB’nin farklilasmasinda
kritik bir adim oldugu diisiiniilmektedir (152).

Perisitlerin mikrovaskiiler endotel ile dogru sekilde birlestirilmesi, yapisal destegi
ve kavsak biitlinliigiinii korumak i¢in gereklidir (153). Perisitler ve endotelyal hiicreler
birbirleri ile gap junctionlar, TJ’ler, yapisma plakalart ve ¢Oziiniir faktorler gibi
aparatlarla iletisim kurar (154). Perisitlerin, kan damarlarinda endotelyal hiicrelerin
proliferasyonunu, go¢iinii ve farklilasmasini diizenledigi 6ne siiriilmiistiir (148). Bunlarin
yani sira, perisitlerin P-glikoprotein (P-gp) fonksiyonel aktivitesini indiikleyebilecegi ve
diizenleyebilecegine dair kanitlar vardir (155). Ayrica, perisitler ve bazal membran
vaskiiler endotelyal hiicreleri arasindaki etkilesimler, biiyiime faktorlerinin salgilanmasi
veya hiicre dis1 matriksin modiilasyonu yoluyla vaskiiler sistemin yeniden modellenmesi
ve siirdiiriilmesi i¢in 6nemlidir. Perisitlerin KBB {izerinden tasinmaya da dahil olduguna
dair kanitlar vardir (156).

Perisitler, vaskiiler diiz kas hiicresinin bir 6zelligi olan a-diiz kas aktininin zengin
icerigine sahiptir; bu da perisitlerin hem in vitro hem de in vivo olarak kasilma
kabiliyetleri olabilecegini disiindiiriir. Perisitlerin hiicresel siireclerinin ara endotelyal
eklemler iizerindeki fiziksel temaslari, o-diiz kas aktin igerikleri ile birlestiginde,
perisitlerin kan akisini kontrol etmede ve kavsak gecirgenligini diizenlemede fonksiyonel
roliine isaret eder (155). Perisitlerin hipoksiye ve travmatik beyin hasarina hizli tepki
olarak, beyin mikrodamarlarindan uzaklastigi gosterilmistir. Bu nedenle, bu kosullarin
her ikisi de artan KBB gecirgenligi ile iliskilidir (157). Perisitlerin ortamdan ayrilmasinin
neden oldugu KBB bozulmasi, onlarin kavsak gecirgenliginde roli oldugu fikrini
giiclendirir (155).
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Astrositler

Astrositler, u¢ ayaklar1 KBB endotelinin dis yiizeyine ve ilgili bazal membran
zarina yakin temas halinde olan ve ince lamellerden olusan glial hiicrelerdir (127). Beyin
mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerinde yiik segiciliginde bir artisla beraber, proteoglikan
sentezini tesvik etmede ve KBB fonksiyonlarinin uyarilmasinda énemli bir rol oynar
(127, 128). Astrositlerdeki noronal hiicre govdelerinin, beyin kilcal damarlarina yakin
olmasi, fonksiyonel nérovaskiiler linitedeki elementler arasinda etkilesimlerin saglanmasi
i¢in ¢ok 6nemlidir (148).

MSS’nin baz1 bélgelerinde mikrodamarlar astrositik koruyucu kiliftan yoksundur
ancak glia smirlayicilarindan veya subaraknoid serebro-spinal sividan kaynaklanan
¢oziinebilir faktorlerden dolay1, KBB’nin 6zelliklerini yansittiklar1 gériilmektedir (127).
Calismalar, astrositlerin gegici bir fokal kaybi takiben in vivo olarak bariyer biitiinliigii
kaybini ve yeniden degisimini gostermistir (157).

Astrositler ile temassiz olarak yapilan kiiltiir ¢aligmalarinda, insan bariyer
endotelyal hiicre 6zelliklerine benzer sekilde, TJ proteinlerinden ZO-1 ve okludin ile
beyin mikrovaskiiler endotelyal hiicre genelinde transendotelyal gegirgenligin azaltilmasi
saglanmistir. Sekil 2.15°te gosterildigi gibi astrositler, 6zellikle ayak sonlanmalar
aracilifiyla endotel hiicrelerine génderdikleri sinyallerle, TJ yapilarini etkileyerek KBB’nin

saglamligin1 korumasina katkida bulunurlar (156).

Arteriol .
Kapiller
Néron

Diiz kas
- )

.
/
e Astrosit son

ayagi

s Endotelyal
pl hiicre

Perisit £/
B Bazal /)
lamina pS

Perisit

Sekil 2.15. Norovaskiiler tinitenin organizasyonu (Hamilton ve ark. 2010’dan
Tiirkgelestirilmistir.) (156).
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Astrositlerin hiicre / hiicreler aras1 su dagilimi ve iyon dengesinin denetlenmesinde
etkin gorevleri vardir. Astrosit ayakgiklarinda bulunan aquaporin-4 (AQP-4), beynin su
ve elektrolit dengesini korumasini saglar (126). Astrositler, parankimin hiicrelerarasi
bolgesinden K*'u temizler ve yogun K* varligiyla epilepsiden kaynaklanan hasarlarin

onlenmesine katki saglar (156).

2.3.5. Kan-Beyin Bariyerinde Madde ve Tla¢ Tasinmasi

Kanda bulunan ¢esitli maddelerin KBB’den gecisi ile beyin parankimine giris
mekanizmasinda etkili olan ¢ok sayida etmen vardir. KBB iizerine etki eden etmenler;
molekiiliin konformasyonel degisim kabiliyeti, maddenin molekiil agirligi, hiicresel
sekresyon, akima karsi1 afinite, tastyicilara karsi afinite, hiicrenin enzimatik sabitligi,
hidrojen baglayici potansiyeller seklinde ifade edilebilir (158). Bunlarin yani sira; plazma
protein baglayicilarin afinitesi, beyin kan akimi, sistemik enzimatik sabitlik ve hali
hazirdaki patolojik kosullarin etkinligi de madde taginim mekanizmasini etkilemektedir
(159).

Tasima sistemleri genel olarak bariyer tipteki endotel hiicrelerinin luminal
yiiziinde yer almaktadir ve kanla temas halindedir. Bu yolla da beynin ihtiyacina bagl
olarak gereken ¢esitli maddelerin tasinimini gergeklestirirler. Beyinde sentezlenen gesitli
maddeler ile artik {irlinlerin kana ge¢isini saglayan tasiyicilar da endotel hiicrelerinin
beyin parankimine bakan abluminal yiiziinde yer almaktadir (158, 159).

Madde taginma mekanizmasinda kullanilan tagima yontemleri; basit difiizyon,
kolaylastirilmis diflizyon, primer aktif tasima, sekonder aktif tasima ve kaveolar
vezikiiler tasima seklindedir. Bu tasima yontemlerinin bir veya birka¢i ayni anda
kullanilabilir. KBB’den tasinacak maddenin bariyerden ge¢isi; yagda ¢oziinebilmesi,
diflizyon yeteneginin olmasi, molekiil agirlig1 ve elektriksel yiikii gibi etmenlere baglidir.
Sekil 2.16°da gosterildigi gibi, sik1 baglantilarda paraselliiler yol tercih edilirken, oksijen,
karbondioksit, barbitiirat ve etanol gibi lipofilik molekiiller transselliiler yolu kullanarak
rahatlikla endotel lipit membranlardan difiizyonla gegebilirler (159).

Beyindeki bariyer tipte bulunan damar endotel hiicreleri luminal ve abluminal
tarafinda bulunan tasiyici proteinler vasitasiyla ¢ift yonlii ¢alisir. Bu sayede gerekli olan
maddeleri beyne yonlendirir ve atik maddeleri de kan damari liimenine tasima islemini

gerceklestirir.
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Bu hiicreler; peptid, iyonlar, besin maddeleri ve ATP-baglayici tasiyicilar (ABC) gibi
tasinacak maddeye Ozgii islev goren tasiyicilar igermektedir (160). ABC’ler fizyolojik
kosullarda, beyne terapotik ilaglarin gecis hizim1 sinirlamaktadir. Bu sebeple ABC, bu
ilaglarin etkin dozda beyne ge¢isini engelleyen en temel tasiyicidir (160, 161).
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Sekil 2.16. Kan-beyin bariyerinde madde tasinim yollar1 (Herda ve ark. 2014’ten
Tiirkgelestirilmistir.) (159).

Tasiyict proteinler, madde tasmim islevlerini aktif ve/veya kolaylastiriimis
difiizyonla gergeklestirmektedir. Bu sayede glukoz ve aminoasitler endotel hiicre
membranindaki tastyict proteinleri kullanirken; leptin, insiilin ve transferrin gibi biiyiik
molekiillii maddeler reseptor aracili transitozis ile hiicreye gegis yapar (162, 163).

Reseptor ya da tasiyict 6zellikteki proteinler; monokarboksilat, nétral aminoasit,
lipoprotein, mannoz-6-fosfataz, albiimin, toll benzeri glukoz tasiyicilari, timoér nekroz
faktor-alfa (TNF-a), transferrin ve IL-1’den meydana gelir. Biiyiikk molekiil agirligina
sahip ve hidrofilik 6zellikteki protein / peptidler, genel olarak adsorptif-aracili transitozis
veya spesifik reseptor-aracili taginim yolunu kullanirlar (164).

Sekil 2.17°de gosterildigi gibi, bariyer tipteki kan kapiler damar endotel
hiicrelerinin luminal ve abluminal yiizeylerinin her ikisinde yer alan, KBB’nin endotel
hiicre sitoplazmasina gegis yapan ve kandan gelen gesitli maddelerin yeniden kana
gonderilmesini saglayan, tek yonlii islev géren pompalar mevcuttur. Bu yapilar; meme
kanseri direng proteini (BCRP), ¢oklu ila¢ direnci ile iliskili protein (MRP) ve ¢oklu ilag
direng geni-1(MDR-1)’dir. MDR-1, p-gp olarak da tarif edilmektedir (164, 165).
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Bu reseptoriin yapiminda tiimdr varliginda ve direngli epilepsi durumlarinda artis oldugu,
ayrica reseptoriin substrati olarak bilinen antiepileptik ilaglar1 yeniden kana pompaladigi

yapilan birgok ¢alismada rapor edilmistir (165).

Noronlar

® Do ® 2. 2 ® a2 ® e o e =

Endotelyal hiicre tabakasi Siki baglant:

A) Pasif difiizyon B) Emicive C) ABC tasiyic D) SCL tagiyici
reseptor aracili sistemi sistemi
transitozis

Sekil 2.17. Kan-beyin bariyerinde ilag taginim yollar1 (Dickens ve ark. 2016’dan
Tiirkcelestirilmistir.)(164).

(A) Pasif difiizyon: Transseliiler diflizyon durumunda, kabul edilen kural, bir bilesigin lipofilikligi ne kadar
yiiksek olursa, KBB'den pasif difiizyon o kadar fazla olur. (B) Emici ve reseptor aracili transsitoz: insiilin
ve albiimin gibi proteinler, spesifik reseptor aracili endositoz ve transsitoz yolaklar ile KBB yoluyla
taginabilir. (C) ABC tasiyici sistemi: ABC, farmakolojik ajanlarin etkin dozda beyine ge¢isini engelleyen
en temel tasiyici sistemidir. (D) SLC tasiyici sistemi: SLC tasiyici ailesinin sekonder aktif ve kolaylastirict
tastyicilari, beynin igine ve digina bilesiklerin giris-gikisinda rol oynayabilir.

2.3.6. Kan-Beyin Bariyeri ve Epilepsi iliskisi

Epileptik nobetlerin aracilik ettigi KBB disfonksiyonuna sebep olan mekanizma /
mekanizmalar heniiz tam anlamiyla agikliga kavusmamistir. Son ¢alismalardan elde
edilen sonuglara bakildiginda, epilepsinin patolojisi ile etiyolojisinin yalnizca néronal

disfonksiyonla ilgili olmadigi ifade edilmistir.
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Bunun yani sira; glial disfonksiyonun, bagisiklik yanittaki farklilagmalarin,
beyinde kalici olarak meydana gelen inflamasyonunun ve KBB’de olusan fonksiyon
bozuklugunun da epilepsi patofizyolojisinde biiyiikk oranda etkileri oldugundan s6z
edilmektedir (166, 167).

KBB’deki bozulmalar ile birlikte, kandan gelen bircok maddenin gecisinde artis
meydana gelmektedir. Bununla beraber, KBB’deki gegirgenligin artmasinin epilepsi
nobetlerinin sebeplerinden biri olabilecegi diisiiniilmektedir. Esas olarak, epileptik
nobetlerin meydana gelmesinde KBB, bir sebep veya sonug olarak epilepsi siirecine dahil
olabilmektedir (168). Ciinkii yapilan arastirmalarda, KBB’de meydana gelen hasarin,
hem nébetlerin bir sonucu hem de ndbetleri tetikleyen bir etmen olabilecegi rapor
edilmistir. Ayrica KBB disfonksiyonunun ¢esitli norolojik hastaliklarin sadece ilerleyen
asamalarinda degil, aynt zamanda hastaliklarin erken evrelerinde de gorildiigi
bilinmektedir (169).

Yapilan bir calismada, KBB’de ortaya ¢ikan islevsel bozuklugun temelinde, beyin
kapiller kan damarlarinda meydana gelen zayifligin oldugu ve bunun da nobetleri
tetikledigi agiklanirken, nobet siddetindeki artisla beraber, bunun bariyerdeki sizintiyi
baslattig1 ve pozitif geri beslemeyle ndbet olusumuna katkida bulundugu ifade edilmistir.
Calismada ayrica, bariyer sizintisinin refrakter epileptik nobetlerde antiepileptik ilaclara
kars1 bir direng olusturdugu da agiklanmistir (170). Bu agiklamaya gore; albiimin ve buna
benzer serum proteinleri, bariyer sizintisi olan alandan yaklasik bir haftalik siire igerisinde
beyne girerek, beyin parankiminde yer alan antiepileptik ilaglara baglanmaktadir. Bu
proteinler serbest antiepileptiklerin beyindeki konsantrasyonunu diisiirerek, beyin
icerisindeki seviyelerini smirlandirir. Sonug olarak antiepileptik ilaglarin etkinliginin
onemli 6l¢iide azalmasina sebep olur (169, 170).

KBB biitiinliigiinde meydana gelen bozulmanin sonucu olarak, ndbetler esnasinda
oksidan maddelerin artis1, sitokin seviyelerindeki ve kan basincindaki artis gibi
durumlarin meydana geldigi bilinmektedir (170, 171).

Temporal lob epilepsili hastalardan alinan hipokampal kesitlerde mikrovaskiiler
yogunluk, siki baglant1 kayb1 ve immunoglobulin G (IgG) kagaginin arttig1 saptanmis ve
bu durum, epileptik kemirgen modellerinde de goriilmiistiir (172). KBB disfonksiyonu
nobet siklig1 ile pozitif korelasyon gostermektedir ve néron kaybindan bagimsizdir.
Ayrica bu durum, epileptik bolgelere lokalizedir. Bu da KBB’nin epileptik bozukluklara
katkida bulunan bir rolii oldugunu gosterir (173). Epilepsi ve KBB yikimi arasindaki

baglantinin ¢ift yonli oldugu bilinmektedir. Travmatik beyin hasar1 ve altta yatan
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inflamatuar reaksiyonlarin neden oldugu KBB yikimu, epilepsiyi tetikleyebilir (174). Ote
yandan, KBB gecirgenligindeki degisiklikler, epilepsinin ilerlemesine yol agabilir ve bu
da tedaviyi zorlastirir. Coklu anti-enflamatuar tedavi stratejileri, KBB biitiinliigiinii
korumanin yararli bir etkisinin olabilecegini géstermistir (175).

Ilging bir sekilde, ER stresinin ndbetlerin neden oldugu KBB bozulmasinda rol
oynadig bildirilmistir. Ko ve arkadaslari, SE’yi takiben hasarlanan endotel hiicrelerinde
GRP78 ve p-PERK diizeylerinin SE ile indiiklenen vazojenik 6demde onemli olgiide
arttigin1 bulmusglardir. Ayrica, ER stresini hedefleyen modiilasyonun SE’de endotel hiicre
fonksiyonunun geri kazanilmasi igin potansiyel bir strateji olabilecegini one stirmiislerdir

(176).

2.3.7. Kan-Beyin Bariyeri Patofizyolojisi

KBB normal sartlar altinda siki bir bariyer olmasina ragmen, patolojik durumlara
maruz kaldiginda fizyolojik islevleri olumsuz yonde etkilenmekte ve kanda ¢ok sayida
bulunan ve istenmeyen ¢esitli maddelerin beyin parankimine gecisi ger¢eklesmektedir
(177). Kandaki maddeler, pinositotik vezikiil sayisindaki artisla birlikte transselliiler yolu
kullanarak ve / veya TJ’lerin agilmasiyla paraselliiler yolu kullanarak beyne gegis yapar.
Patolojik kosullar baslica; Alzheimer hastaligi, akut ve / veya kronik hipertansiyon, beyin
tiimorleri gibi hastaliklar olup, bunlar KBB gecirgenligini yliksek oranda artirmaktadir
(177, 178).

Patolojik durumlarda bir¢ok etmen ilaglarin biyoyararlaniminda degisikliklere de
sebep olmaktadir. KBB’yi genel olarak etkileyen reseptdriin bulundugu yer, enzimlerde
meydana gelen degisimler ve protein tasiyicilar, ilaglarin gelistirilmesinde en etkili
faktorlerdir. Yani KBB’deki bu degisikliklerle kaveolar aracili pinositik aktivitenin artisi,
TJ’lerin agilim1, bazal membran stabilitesinde azalma, toksinlerin veya hastaliklarin besin
tasiniminda yaptig1 degisiklikler ile porlarin olugmasi ilaglardan yararlanma derecesini
artirtp azaltabilmektedir (178).

KBB’yi belirlenen siire zarfinda agip, yeniden kapamak nérodejenerasyona sebep
olan hastaliklarin tedavi edilebilmesi i¢in ¢ok 6nemli ve gereklidir. Bu maksatla yapilan
calismalarda, hiperozmolar mannitol ile KBB gecirgenligi yiiksek diizeyde arttirilirken,
ardindan uygulanan magnezyum tedavisiyle KBB yeniden diizeltilmeye calisiimigtir
(177). Buna ilave olarak, KBB’nin o0zellikle endojen etkili maddelerle agilmasi
konusunda bir¢ok ¢aligsma yapilmistir. Kullanilan endojen maddelere; histaminler, serbest
radikaller, bradikininler 6rnek verilebilir (179).
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KBB biitiinliigii ve gegirgenligindeki degisiklikler baslica; epilepsi, inflamasyon,
sepsis, beyin tiimdrleri gibi KBB yetmezliginin goriildiigii patolojik durumlarda olusur.
Bunlara ilaveten, elektromanyetik alanda ortaya ¢ikan iyonize mikrodalga ve radyasyona
maruz kalinmasi durumunda da KBB gegirgenlik degisimleri goriiliir (177, 179). Bazi
arastiricilar, KBB’yi normal sartlarda gegemeyen fakat hastaligin tedavisi i¢in verilmesi
gereken bir takim ilaglarin, karotis arterden hipertonik iire ¢ozeltisi verilmek suretiyle
KBB engelini asarak uygulanmasini saglamaktadir (180).

KBB’de meydana gelen patolojik durumlarda GLUT-1 eksikliginin beyin enerji
seviyeleri ve fonksiyonuyla etkilesime girerek, hasar gérmiis KBB ile birlikte nobetleri
tetikledigi ifade edilmistir (177). Ayrica beyin transkripsiyonel faktor degisimleri, K*
tamponlanmasinda olusan sorunlar, astrogliozis gibi astrosit ve perisit aktivitesini
etkileyen durumlarda, KBB’deki hasar sonucu uyarilabilirlik artmakta, bunun sonucunda
da epileptik nobetler meydana gelmektedir (174).

Sekil 2.18’de gosterildigi gibi, yapilan son ¢alismalarla, nobetler esnasinda salinan
glutamat, bariyer tip endotel hiicrelerinde matriks metaloproteinaz (MMP) aktivite
seviyelerinde ve ekspresyonunda artisa neden olmakta, bu da bariyer sizintis1 olusumunu
tetiklemektedir (181).

SAGLIKLI KBB PATOLOJIK KBB

Bagisiklik hiicreleri

Sekil 2.18. Normal ve patolojik kosullarda KBB’deki sinyal iletimi ( Daneman ve
Alexandre 2015°ten Tiirkgelestirilmistir) (181).

Yapilan bir ¢aligmada, glutamatin sitozolik fosfolipaz Az araciligiyla MMP

seviyelerinin artirdig1 ve TJ protein ekspresyon seviyelerini azaltarak bariyer sizintisina

neden olmasiyla ndbetleri tetikledigi rapor edilmistir (180, 181).
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MMP'ler, yiiksek ihtimalle ndrovaskiiler tinite igerisinde beyin kapiler damarlarin
cevreleyen hiicre disi matriksi sindirmekte, endoteli kaplayan TJ proteinlerini de

pargalayarak, bariyer biitlinliiglinii bozmaktadir (182, 183).

2.4. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik retikulum (ER), ilk kez Porter ile arkadaslar1 tarafindan niikleus
etrafinda birbirleriyle baglantili bir ag§ meydana getiren membran vezikiillerini
tanimlamada kullanilmistir. ER, yaklasik olarak hiicre hacminin yarisini olusturmaktadir
ve Okaryotik hiicreler i¢in olduk¢a 6nemli bir organeldir. Genel yapist Sekil 2.19°da
verilen ER’de, sisterna olarak tanimlanan kese goriiniimlii aglar mevcuttur. Bu agsal
yapilar, hiicre iskeletinde biiyiik oranda yayilim gostermektedir. ER’nin orta kisminda
mevcut olan sisternal bosluk, liimen yapisini meydana getirir. Fosfolipit membran
kesintisiz olarak devam edip, niikleus zar1 ile baglanti kurar (184).

ER, islevi ve yapis1 bakimindan kompleks bir organeldir. Hiicre igerisinde Ca?*’un
depo edilmesi ve denetimli bir sekilde salinabilmesi, protein sentezi ve katlanmasi, post
translasyonel modifikasyonlar, protein tasimimi ile steroid ve lipidlerin sentezlenmesi

dahil olmak iizere ¢ok sayida 6nemli rolii mevcuttur (184, 185).
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Sekil 2.19. ER’nin genel yapisi (186).
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ER; yap1 itibariyle graniillii ER ve diiz ER olarak 2 alt siniftan meydana gelir.
Graniillii ER’ler ¢ok sayida ribozomdan olusurken, diiz ER’de az miktarda ribozom yer
almaktadir ve graniilli ER’den daha komplekstir. Cogunlukla steroid sentezlenmesinin
yogun sekilde gercgeklestirildigi hiicrelerde yer alir. Graniillii ER yogun olarak protein
sentezinin gerceklestigi hiicrelerde mevcuttur. Diiz ER’nin bir tiiri olan sarkoplazmik
retikulum (SR) ise kas hiicrelerinde bol miktarda bulunmakta ve kas kasilmasi siiresince
denetimli Ca?* salinmasinda gorev almaktadir (187, 188).

Genel olarak golgi aygitinin ve niikleusun etrafinda bulunan graniillii ER’nin dis
membraninda, protein sentezinde gdrev alan ribozomlar yer almaktadir. Graniillii ER,
membran proteinleri ve salgilanan proteinleri de i¢ine alan ¢ok sayida proteinin bir araya
getirilmesi ile translasyonunda rol oynamaktadir (189). Meydana gelen yeni polipeptitler,
sinyal dizileri icermektedir. Olusan bu dizilerin, n-terminalleri {izerinde yer alan sinyal
tanima partikiilleri (SRP) ile tespiti saglanmaktadir. SRP taninmasi ile ribozomlarin
graniilli ER’ye baglanmasi sonucunda yeniden olusan polipeptitlerin translokasyonu
gerceklestirilmektedir. Peptidazlarla, sinyal dizisi graniillii ER limeninde kesilmekte ve
bu olayi takiben protein senteziyle olusturulmus proteinlerin katlanmasi ile birlestirilmesi
islemleri gergeklestirilmektedir (190).

Graniillii ER, ¢ogunlukla membran proteinlerinin ve salgi yolundaki proteinler de
dahil olmak iizere Okaryotik proteomunun 1/3’lik kisminin sentezini gerceklestirir.
Saperonlar, ER liimeninin sahip oldugu oksidatif ortam ve katlanma katalizorleri,
meydana gelen polipeptitlerin diizgiin bir sekilde katlanmasi ve bir araya getirilmesi i¢in

birbirleriyle uyumlu halde ¢alismalarini stirdiirmektedir (191).

2.4.1. Endoplazmik Retikulum Stresi

ER, transkripsiyon sonrasinda meydana gelen modifikasyonlar da dahil olmak
lizere, salg1 ve membran proteinlerinin dogru katlanmasi gibi hiicrelerde meydana gelen
cok sayida fonksiyonun kontrol edildigi ve gerceklestirildigi bir organeldir. Genel olarak
proteinlerin islevlerini uygun sekilde yiirlitebilmeleri i¢in, dogru katlanmalar1 ve {i¢
boyutlu yapilarinin olusturulmasi gerekmektedir. ER’de protein katlanmalarinda gorevli
olan ¢ok sayida protein mevcuttur. ER, mevcut polipeptid zincirlerini, kendisinde mevcut
olan islevsel molekiiller vasitasiyla cesitli islemlerden gecirir ve ardindan proteinleri

katlama islemini baglatir (191).
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ER igerisinde katlanan proteinler olduk¢a karmasik bir yapiya sahipken,
sitoplazmada katlanan proteinler basit yapili proteinlerdir. “ER stresi” seklinde
tamimlanan yanlis katlanmis protein birikimi ile katlanmamis protein yaniti (UPR)
meydana gelmektedir. Bu olayin sonucunda; translasyonun azalmasi, katlanmamis ya da
yanlig katlanmig proteinlerin yeniden katlanmasi, bunu takiben katlanmamis protein
yikimmi (ERAD) igeren bir siire¢ gergeklesir. Meydana gelen bu olaylar araciligiyla,
proteostaz (6karyotik protein homeostazisi) dengede tutulmaya galisiimaktadir (192).

ER, adaptasyon ile stresin azaltilmasinda etkin bir rol oynayamadiginda
proteostazis ger¢eklesemez. Sonug olarak siiregelen ER stresiyle otofaji yolaklar: etkinlik
gostermeye baslar. Otofaji ile birlikte proteostazis gergeklesemezse, hiicreler tarafindan
hiicre 6liimii tercih edilir. Yanlis katlanmis veya katlanmamais proteinlerin asir1 birikmesi
sonucu, protein katlanma kapasitesinde bir artis meydana geldiginde, UPR, doku
homeostazisini siirdiirmek ve stres altindaki hiicreyi saf digi birakmak icin apoptozis

olayini baglatir (192, 193).

2.4.2. Glukoz Regiile Edici Protein 78 (GRP78)

Glukoz regiile edici protein 78 (GRP78), 78 kDa agirligindadir. Yap1 bakimindan
monomerik ve dimerik formlara sahiptir. Monomerik formu genellikle saperon olarak
gorev yapmaktadir. GRP78, ER organelinin yan sira hiicrede mitokondri ve gekirdekte
de yer almaktadir. ER stresi gerceklestiginde, hiicre yasaminin siirdiiriilebilmesi i¢in bu
protein olduk¢a 6nemli bir role sahiptir (192).

GRP78; ER’de translokasyon igleyisinin diizenlenmesi, protein katlanmasinin
diizenli bir bi¢imde saglanabilmesi, apoptozis mekanizmasinin diizenlenmesi, sensor
yanit1 olusturulmasi ve protein yikiminin gergeklestirilmesi gibi oldukg¢a 6nemli islevlere
sahiptir. Ayrica GRP78, ER’de en ¢ok Ca*?baglayabilen saperonlardandir. Bu 6zelligi ile
proteinlerin dogru katlanmasini diizenlemenin yani sira, yanlis katlanmis / katlanmamis
proteinlerden dolay1 ortaya ¢ikan ER stresinin diizeltilmesinde kilit bir rol oynamaktadir
(193).

GRP78, hiicre icerisinde ER stresi bulunmazken; PERK, IRE1 ve ATF6 yolaklari
transmembran proteinleriyle baglantili olarak, proteinlerin inaktif sekilde tutulmasini
saglar. Yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi ya da ER stresine neden olacak bir

durumla kars1 karsiya kalindiginda, ERAD mekanizmasi devreye girer.
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Bununla birlikte, homeostaz saglanamayacak olursa; GRP78, UPR ile indiiklenir ve
homeostazisi yeniden saglayabilmek i¢in ¢alisir (194). GRP78, ER’de bir stres durumu
ortaya ¢iktiginda, baglantili oldugu PERK, ATF6, IRE1 ve transmembran proteinlerinden
ayrilip limene gider. Aktif hale gecen transmembran proteinleri de UPR yolagini
indiikler. Bu sayede protein katlanmasinin dogru sekilde yapilmasi diizenlenerek, hiicre

6liimii 6nlenmis olur (195).

2.4.3. Endoplazmik Retikulum Stresinde Aktiflenen Sinyal Yolaklar:

UPR aktivasyonu; PERK, ATF6 sinyal yolagi ve IRE1 (diger adiyla IRE1o/XBP-
1 yolagi) seklinde isimlendirilen 3 farkli Sinyal yolagr ile gergeklestirilir (192, 193). Sekil
2.20°de aktiflenen UPR sinyal yolaklar1 detayl bir sekilde gosterilmistir.

Protein Kinaz RNA Benzeri ER Kinaz (PERK) Sinyal Yolag:

PERK, UPR aktivasyonunu baslatmada etkin bir gorevi olan, ER igerisinde
bulunan ve ER stresinin algilanmasinda rol oynayan, tip 1 transmembran protein sinifina
mensup bir proteindir. Sitozolik kinaz domaini ve NH,-terminaline sahiptir. Bu protein,
elF2a’y1 fosforilleyen ve bdylece translasyon islemini yavaslatan 6nemli bir mediyator
olarak iglev goriir (194). Hatali proteinlerin birikmesiyle, PERK yoluyla protein
translasyonda azalma gergeklestirilir ve bunun sonucunda UPR genleri artar (195).

PERK, bagka bir ER stres sensorii olan IRElyolagiyla, aktivasyonu ve yapisindan
dolay1 benzerlikler gostermektedir ancak; PERK’in endoriboniikleaz aktivitesi IRE1’den
daha disiik seviyededir. ER stresin baslamasinin ardindan, protein katlanmalarinda
yardimci rol oynayan GRP78 (glukoz regiile edici protein 78) liimene gonderilmektedir.
Bu olay1 takiben, sitozolik domainde otofosforilasyon ile trans-dimerizasyon meydana
gelerek, PERK aktivasyonu baslatilir (196).

PERK aktivasyonunun ardindan elF2ao’nin 51. pozisyonunda yer alan serinin
fosforilasyon olayr meydana gelir. Fosforillenme sonucunda, genel olarak hiicrede
translasyon sonlanir. Fakat ATF4 (aktive edici transkripsiyon faktorii 4) gibi 6zellesmis
mRNA’larda translasyon siirer ve MRNA sayisinda artis meydana gelir. Sonug olarak,
PERK aktivasyonu sayesinde ER stresine karsi konulup, katlanmamis proteinler

diizeltilmis ve hiicredeki protein yiikii azaltilmis olur (197).
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Aktive Edici Transkripsiyon Faktorii 4 (ATF4) Sinyal Yolag

ATF4, 351 amino asitten olusan, transkripsiyon faktorii bZIP (temel-16sin
fermuarli transkripsiyon faktorii) ailesinin bir tiyesidir. ATF4’lin niikleusa girmesiyle;
C/EBP Homolog Protein (CHOP), aktive edici transkripsiyon faktorii 3 (ATF3) ve gesitli
aminoasitlerin tasinmasi saglanir (198). Bunlara ilave olarak, nemli bir antioksidan olan
glutatyonun biyosentezinde ve oksidatif strese karsi direng gosteren genlerin
transkripsiyonununda aktif sekilde gorev alir. CHOP, transkripsiyonel olarak ATF4 ile
aktif hale getirilir. Kuvvetli bir apoptozis sinyali seklinde calisarak, hiicre 6limiinii
baglatir (194).

PERK, en 6nemli transkripsiyon faktorlerinden birisi olarak islev goren Nrf2
(niikleer faktor-eritroid baglantili faktor 2)’yi de fosforillemektedir. Nrf2, normal sartlar
altinda sitoplazmada inaktif ve kompleks halde bulunur. ER stresinin meydana
gelmesiyle fosforillenir. Bu sayede aktif hale gecen Nrf2, niikleusa gegis yapar. Aktif
hale gelen Nrf2’nin goérevleri arasinda; enzimlerin detoksifikasyonunu saglamak, immiin
sinyalizasyonunu ger¢eklestirmek, antioksidanlarin ve hiicrelerin biiyiimesi ile

gelismesinde rol oynayan genlerin indiikklenmesi yer almaktadir (194, 195).

Aktive Edici Transkripsiyon Faktorii 6 (ATF6) Sinyal Yolag:

ATF6, ER liiminal ve sitozolik domain igeren tip Il transmembran proteinidir.
NH,-terminal DNA bagimli domaini sitozole, COOH terminali ER liimenine doniik
sekilde bulunur. Normal sartlar altinda, GRP78 ile birlikte ER membraninda inaktif halde
bulunmaktadir. GRP78, ER stresinin hemen ardindan katlanmaya yardimci olmak i¢in
limenden ayrilir. GRP78’in limenden ayrilmasiyla birlikte ATF6, Golgi aygitina gecis
yapar. Orada metalloproteaz 2 ve serin proteaz 1 araciligiyla kesilerek aktif forma
doniistimii saglanir (197).

ATF6’nin aktivasyonundan sonra, niikleusa gegisi gerceklesir ve bu sayede de
protein katlanmasinda goérev alan hedef genler aktif hale getirilir. Boylece proteinlerin
sentezinde artis meydana gelir. Ardindan ER katlanma fonksiyonu baslatilarak, strese
kars1t koruma saglama mekanizmasi olusturulur. Aktive olan hedef genlerin igerisinde
GRP94, protein disiilfit izomeraz, GRP78, XBP1, CHOP, Herp ve kalretikulin gibi genler
yer almaktadir (198).
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Inozitol Gerektiren Enzim 1 (IRE1) Sinyal Yolag

IRE1, bifonksiyonel enzim aktivitesine sahip olan ve sitozolik domaininde
endoriboniikleaz ile serin/treonin protein kinaz etkinligi gosteren tip 1 transmembran
proteinidir. IRE1l, aym1 zamanda UPR’nin en iyi sekilde korunan sinyal agidir.
Memelilerde IRE-1a ve IRE-1B olmak tizere 2 adet izoformu mevcuttur. IRE-1la
ekspresyonu her hiicrede olurken, IRE-1p ekspresyonu yalnizca akcigerlerle, bagirsak

epitel hiicrelerinde gergeklesmektedir (195).
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Sekil 2.20. UPR sinyalizasyon yolaklari (Fu ve ark. 2020’den Tirkgelestirilmistir.)(199).

Katlanmamug protein tepkisi. Katlanmamis proteinlerin birikmesi, GRP78’in, PERK, IRE1 ve ATF6’nin
limenal alanlarindan ayrilmasina neden olur ve ii¢ proteinin aktivasyonuna yol acar. ER: endoplazmik
retikulum, GRP78: 78-kDa glukoz diizenleyici protein, PERK: protein kinaz R benzeri ER kinaz, IRE1:
inositol gerektiren enzim 1, ATF6: aktive edici transkripsiyon faktorii 6, GLS: Golgi lokalizasyon dizileri,
KEAPL: Kelch benzeri ECH ile iliskili protein 1, Nrf2: niikleer faktor eritroid 2 ile iligkili faktor 2, elF2a:
Okaryotik ¢eviri-baglatma faktorii 2 alfa, ATF4: transkripsiyon faktorii 4'iin etkinlestirilmesi, CHOP: C /
EBP homolog protein, BCL-2: B hiicreli lenfoma-2, BIM: Bcl-2 etkilesimli araci, DR5: 6liim reseptorii 5,
GADD34: biiyiimeyi durdurma ve DNA hasarini indiikleyebilir protein 34, TRB3: Tribbles ile ilgili protein
3, EROla: endoplazmik retikulum oksidorediiktin 1a, PP1: protein fosfat 1, XBP1: X box baglayici
protein 1, ERAD: ER ile iliskili bozunma, RIDD: diizenlenmis IRE1'e bagli bozulma, TRAF2: timor
nekroz faktorii reseptori ile iliskili faktor 2, ASK1: apoptoz sinyal diizenleyici kinaz 1, INK: c-Jun N-
terminal kinaz, miRNA: mikroRNA, mRNA:haberci RNA, IKK: IxBa kinaz, S1P: site-1 proteaz, S2P:
site-2 proteaz.

IRE1, GRP78 ile beraber iken inaktif halde bulunur. ER stresi meydana
geldiginde, GRP78 IRE1’den ayrilir. Béylece kinaz ve endoriboniikleaz aktivitelerinin
otofosforilizasyonu gergekleserek, IRE1 etkinlesmesi meydana gelir (196).

Aktive olmus IRE1, XBP1’in (X-Box Baglayic1 Protein 1) mRNA’sindan, 26

niikleotidi bulunan bir kismin eklenmesini uyarir. mRNA’nin eklenen kismindan
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doniistiiriilen XBP1, niikleusa gecis yapar. Boylece XBP1, ER homeostazini diizenlemek
amaciyla ERAD’da gorev alan genlerin transkripsiyonunu ve protein katlanmasini

artirarak, ER stresinin azaltilmasinda etkinlik gosterir (197).

2.4.4. Endoplazmik Retikulum Stresi-Epilepsi Iliskisi

PERK Yolagi-Epilepsi Iliskisi

Daha once yapilan caligmalarla, insan epilepsisinde ve deneysel epilepsi
modellerinde PERK sinyal yolunun diizensiz hale geldigi gosterilmistir. Sicanlarda
olusturulan SE modelinde p-PERK, p-elF2a ve CHOP ekspresyonunun énemli 6lgiide
arttigin1 bulmuslardir (200). Kainik aside bagl nobetleri olan farelerin hipokampiisiinde
de p-elF2a ve ATF4 seviyelerinde artis gozlemlenmistir (201). Ayrica baska bir
caligmada da CHOP ekspresyonunun yiikseldigi rapor edilmistir (202). Pentilentetrazol
(PTZ) ile indiiklenen akut nobet modelinde GRP78, p-elF2a ve CHOP seviyelerinde artis
oldugu saptanmistir (203).

CHOP’un proapoptotik roliiniin olmasinin diginda, epilepside ndroproteksiyon
icin baskilanmasi konusunda dikkatli olunmalidir. Yapilan bir ¢alismada, upregiile
edilmis CHOP’un, SE’den sonra néronal sag kalim tesvik edebilecegi ve CHOP™ /-
farelerin, vahsi tip CHOP *~ farelere kiyasla hipokampal néron liimiinde artis gosterdigi
one stirtilmiistiir (204). CHOP un sag kalim fonksiyonu i¢in temel mekanizma, miirin ¢ifti
2'yi (MDM2) hedefleyerek p53 fonksiyonu tizerindeki inhibitor etkisi olabilir. CHOP un
ndbetlerin neden oldugu ndronal dliimdeki karsit ve paradoksal roliinii nasil degistirdigi
hentiz bilinmemektedir.

Daha once yapilan bir ¢alismada, uzun siireli ER stresi lizerine, UPR’de islev
goren ii¢ yolak aktivitesinin farkli oldugu ve PERK sinyallemesinin uzun siire devam
ettigi bildirilmistir (205). PERK yolaginin baglica CHOP indiikleyicisi olmasi nedeniyle,
kalict PERK aktivasyonu CHOP {iretimini artirabilir ve bdylece hiicre 6liimii siirecini
yonetebilir. Bu nedenle, CHOP un ndbetlerden sonra hiicre kaderi iizerindeki etkileri,
ilave caligmalar1 gerektiren bireysel UPR dal aktivitesinin siiresi ve yogunlugu ile iligkili
olabilir. Apoptozisin kontroliine ek olarak, CHOP'un miyelin bazik proteini (Mbp) gibi
miyelinle iligkili proteinlerin ekspresyonunu diizenledigi de gosterilmistir. Miyelin kilif
hasarimin epileptogenez sirasinda erken bir patolojik 6zellik oldugu belirtilmis ve

calismalar, nobetlerden sonra miyelinle iligkili proteinlerde 6nemli bir azalma oldugunu
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gostermistir (206). Yapilan bir calismada, CHOP’un, miyelinle iliskili genlerin
transkripsiyonunu inhibe ederek ve SE sonrasi aksonal yeniden sekillenmeyi etkileyerek

nobet duyarliligini artirabilecegi 6ne stirtilmistiir (207).

IRE1 Sinyal Yolagi-Epilepsi iliskisi

Cesitli galismalar ile IRE1 sinyallemesinin epilepside upregiile edildigi ileri
strilmistiir. Bu g¢alismalardan birinde, XBP1’in mRNA seviyesinin, kainik asit ile
indiiklenen SE’li farelerin hipokampiisiinde énemli 6lgiide arttigi bildirilmistir (208).
Baska bir ¢aligmada ise, insan TLE’sinde IRE1a sinyallemesinin rolii arastirilmig, TLE’1i
hastalarin hipokampiisiinde IRE1a aracili yolagin upregiile edildigini bulmuslardir (209).
Ote yandan, artan XBP1 seviyesi, ER i¢indeki protein katlama kapasitesini ve yanlis
katlanmisg proteinlerin bozunmasini artirarak, hiicrenin hayatta kalmasini1 destekleyebilir.
Bununla birlikte, IRE1 sinyallemesinin aktivasyonu, epilepside hiicre apoptozuna gore
sitoplazma koruyuculugu iizerine daha secici bir etkiye sahip olabilir.

Bu etkilerin yaninda, IRE1 aracili sinyallemenin, y-amino biitirik asit A
reseptorlerini (GABAAar) etkiledigi de gosterilmistir. GABAAaR’ler, memeli MSS’de
uyarici-inhibe edici dengenin siirdiiriilmesinde 6nemli bir rol oynayan ana inhibitor
ligand-kapilt iyon kanallaridir (210, 211). Yapilan bir ¢alismada, GABAar al alt
biriminde mutasyonun neden oldugu azalan yiizey protein seviyesinin, idiyopatik epilepsi

patogenezinde rol oynayabilecegi gosterilmistir (212).

ATF6 Sinyal Yolagi-Epilepsi Tliskisi

Literatiirde, ATF6 sinyali ile epilepsinin iliskilendirildigi az sayida g¢aligma
mevcuttur. Bu calismalardan birinde Kainik asit ile indiiklenen SE'li farelerin
hipokampiisiinde ATF6 protein seviyesinin arttig1 bildirilmistir (204). Calismadan elde
edilen sonuglara bakildiginda, ATF6 sinyalinin nobetlerde néroprotektif etkiye neden
oldugu goriilmektedir.

Baska bir ¢alismada ise ATF6a delesyonunun kainat kaynakli ndbetlerin neden
oldugu noronal hasar1 siddetlendirdigi ve altta yatan mekanizmanin Ca?* homeostazinin
ve noronal aktivitenin diizenlenmesi ile iligkili olabilecegi ortaya g¢ikarilmistir (213).
Buna gore, ATF6a’nin eksitotoksisiteye karsi yeni bir terapdtik hedef olabilecegi one

stiriilmiistiir. IRE1 aracili sinyallemeye benzer sekilde, ATF6 yolunun aktivasyonu da
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GABAArR’In al (A322D) alt biriminin yilizey trafigini artirabilir (214). Bu nedenle,
eksitotoksisiteye karst ATF6 sinyalinin noroproteksiyonu, daha fazla ¢alisma gerektiren
GABAAr aracili norotransmisyonun diizenlenmesinde rol oynayabilir. y-amino biitirik
asit B reseptorii (GABARgR) aracili sinaptik sinyal yollarinin diizensizliginin epilepside rol

oynadigi bilinmektedir (215).

ATF4 Sinyal Yolagi-Epilepsi Iliskisi

Yapilan c¢aligmalarda, ATF4’iin GABAgr lizerine diizenleyici etkinligi oldugu
bildirilmistir. Bu ¢aligsmalardan birinde, ATF4’iin GABAgrla’y1 uyarict ve GABAgrIf
aktivitesini inhibe edici olarak etki gosterdigi rapor edilmistir (216). ATF4, GABARgr alt
birim dimerizasyonunu bloke edebilir ve fonksiyonel heterodimerik GABARgr olusumunu
baskilayabilir.

Bagka bir ¢alismada ise ATF4'in, aktin dinamiklerinin 6nemli bir diizenleyicisi
olan Cdc42'nin ekspresyonunu diizenleyerek GABAgr trafigini kontrol edebilecegi ve
boylece noronal uyarilabilirligi etkileyebilecegi rapor edilmistir (217). Bu nedenle,
ATF4'in anormal ekspresyonu, GABAgr aracili norotransmisyonun diizenlenmesi
yoluyla epilepsinin patogenezinde rol oynayabilir. Literatiirde bu konudaki veriler
oldukea kisitli oldugu icin daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir. UPR ’nin epilepsi ile iliskili

patolojik siireglerdeki rolii sekil 2.21°de sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.21. UPR’nin epilepsi ile iliskili patolojik siire¢lerdeki rolii (Fu ve ark. 2020’den
Tiirkgelestirilmistir.) (199).

UPR medyatorlerinin epilepsi ve nobetlerle iligkili patolojik siireglere katilimi. ER: Endoplazmik
retikulum. UPR: Katlanmamus protein yaniti. GRP78: 78-kDa agirligindaki glikoz diizenleyici protein. p-
PERK: Fosforile protein kinaz R benzeri-ER kinaz. p-IRE1: Fosforile inozitol-gerektiren enzim 1. ATF6:
Aktive edici transkripsiyon faktorii 6. p-elF2a: Fosforile dkaryotik translasyon baglatici faktor-2 alfa.
ATF4: Aktive edici transkripsiyon faktorii 4. CHOP: C/EBP homolog protein. XBP1: X-box-baglayici
protein 1. KBB: Kan-beyin bariyeri. GABAar: y-amino biitirik asit reseptdrii. Ca?*: Kalsiyum iyonu.
(Noktali ok, UPR medyatérleri ile patolojik siire¢ arasindaki bilinen baglantinin epilepsi ve nobetlerde

heniiz dogrulanmadigin1 gosterir.)

2.5. N-(p-amilsinnamoil) Antranilik Asit (ACA) ve Etki Mekanizmasi

Kimyasal yapis1 ilk olarak 1974’te tanimlanmis olan N-(p-amilsinnamoil)
antranilik asit (ACA), beyaz renkte ve kati formdadir. 337.4 kDa molekiil agirligina
sahiptir. Kimyasal formiilii C21H23NOs3 seklindedir (218). Kimyasal yapisi sekil 2.22°de
gosterilmis olan ACA, dimetilsiilfoksit (DMSO) ya da alkolde ¢oziinebilir fakat suda

¢oziinmez.
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Genel olarak TRPM2 kanal blokorii seklinde tanimlanmigtir. Bu 6zelligine ilaveten
fosfolipaz A> (PLA2) enzimini bloke ettigi de bilinmektedir. ACA, kanal ve enzim
blokdrii olmasi sebebiyle, hiicrenin icerisinde etkinlik gosterir. Oksidatif stres iirtinleri
olarak bilinen, adenozin difosfat riboz ve hidrojen peroksit seviyesi ylikseldiginde, IP3,
G proteine baglanip, hiicre organellerinden agir1 bir miktarda Ca*? saliimina sebep olur.
ACA da Ca*? salimimim azaltic1 yonde etki ederek, oksidatif stres diizeyini diisiirmede rol
oynar. PLA; inhibitdrii olarak aktif rol oynayan ACA’nin, sonraki deneysel ¢alismalarla
pankreas adaciklarinda glikozun varlig: ile meydana gelen insiilin salgisini antagonize
edici yonde etkisinin oldugu ortaya ¢ikarilmistir (219). Ayrica, ACA ve ACA benzeri
kimyasal yapiya sahip bircok maddenin, kalp-damar sisteminde yer alan hiicrelerde ve
pankreasta bulunan beta hiicrelerinde ikincil haberciler ile arasidonik asiti bloke ettigi de

rapor edilmistir (220).

H.C HO 7O

N-{p-amilsinnamaoil)
antranilik asit {ACA)

Sekil 2.22. N-(p-amilsinnamoil) antranilik asitin kimyasal yapis1 (Harteneck ve ark.
2007’den Tiirkgelestirilmistir.)(220).

Yapilan bir¢ok ¢alisma ile ACA’nin gesitli transient reseptor potansiyel (TRP)
kanallarin1 bloke ettigi rapor edilmistir (221). Bloke ettigi TRP kanallar1 sinirh sayida
oldugu igin, spesifik olarak TRPM2 kanal blokorii seklinde tanimlanmis ve in vitro
ortamda en ¢ok tercih edilen TRPM2 kanal blokdrii olmustur (222).

TRP kanallar1 ilk olarak 1989 yilinda genetik ¢alismalar esnasinda kesfedilmistir.
Drosophila tiirii sirke sineklerinin gz hiicrelerinde yapilan bir ¢alisma esnasinda
tanimlanmistir (223). Trp gen mutasyonu olan fotoreseptorler, 1s1ga devamli maruz
kaldiklarinda, fazik olarak (transient) voltaj degisikligine sebebiyet verdikleri igin,

kanallar bu isimle anilmaktadir.
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Buna ilaveten, hiicre igine gore hiicre disinda yogun olarak bulunan Ca*2ve Na*
iyonlarina, ayni anda gecirgen olduklari icin, Ca*? kanallar1 tanimi1 yerine genel olarak
katyon kanallar1 ifadesi kullanilmaktadir.

TRP kanallari; direkt plazma zarlarinda yer alan Ca*? giris kanallar1 gibi
calismaktadir. Tanimlanmig biitiin islevsel TRP kanallart (TRPM4 ve TRPMS harig)
Ca*?’a gecirgenlik gosterir. Mg*? icin de ayni1 durum sz konusudur (224).

TRPM2 kanal ekspresyonu ilk olarak 1998’de kanser (melastatin) hiicrelerinde
gerceklestirilmis olup, sonrasinda yapilan pek c¢ok c¢alisma ile de beyindeki ¢esitli
bolgelerde ve noronlarda yiiksek seviyede var oldugu saptanmistir (225). TRPM2
kanallarinin memelilerin beyinlerinde yiiksek ekspresyonu olduguna dair 6nemli kanitlar
vardir. Bunlara ilaveten, kanallarin néronal olmayan hiicrelerde de kuvvetli ekspresyonun
oldugu disiiniilmiistiir. Olah ve arkadaslari, hipokampal Kkesitlerdeki incelemelerinde
piramidal ve CA1 ndronlarinda islev goren ¢ok sayida TRPM2 katyon kanalinin mevcut
oldugunu rapor etmistir (225-227)

Oksidatif stres ile aktif hale geldigi rapor edilen ilk TRP kanali, TRPM2’dir.
TRPM2, hiicre iginde olusan kuvvetli Ca*? akimuyla birlikte, pozitif geri bildirim
mekanizmasinin devreye girmesiyle, ¢ok sayida TRPM2 kanalinin aktif hale gelmesini
tetiklemektedir (228). Mikonazole, clotrimazole, flufenamik asit ve 2-aminoetoksidifenil
borat, dolayli TRPM2 kanal blokoérlerinden bazilaridir. ACA da bu dolayli TRPM2 kanal
blokerlerinden biridir (229). Dogrudan TRPM2 kanal blokajin1 saglayan ve klinikte
toksik etkisi olmaksizin kullanima uygun olan kanal blokorii sayisi oldukga azdir.

Yapilan birkag¢ calismada, TRP kanallar1 KBB gecirgenligi ile iligkilendirilmis ve
TRPM2 kanallarmin varligi, beyin mikrodamar endotel hiicrelerinin primer sigan
kiiltiirlerinde tespit edilmistir (230). Yapilan bir ¢aligsma ile insan pulmoner arter endotel
hiicre tabakalarinda TRPM2 ekspresyonu dogrulanmis ve hidrojen peroksit maruziyetinin
Ca?*akisin1 ve artmis endotel hiicre gecirgenligini sagladigi gosterilmistir (231).

Yapilan bir ¢calismada, PTZ ile epilepsi modeli olusturulan siganlarda ACA’nin,
hipokampiisteki oksidatif stres diizeyi, apoptozis ve TRPM2 aktivasyonu iizerine
etkinligi arastirilmistir. Sonuglarda, TRPM2 kanalindan Ca*? girisi oldugu durumda,
hipokampiiste apoptozis ve mitokondriyal oksidatif stres meydana geldigi ve ACA aracili
TRPM2 kanal inhibisyonunun, apoptozis ve mitokondriyal oksidatif stres degerleri

tizerinde diizenleyici bir etken oldugu rapor edilmistir (232).
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Oksidatif stresi ve apoptozisi azaltici yonde etki eden, TRPM2 kanallarinin ve
PLA2 enziminin blokeri olarak tanimlanan ACA’nin epileptik nobetlerde, ER stres
belirtegleri ve KBB biitiinliigii {izerine nasil bir etkinligi oldugu konusunda soru isaretleri
mevcuttur ve mekanizmanin hangi yolaklar tizerinden ilerledigi konusu heniiz net olarak

aciklanamamistir. Sekil 2.23’te TRPM2 kanalinin molekiiler ve aktivasyon ozellikleri

gosterilmistir.
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Sekil 2.23. TRPM2 kanalinin molekiiler ve aktivasyon ozellikleri (Malko ve Lin,
2020’den Tiirkgelestirilmistir.)(233).

(A) S5 ve S6 arasinda Ca?* K *ve Na*’a gecirgen bir gdzenek olusturan, yeniden giris dongiisiine sahip 6
transmembran alanindan (S1-S6) olusan tetramerik yapidaki TRPM2 kanali ve alt biriminin temsili resmi.
Hiicre i¢i N-terminali dort MHR (1-4) igerir ve hiicre i¢i C-terminali aCC tetramerizasyon alani ve bir
NUDTO9-H alani igerir. TRPM2 kanali, hiicre i¢i ADPR'nin iki bolgede, MHR1 / 2 ve NUDT9-H alaninda
ve Ca?" transmembran alaninm hiicre i¢i yiiziine baglanmasiyla etkinlestirilir (gdsterilmemistir).(B)
TRPM2 kanalinin ROS tarafindan etkinlestirilmesi. Hiicre dist ROS'a maruz kalma, artan hiicre i¢i ROS
iiretimi veya azalmis antioksidan kapasiteden kaynaklanan hiicre i¢i ROS birikimi, NAD*’1 ADPR’ye
doniistiiren ¢ekirdekte PARP ve PARG enzimlerinin aktivasyonunu indiikler. ADPR, sitozole yayilir ve
TRPM2 kanalim agar, Ca?* akismin hiicre ici Ca?* konsantrasyonunu artirmasina izin verir veya hiicre igi
organellerde (gésterilmemistir) TRPM2 kanalim etkinlestirir. (C) Olas1 mekanizmada ACA’nin artan ER
stresi lizerine nasil bir etkinlik gdsterdigi ¢aligmanin arastirma konularindan birini olusturmaktadir.
ADPR: ADP-riboz, CC: sarmal-sarmal, MHR: TRPM homoloji bélgeleri, NAD*: nikotinamid adenin
diniikleotid, NUDT9-H: NUDT9 homolojisi, PARG: poli (ADPR) glikohidrolaz, PARP: poli (ADPR)
polimeraz, ROS: reaktif oksijen tiirleri.
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2.6. Hidrokortizon ve Etki Mekanizmasi

Hidrokortizon, hem glukokortikoid hem de mineralokortikoid agonisti olarak
gorev yapan bir maddedir. 1930’larda Edward Kendall tarafindan kesfedilmis olan bu
madde, “Compound F/17-hidroksikortikosteron olarak adlandirilmistir.

1941°de ilk kez hidrokortizonun tibbi kullanim1 onaylanmis olup, Diinya Saglik
Orgiitii'niin temel ilaglar listesinde bu maddeye yer verilmistir (234). Beyaz renkte ve kat1
formda olan hidrokortizonun molekiil agirligr 362.5 g/mol’diir ve kimyasal formiilii
C21H300s’tir. Kimyasal yapisi sekil 2.24’te gdsterilmis olan hidrokortizon; DMSO, etanol

gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir ancak suda ¢oziinmez (235).

Hidrokortizon

Sekil 2.24. Hidrokortizonun kimyasal yapis1 (235).

Hidrokortizon; 50 yil1 askin siiredir ¢esitli epilepsi tiirlerinde tedavi maksadiyla
agirlikl olarak kullanilan prednizolon ve adrenokortikotropik hormon (ACTH) gibi,
tedavide tercih edilen norosteroidlerden biridir. Son 30 yilda yaynlanan ¢ogu raporda,
geleneksel olarak kullanilan antikonviilsan ve antiepileptik ilaglarin, 6zellikle de West
Sendromu gibi tedaviye direngli epilepsi sendromlari ve epileptik ensefalopatiler
tizerindeki etkilerine odaklanilmistir (236). Ancak diger epilepsi tiirlerinin tedavisinde
kullanilmakta olan hidrokortizon gibi kortikosteroidlerin esas etkilerinin arastiriimasina
nispeten daha az ilgi gosterilmistir. Ayrica kortikosteroidlerin kan-beyin bariyeri tizerinde
nasil bir etkinligi oldugu ve bu etkinin mekanizmas1 hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur.

Cesitli hipotezler gbzden gecirildiginde; kortikosteroidlerin genel etkileri iizerine

diistintilen unsurlar esas olarak; hiicre i¢i-hiicre dis1 elektrolit oranlarindaki veya hiicre igi
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glikoz seviyelerindeki degisiklikler ile serebral kan dolasimda azalmalar meydana
getirdigi, serebral 6dem, protein metabolizmasindaki degisikliklerdir. Bununla birlikte,
intraserebral enzim aktivitesi ve anti-inflamatuar aktivitede hizlanmay1 da artirdigi
ihtimali tizerinde durulmaktadir (173).

Sekil 2.25’te gosterildigi gibi, kortikosteroidlerin anti-inflamatuar olarak etki
mekanizmas1 incelendiginde; sitozolik steroid reseptdriine baglanan hidrokortizon,
olusan reseptor-ligand kompleksi ile kendisini hedef genlerin promoter boélgesindeki
bir¢cok glukokortikoid yanit elemaninin baglandigi hiicre ¢ekirdegine yerlestirir.

DNA'ya bagl reseptor daha sonra temel transkripsiyon faktorleriyle etkilesime
girerek, spesifik hedef genlerin ekspresyonunda artisa neden olur. Kortikosteroidlerin
anti-inflamatuar etkilerini gosterirken; lipokortinleri, arasidonik asidi inhibe ederek,
prostaglandinlerin ve l0kotrienlerin biyosentezini kontrol eden PLA: inhibitor
proteinlerini kullandig1 diisiiniilmektedir. Bu sayede siklooksijenaz (hem COX-1 hem de
COX-2) ekspresyonu da baskilanarak etkiyi giiclendirir. Bagka bir deyisle inflamasyon,
prostaglandinler ve 16kotrienlerdeki iki ana iiriin, hidrokortizon gibi glukokortikoidlerin
etkisiyle inhibe edilir (237).

KORTIKOSTEROIDLER

ARASIDONIK ASIT
(AA) Anti-inflamatuar
ilaglar

SR

7z \

Lokotrienler Prostancidler
(pr glandinler/tr A2)

Sekil 2.25. Kortikosteroidlerin anti-inflamatuar etki mekanizmasi (Ricciotti ve
FitzGerald, 2011°den Tiirkgelestirilmistir.)(238).

Epileptik nobetler iizerine kortikosteroidlerin etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. Kortikosteroidlerin, transkripsiyonel diizenleyiciler olarak gorev yapan
MSS’deki steroid reseptorleri ile etkilesime girdigi ve voltaja bagimli Ca?* kanallarini

etkiledigi de distiniilmektedir (239). Bu hipotezler gz oniinde bulunduruldugunda,
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hidrokortizon ve diger kortikosteroidlerin epileptik nobetleri durdurmada iki temel
mekanizma tizerinden islev yaptig1 ihtimali yiiksektir.

[lk ihtimal, kortikosteroidlerin PLA2 enzimini iizerine inhibe edici etkisini
kullanarak, epileptik ndbetlerde hipereksitabiliteye sebep olan Ca?* kanallarmin
aktivitesini azaltip, anti-inflamatuvar etkiyle baglantili sekilde ndbetleri azalttigidir. Bu
sekilde KBB hasarini gidermede de etkili olabilir. Bununla baglantili olarak géze garpan
ikinci ihtimal ise; GABA reseptorleri araciligiyla glutemerjik aktiviteyi azaltip, Ca®* ve
Na* kanallarinin agilmasiyla meydana gelen eksitator potansiyeli diisiirerek, Cl" ve K*
kanallarini aktif hale getirip, inhibitor potansiyelin devreye girmesini saglayabilirler. Bu
sayede hiicre i¢i-hiicre dis1 iyon dengesizligini ortadan kaldirarak, antikonviilsan etki

gosterebilirler.

2.6.1. GABA-A Reseptorleri ve Norosteroidlerle iliskisi

Noronal aktivitenin diizensizligi ve GABA-A reseptorlerinin bilesimindeki ve
islevindeki degisiklikler, epilepsi gelisimine katkida bulunur. GABA, beyindeki
postsinaptik GABAAR’leri aktive ederek, Cl iyonlarinin akisina ve ndronal uyarilabilirligi
ve ateslemeyi azaltmaya hizmet eden ndronlarin hiperpolarizasyonuna neden olarak, hizli
inhibe edici eylemler uygular. Sekil 2.26’da GABA-A reseptor alt birimleri gosterilmistir.

Norosteroid yapidaki maddelerden biri olan hidrokortizon da GABA’nin a ve 3
alt liniteleri tizerinden epileptik nobetlerin inhibisyonunu saglamaktadir (240). Spesifik
olarak, GABA-A reseptor al alt birimini (GABRA1) kodlayan gendeki ve GABA-A
reseptorii B3 alt birimini (GABRB3) kodlayan gendeki mutasyonlar, esas olarak ¢ocukluk
cag1 absans epilepsisi (CAE) ve juvenil miyoklonik epilepsi (JME) ile iliskilidir. GABA-
A reseptorii 2y alt birimini (GABRG2) kodlayan gendeki mutasyonlar ve GABA-A
reseptor o alt birimini (GABRD) kodlayan gen, febril nobetler (FS’ler) ile iliskilidir (241).
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Sekil 2.26. Tipik GABA-A reseptorii yapisi ve alt birim bilesimi (Chuang ve Reddy,
2018’den Tiirkgelestirilmistir.)(241).

(A) GABA-AR’ler CI iyonuna gegirgen bir kanal olusturan heteropolimerlerdir. (B) Pentamer
yapisinin {istten goriiniimii. GABA-AR’ler bilinen 19 alt birimden olugsmaktadir: al1-6, B1-3, y1-3, 6, €,0,
n ve pl-3. GABA-AR’lerin en genel stokiyometrisi iki a , iki  ve bir y igerir ve y alt birimi 9, €, 6 veya
n ile degistirilebilir. Her alt birimin dort transmembran domaini (TM) vardir. (TM1 — TM4). TM2’ler segici
bir kanal gézenegi olusturur. GABA baglanma alanlari, alt birim a ve [ arasindaki baglanti noktasinda yer
alirken, benzodiazepinler (BZ’ler) a ve y alt birimleri arasindaki arayiize baglamir. Barbitiirat baglanma
alanlari, BZ baglanma bdlgesinden farklidir. Norosteroidler (NS), allosterik ve dogrudan baglanma
alanlar1 dahil olmak iizere iki varsayillan baglanma yerine sahiptir. Allosterik baglanma sahasi, a alt
birim TM’lerinde yer alirken, dogrudan baglanma alani, a ve f alt birimlerinin TM’leri icindedir.
(C) GABA-AR’ler, ayni zamanda nikotinik asetilkolin, glisin ve serotonin 5-HT3 reseptorleri igeren ligand
kapili iyon kanallarinin Cys-loop ailesine dahildir. Her alt birim, BZ’ler, barbitiiratlar ve NS’ ler dahil olmak
tizere cesitli ilaglarla etkilesime giren bir uzun hiicre dis1 N terminaline sahiptir; dort TM (TM1 — TM4) ve
TMI1 ve TM2’yi baglayan bir kisa hiicre i¢i halka, TM2 ve TM3’{i baglayan kisa bir hiicre dis1 halka, TM3
ve TM4’ii baglayan ve fosforilasyon ile modiile edilebilen bir uzun hiicre i¢i halka ve bir kiigiik hiicre dist
C terminali.

Son yillarda yapilan in vitro bir calismada, KBB siki baglanti proteinlerinden olan
okludin ve ZO-1’in s1g1r retinal endotelyal hiicre tabakasi boyunca immunohistokimyasal
analizleri yapilmigtir. Calisma sonuglari degerlendirildiginde, hidrokortizonun, hiicre
siirinda hem okludin hem de ZO-1 boyamasini etkili bir sekilde arttirdigi gorilmiistiir.
Ayrica, 4 saatlik hidrokortizon tedavisinin, okludin fosforilasyonunu 6nemli 6lgiide
azalttig1 rapor edilmistir. Diyabet hastalarinda meydana gelen retinal 6demin tedavisinde
hidrokortizonun etkinliginin énemli oldugu ve tavsiye edildigi de calisma sonucunda
bildirilmistir (242). Sekil 2.27°de epilepsi/ndbetler de dahil olmak iizere, GABA-A

reseptOriiniin ilgili oldugu hastaliklar bir arada gosterilmistir.
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Sekil 2.27. Secilmis GABA-A reseptdr alt birimlerinin farmakolojik rolleri (Carver ve
ark. 2014°ten Tiirkgelestirilmistir.)(240).

Yapilan klinik bir ¢alismada, annelerin gebelik sirasinda yasadigi yiiksek stres
diizeyinin, dogum sonrast nobetlere ve infantil spazmlara neden oldugu bildirilmistir
(243). Deney hayvanlarinda olusturulan ve bir epilepsi modeli olan kindling modelinde,
hayvanlarda betametazon ve deksametazon ile dogum 6ncesi tedavi yapilmis, sonugta bu
maddelerin hayvanlar {izerinde antikonviilsan etkilerinin oldugu rapor edilmistir (244).
Yapilan diger bir c¢alismada ise prenatal donemde deney hayvanlarina verilen
betametazonun, yavrunun gelismesi esnasinda antikonviilsan etkinligi olan néropeptid
Y'nin hipokampal ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir (245). Sonug itibariyle, her iki
calisgma ile kindling epileptogenezinde prenatal donemde betametazon veya
deksametazon maruziyetinin, antikonviilsan etkilerinin oldugu elde edilen bulgularla
desteklenmistir.

ABC tasiyicilarinin, ilag dagitimi ve ilaglara verilen yanitta oldukc¢a 6nemli oldugu
giderek daha fazla kabul géormektedir. MDR-1/ABCB1 geninin kodlanmus iiriinii olan p-
gp, giniimiizde klinikte kullanilan ve yapisal olarak da farklilik gosteren ilaglar dahil
olmak {izere, genis bir substrat spesifikligine sahip olmasi bakimindan klinik ag¢idan da
onem arz etmektedir (246). Ayrica, bu tastyicinin gastrointestinal sistem ve beyin kilcal
endotelyal hiicreleri gibi belirli doku bolmelerindeki ekspresyonu, bir¢ok ilacin oral

emilimini ve MSS’ye girisini sinirlar.
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KBB'in varligindan dolay1 kullanilan gesitli ilaglar ve dolasimdaki molekiiller
beyne yalnizca iki islemden biri yoluyla erigirler: 1) kiigiik polar olmayan molekiillerin
KBB araciligiyla serbest (pasif) difiizyon yoluyla lipit aracili taginmasi veya 2) katalize
edilmis tasima (247). Ancak epileptik nobetler, beyinde farkli hiicre tiplerinde asir1 P-gp
ekspresyonuna neden olmaktadir (248). Bu da epilepsi tedavisinde kullanilan ilaglarin
yeterli dozda beyin hiicrelerine gegisinde kisitliliklara sebep olmaktadir.

Hidrokortizon ile birlikte; deksametazon, kortikosteron, kortizol, aldosteron gibi
kortikoidler de substrat olarak gorev yapan ABC tastyicilar1 (P-gp (ABCBI1) sinifinda yer
alir. Bunlara ilaveten doxorubicine, daunorubicine gibi kansere karst kullanilan ilaglar,
siklosporin A gibi immiinsupresif etki yapan ilaglar da bu sinifa dahildir (249).

Glukokortikosteroidler; anti-inflamatuar ve antikonviilsan ilaglar olarak yaygin
sekilde kullanilsa da ¢ok ciddi yan etkileri oldugu da g6z 6niinde bulundurulmalidir.
Kortikosteroid gibi anti-inflamatuar ve anti-alerjik ilaglara dahi tirtikerden anafilaksiye
kadar degisebilen asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 gelisebilmekte, farkli ilag formlarinda
farkli reaksiyonlar izlenebilmektedir. Istah artis1, sinirlilik, uykusuzluk, ayak bileklerinde
ve ayaklarda 6dem, goOgiiste agri ve yanma hissi, kas giigsiizliigli, yara iyilesmesinde

azalma ve kan sekeri seviyesinde artis gibi ¢ok ¢esitli yan etkileri mevcuttur (250).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Hayvanlarimin Hazirhik Siireci

Bu calismada deney hayvanlar iizerinde gerceklestirilen tiim islemler, Inénii
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirmalar1 Etik Kurulu’ndan alian onay
ile (10.07.2020 tarih, 2020/11-3 karar sayisi ve HADYEK kayit no 2019/A-32) etik
kurulda belirtilen deney protokiiliine uygun sekilde yapildi. Calismada; absans epilepsili
WAG/ Rij irki, ortalama 250-300 gr agirliginda, 6 aylik toplam 32 adet (16 adet disi ve
16 adet erkek) sican kullanildi.

Calismada kullanilan deney hayvanlart Kog Universitesi Translasyonel Tip
Arastirma Merkezi’nden (KUTTAM), Inonii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Merkezi’ne nakil edildi. Nakil islemlerinin hemen ardindan, deney hayvanlari
uygun kafeslere konularak, 10 giin siireyle karantinaya alindi. Bu sayede siganlarin,
nakledikleri Indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi nin
¢evresel kosullarina uyumu saglandi. Deney siiresince siganlarin, 12 saat aydinlik/ 12 saat
karanlik periyodunda, 20-22°C sicaklik araligi olan bir ortamda barinmasi saglandi.
Hayvanlara normal musluk suyu i¢irildi ve hayvanlar standart olarak pellet seklinde
hazirlanmis sigan yemi ile ad libitum olarak beslendi.

Calismadaki deney hayvanlarinin bakimi ve beslenmesi, spontan nobetler ile viicut
agirliklarinin ve yem tiiketimlerinin takip edilmesi, deney sonunda yapilan cerrahi
islemler, Inonii Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde
yapildi. Western Blot analizleri Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dali Aragtirma Laboratuvari’nda ve immiinohistokimyasal analizler,
Inonii  Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali Arastirma

Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

3.2. Deney Hayvanlarimin Gruplandirilmasi

Caligsmada gruplardaki hayvan sayisi, % 95 giiven diizeyinde, (o=0.05) ve % 80
giic (f=0.20) ile karsilastirilmas: esas alinarak belirlendi ve ZO-1 siki baglantilarinin
protein seviyesi etki bliytkligi 1.67 olarak 6ngoriildii. Grup basina alinmasi gereken
deney hayvani sayisi gii¢ analiziyle en az 7 olarak hesaplandi (173).
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Olas1 kayiplar nedeniyle, calismadan elde edilen sonuglarin giivenilirligi ve gegerliliginin
etkilenmemesi i¢in grup basina 8 hayvan ¢aligmaya dahil edildi. Gruplar olusturulurken,
siganlar tartilarak agirlik ortalamalari birbirlerine en yakin olacak sekilde 4 gruba ayrildi.
Her bir ana grupta 8 adet (4 adet disi ve 4 adet erkek) olmak {izere, toplamda 32 adet
WAG/RIj tiirii sigan, disi ve erkek olarak ayrildi ve kafeslere alindi. Deney gruplart ve
her grupta bulunan siganlara yapilan enjeksiyon uygulamalar1 asagida belirtildigi gibidir.
Grup 1: WAG/RIj Kontrol grubu (n=8): Bu grupta bulunan disi ve erkek si¢anlara
herhangi bir madde enjeksiyonu yapilmadi. Siganlarin spontan nobetleri izlendi, viicut
agirliklar ve tiikettikleri yem miktarlar tartildi.

Grup 2: WAG/Rij+DMSO+PBS grubu (n=8): Bu grupta bulunan disi ve erkek
sicanlara ACA’nin ¢ozdiiriildiigii ayn1 miktardaki % 6 oraninda 0.2 ml/kg/giin DMSO
(Corlo-Erba Milano, Italya) ve 3.8 ml/kg/giin PBS (Sigma-Aldrich, Almanya),
intraperitoneal (i.p) olarak enjekte edildi. 13 giinlik DMSO+PBS enjeksiyonu
yapilmadan 6nce ve yapildiktan sonra, sicanlarin spontan nobetleri izlendi. Viicut
agirliklan ve tlikettikleri yem miktarlar1 tartildi.

Grup 3: WAG/Rij +ACA grubu (n=8): Bu grupta bulunan disi ve erkek siganlara giinde
tek toz olmak iizere 25 mg/kg/giin ACA (Enzo Life Sciences, USA) intraperitoneal olarak
(i.p) enjekte edildi. (1 ml hacimde dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde ve sulandirma
islemi %98 oraninda fosfat tamponu ¢ozeltisinde (PBS) yapildi). 13 giinlik ACA
enjeksiyonu yapilmadan once ve yapildiktan sonra, siganlarin spontan nobetleri izlendi.
Viicut agirliklar ve tlikettikleri yem miktarlar: tartildi.

Grup 4: WAG/Rij+Hidrokortizon grubu (n=8): Bu grupta bulunan disi ve erkek
sicanlara giinde tek toz olmak {izere 2.25 mg/kg/giin hidrokortizon (Sigma-Aldrich,
Almanya), 0.2 ml DMSO igerisinde ¢oziilerek intraperitoneal (i.p) sekilde enjekte edildi.
13 giinliik hidrokortizon enjeksiyonu yapilmadan once ve yapildiktan sonra, siganlarin

spontan ndbetleri izlendi. Viicut agirliklar1 ve tiikettikleri yem miktarlar tartildi.

3.3. WAG/Rij Sicanlarda Olusan Spontan Nébetlerin izlenmesi

WAG/Rij disi ve erkek sicanlarda 10 giinliik karantina siireci bittikten sonra,
gruplarda deney Oncesi (herhangi bir madde enjeksiyonu yapilmadan) olusan spontan
absans epilepsi nobetleri takip edildi. Nobet takipleri gerceklestirildikten sonra erkek ve
disi siganlar, ayr1 kafeslere alindi. Nobetlerin takip edildigi sicanlarin siralamasinin

karismamasi i¢in, her bir sicanin kuyruguna numara yazildi.
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Sicanlarin nobet esnasinda sergiledigi davranislar, video kamera ile izlendi.

Tablo 3.1.’de gosterildigi gibi, literatirde WAG/Rij si¢anlar igin belirlenmis ve
kabul gérmiis degerlendirme 6lgegi kullanilarak, 6l¢ekte belirtilen davranislar izlendi.
Listede nobet davranisina ait boliime, gozlemlenen davranisin siklik derecelerine gore,
her bir sican i¢in isaret konuldu. Epileptik nobetler, degerlendirme tablosuna bakilarak,
WAG/R]j disi ve erkek sicanlarin tiimiinde takip edildi. Ayni nobet takibi, deney
stiresince  ACA, hidrokortizon ve DMSO+PBS enjekte edilen si¢anlarda, deney
oncesindeki nobet Olglitleri esas alinarak yeniden gerceklestirildi. Enjeksiyon oncesi ve
enjeksiyon sonrast WAG/Rij disi ve erkek siganlardaki nobet degisimleri kontrol grubu

ile karsilastirilarak veriler kayit altina alindi.

Tablo 3.1. WAG/RIj siganlarda nobet takibi esnasinda goriilen davraniglar (251).

Literatiirde belirtilen Gozlemlenen davranislar Sikhik dereceleri
davraniglar

immobilizasyon immobilizasyon XXX

Bir noktaya odaklanma, Bir noktaya odaklanma, XXX

donakalma donakalma

Uyarana karsi duyarsizhk Uyarana karsi duyarsizlik XX

Cigneme hareketi Cigneme hareketi X

Biyik yapilaninda titreme Biyik yapilannda titreme X

Dis gicirdatma
Yanak kaslarinin gevsemesi
ile dilin disarya sarkmasi

Basin saga sola sallanmasi Basin saga sola sallanmasi XXX
Nobet sirasinda palpebranin - XXX
titremesi

Nobet sirasinda kulaklarin XXX
titremesi (sag)

Nébet sirasinda bulundugu X
zeminin yalanmasi

Nébet sirasinda pupil XXX
dilatasyonu

Nobet sirasinda eksoftalmus XXX

Tablo 3.2°de ACA grubuna ait 6rnek bir nébet takip ¢izelgesi gosterilmektedir.
Deney hayvanlarinin karantina siirecinden sonra; ACA, hidrokortizon ve DMSO+PBS
gruplarinin spontan ndbet takipleri, enjeksiyon yapilmadan once (karantina siiresi
bitiminde (11. giin) ve enjeksiyonlarin bitiminden 14 giin sonra (27.glin) yapildi. Bu

gruplardaki nobet degisimleri, kontrol grubu ile kiyaslandi. Nobet takipleri, 09.00-
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12.00’de ayni saatte olacak sekilde gergeklestirildi. Sicanda goriilen davranislar, tabloda

uygun alanlar isaretlenerek degerlendirildi.

Tablo 3.2. ACA grubunda bulunan siganlarin 6érnek nobet takip ¢izelgesi.

ACA Biyik Uyarana Bir noktaya Basin

grubu yapilarinda kars1 immobilizasyon | odaklanma, | saga-sola
titreme duyarsizhik donakalma | sallanmasi

1. (disi) X X - X X

2. (disi) - X - X -

3. (disi) - - X X -

4. (disi) - X - - X

5. (erkek) - - X - X

6. (erkek) X X X X -

7. (erkek) - X X - -

8. (erkek) X - X X X

3.4. Deney Hayvanlarinda Agirhik ve Yem Tiiketimi Takibi

WAG/RIj disi ve erkek siganlarda 10 giinliik karantina siireci bittikten sonra, tiim
gruplardaki siganlarin giinliik tiikettikleri yem miktarlar takip edildi. Ayrica siganlar
enjeksiyon oncesi de dahil olmak iizere, deney sonlanana kadar haftada bir tartilarak

viicut agirliklar ve tiikettikleri yem miktarlar1 kayit altina alindi.

3.5. Deney Hayvanlarinda Perfiizyon-Fiksasyon Islemi

WAG/RIj disi ve erkek siganlarda 13 giin boyunca siiren madde enjeksiyonu,
nobetlerin takip edilmesi, agirlik ve yem tiiketimi 6l¢limiiniin tamamlanmasinin ardindan,
deney hayvanlarinin dokulari cerrahi islemle alinmadan Once, sicanlara perfiizyon-
fiksasyon islemi uygulandi. 32 adet WAG/Rjj tiirii disi ve erkek sicanin, 16 adedi Western
Blot analizi i¢in, 16 adedi ise immiinohistokimyasal analiz i¢in kullanilmak {izere iki
gruba ayrildi.

Deney hayvanlar1 i¢in kullanilan perfiizyon-fiksasyon cihazlarinin ¢alisma
prensipleri goz ontine alinarak, deney i¢in 6zel bir perfiizyon-fiksasyon cihazi tasarlandi.
Sekil 3.1’de gosterilen cihaza, perfiizyon isleminde kullanilacak soliisyonlarin serum

fizyolojik sivi ve paraformaldehit (SF ve PFA) konulmast i¢in iki cam sise yerlestirildi

69



ve lizerlerine soliisyonlarin isimleri yazildi. Siselerin igerisine kalin plastik serum
hortumu konuldu. Bu hortumun bir ucu ise belli bir hizda sivinin akisini saglamasi igin
kiiciik bir su motoruna baglandi. Ince ve seffaf serum hortumunun da bir ucuna intraket
ignesi takilarak, su motoruna baglanmasi saglandi. Bu sayede kalbe igneyle girilmesi
halinde sivilarin viicuda gegisi gergeklestirildi. Ayrica su motorunun galisip stvinin belli
bir basingta (ortalama 80 mmHg) kaniil aracilifiyla kalpte dolasimini ve tahliyesini
saglayabilmek amaciyla, elektriksel gii¢ kaynagi olarak 12 voltluk (12V) kiigiik bir akii
kullanild1 ve akiiniin su motoruyla baglantis1 saglanarak sabitlendi.

Perflizyon-fiksasyon isleminin hemen dncesinde siganlara yiiksek doz ketamin ve
ksilazin (150 ve 20 mg/Kkg, i.p.) enjeksiyonu yapilarak siganlar anestezi altina alindi. Sekil
3.2’de gosterildigi gibi, hayvanlarin gogiis kafesi acildi ve kalp aciga ¢ikarildi. Western
Blot analizi yapilacak sicanlara kardiyak perfiizyon i¢in, kalbin sol ventrikiiliinden
girilerek sag atriuma dogru ilerletilen kaniil ignesi, aorta igerisinde goriiniir hale
geldiginde, igne sabitlendi. 75 ml SF bolus olarak verilmek iizere perfiizyona baglandi ve
sag atriyuma kiiciik bir kesi atilarak intravaskiiler kanin damar agindan uzaklastirilmasi
saglandi. Siganlar perfiizyon-fiksasyon isleminin ardindan dekapitasyon ile sakrifiye
edildi. Sag ve sol hemisferdeki hipokampiisler ve somatosensoriyel korteks alanlari
alinarak, WB analizinin yapilacag: giine kadar -80°C’de derin dondurucuda saklandu.

Immiinohistokimyasal analizlerde kullanilacak total beyin dokular1 gikarilmadan
once, siganlara yiiksek doz ketamin ve ksilazin (150 ve 20 mg/kg, i.p.) enjeksiyonu
yapilarak sicanlar anestezi altina alindi. Hayvanlarin gogiis kafesi acildi ve kalp acgiga
cikarildi. Ayni perfiizyon islemi uygulanan siganlara, SF yerine 10-15 dakika boyunca
200 ml fiksatif soltisyonu (0.1 M fosfat tampon (pH:7.4) iginde % 4 paraformaldehit
(PFA)) verilerek perfiizyon-fiksasyon islemi yapildi.Yaklasik 3 dk boyunca PFA ile
damar agindaki kan uzaklastirildiktan sonra, immiinohistokimyasal analizler igin,

siganlarin beyin dokusu ¢ikarildi.
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Sekil 3.1. Deney hayvanlari i¢in 6zel olarak tasarlanmis perfiizyon-fiksasyon cihazi.

Sekil 3.2 ve sekil 3.3’te gosterildigi gibi, perflizyon-fiksasyon teknigi ile fikse
edilen ve literatiire uygun sekilde ¢ikarilan sigan beyinleri, %10 tamponlu formalin
fiksatifine konuldu. 24-48 saat arasinda +4'C’de fiksasyon islemine tabi tutuldu. Siirenin
sonunda ¢ozelti li¢ kez degistirilerek, ikiser saat siire ile dokular PBS’li tuz ¢6zeltisi (pH

7.4) ile yikand1 ve analizlere hazir hale getirildi (252).

Sekil 3.2. Deney hayvanlar iizerinde perfiizyon-fiksasyon isleminin uygulanma
asamalar1 (252).
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Sekil 3.3. Perflizyon-fiksasyon islemi sonrasinda ¢ikarilan beyin dokusu.

3.6. Western Blot Analizi

3.6.1. RIPA Liziz Tampon Cozeltisi Protokolii

Sicanlardan alinan beyin doku 6rnekleri igin WB islemi hazirlik asamasinda tablo
3.3’te gosterilen maddeler kullanilarak RIPA liziz tampon ¢ozeltisi yapildi ve
buzdolabinda +4°C’de 6nceden sogutuldu. Dokulardaki protein miktarlarinin analizinden
once, her 20 mg beyin dokusuna (somatosensoriyel korteks ve hipokampiis) 200 ul soguk
RIPA lizis tampon ¢ozeltisi ve %1 proteaz inhibitor karisimi (Proteaz-Inhibitor Mix M,
SERVA, Heidelberg Almanya) eklendi.

Tablo 3.3. RIPA liziz tampon ¢6zeltisinin hazirlanmast.

Stok Hacim | Son hacim
5 M NaCl 3mL 150 mM
0.5 M EDTA, pH 8.0 1mL 5mM

1 M Tris, pH 8.0 5mL 50 mM
NP-40 1mL %1.0
%10 sodyum deoksikolat 5mL % 0.5
%10 SDS 1mL % 0.1
dH20 84 mL
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Sekil 3.4. Beyin dokusunda analizleri yapilacak olan hipokampiis ve somatosensoriyel
korteks alanlari.

(1.Hipokampiisiin ¢ikarilmasi, 2.Sag ve sol hipokampiis, 3. Somatosensoriyel korteks alani.)

Beyin dokular1 5 x 30 sn ile buz lizerinde sonikatorle (Hoefer Scientific, Kanada)
parcalandi. Her sonikasyon islemi sirasinda belirli araliklarla ependorf igindeki numune
sogutuldu. Dokunun tamamen homojen hale gelmesi saglandi. Elde edilen numune
periyodik pipetleme ile 10-20 dakika buz lizerinde inkiibe edildi. Hiicre kalintilarinin
pellet haline gelmesi i¢in, ependorf tiipii 15 dakika boyunca 14.000 rpm’de santrifiijlendi
(Sigma 1-14 / ABD).

Alttaki pellete dokunulmadan olusan siipernatantlar, yeni bir tiipe aktarildi. Daha
onceden oda sicakligina getirilmis 96’Iik well’e, 5’er pl yiiklenen Grnekler iizerine
Bradford’dan 245 pl eklendi. Boya 1siktan etkilenebilecegi i¢in tizeri aliiminyum folyoyla
kapatilarak, 15-20 dk calkalayicida oda sicakliginda bekletildikten sonra Slgiim alindi
(Synergy™ H1Multi-Mode Microplate Reader, Irlanda) ve standart veri grafikleri elde

edildi. Bu sayede total protein miktarlar1 hesaplandi.
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Sekil 3.5. Beyin dokularini pargalama isleminde kullanilan sonikator.

3.6.2. SDS Analizi

SDS jel tablo 3.5’te verilen protokole uygun olarak hazirlandi. 5X’lik yiikleme
tamponu toplam hacimde 1X olacak sekilde ayarlandi ve 6rneklerin tizerine eklendi.
Boya hazirlanmadan &nce, p-merkaptoetanol en son asamada eklendi. Ornekler ve
belirteg, kaynayan suda (veya 95-100 °C’de) 5 dk tutularak proteinlerin denatiire olmasi
saglandi. Bu sirada basing nedeniyle agilmasini 6nlemek i¢in, kapaklar parafilmle sikica
sarilarak kapatildi. Her kuyuda 40 pg protein olacak sekilde yiikleme yapildi. Jel, 120
V’de 90-105 dk 1X jel yiiriitme tamponu igerisinde ytiriitiildi.

Tablo 3.4. Yiiriitme jelinin hazirlanmasi.

Reaktif maddeler Kullanilan miktar
1.5 M Tris HCI (pH 8.8) 1250 pl
ddHz20 2000 pl
% 40’lik akrilamid/bis-akrilamid karigim1 | 1670 pl
% 20’lik SDS 25 ul
%10’luk APS (Taze hazirlanmalr) 25 ul
TEMED 2.5l
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Tablo 3.5. Yiikleme jelinin hazirlanmasi.

Reaktif maddeler Kullanilan miktar
1 M Tris HCI (pH 6.8) 375 ul
ddH20 2088 ul
% 30’Iuk akrilamid/bis-akrilamid karigim1 | 506 pl
% 20’lik SDS 15 pl
%10’luk APS (Taze hazirlanmalr) 15 pl
TEMED 1.5 ul

Sekil 3.6. Elektrofez ile jellerin yliriitiilmesi.

Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra jeller gece boyunca commasie blue ile
muamele edildi (%1 Commasie brillant blue R-250) ve boya ¢ikarma isleminin ardindan
sekil 3.7°de gosterilen jel goriintiileri, protein varligi ve blotlamaya uygunluk agisindan
degerlendirildi. Dokularin protein yogunluklarmin Western Blot analizine uygun oldugu

goriildil.
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Sekil 3.7. Protein analizi sonucu elde edilen jel fotograflari.

3.6.3. Western Blot Protokolii

Orneklerin transferi i¢in wattman kagitlar1 ve PVDF membrani hazirlandi. PVDF
5.5 cm x 8.5 cm, wattman kagitlar1 7 cm x 9 cm olarak kesildi. Jel yiiritiiliip, membran
methanol ile bir kez yikandiktan sonra, ilizerine dnceden 1X’e indirilmis methanol
eklenmis +4 °C’de bekleyen transfer tampon ¢ozeltisi eklenerek wattman kagitlar: da ayni
sekilde 1slatildi. Transfer tampon ¢ozeltisi (10X); tris 58 gr, glisin 29 gr, SDS, 3.7 gr
methanol, 200 ml su ile 1 L’ye tamamlandi.

Transfer islemi transfer cihazinda (Thermo Scientific, ABD) bulunan kayith
programlar kullanilarak 25V, 1.3A’da, 5-7 dk (protein biiyiikliigiine bagl olarak) siireyle
gergeklestirildi. Daha sonra oda sicakliginda membrana 2 saat %5 siit tozu ve %1 tween
iceren PBS ortaminda bloklama yapildi (veya +4 °C’de bir gece). Oda sicakliginda 4 saat
(tercihen +4°C de bir gece) primer antikor igeren bloklama tamponunda inkiibe edildi.
Primer antikor konsantrasyonu 1/1000 seyreltilerek hazirlandi ve uygulandi.

Antikor inkiibasyonu bitince, 3 kez 15’er dakika 1X PBS-T ile yikama islemi

yapildi. 1 saat oda sicakliginda 1/1000 sekonder antikor ile inkiibe edildi.
Yine 3X 15 dk 1X PBS-T ile yikama yapildiktan sonra goriintii alindi (G.Box Chemi
XRQ, Syngene, UK). Elde edilen goriintiiler kullanilarak hedef protein yogunluklari ile
internal kontrol olarak segilen -aktin protein yogunluklari (GeneTools (version 4.03.05,
Syngene, UK) yazilimi kullanilarak kiyaslandi ve ATF4, ATF6, CHOP ve GRP78 (Santa
Cruz, USA) rolatif ekspresyon seviyeleri belirlendi.
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3.7. Immiinohistokimyasal Analiz

Perfiizyon-fiksasyon teknigi ile fikse edilen ve literatiire uygun sekilde ¢ikarilan
sigan beyinleri %10 tamponlu formalin fiksatifine kondu. 24-48 saat arasinda +4 °C’de
fiksasyon islemine tabi tutuldu. Siire sonunda ii¢ degisim ikiser saat siire ile dokular fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (pH 7.4) ile yikandi.

Makroskopik degerlendirme ile beyin dokusu hipokampiis hedeflenerek
orneklendi. Noroanatomik isaretlere dayali olarak beyin dokularina sekiz koronal
diizlemde dokuz dilim elde etmek iizere hassas bir sekilde diseksiyon ve trim yapildi.
Ozellikle sigan beyinlerinde homolog beyin béliimleri elde etmek igin gereken
noroanatomik bilginin yan1 sira ayirt edilebilen dis ve i¢ makroskopik yapilar referans
noktalar1 olarak kullanildi.

Sekil 3.8”deki gibi, fiksasyon sonrasi diseksiyonu yapilan beyin dokulari 16 saatlik
doku takip islemine tabi tutuldu (Excelsior ES-Thermo doku takip cihazi). Dokulardan
parafin blok olusturma islemi (Maxotech MX632 bloklama iinitesi) yapildi. Sekil 3.9°da
gosterildigi gibi, parafine gomiilii dokulardan 4p Slgiisiinde kesildi (Leica tam otomatik
RM 2255 mikrotom cihazi). Kesiti alinan beyin dokulari, rutin incelemede kullanilan
hemotoksilen&eozin (H&E) boya ile boyandi ve kapatilarak rutin preprasyon tamamlandi
(Leica ST 5020 boyama-kapama cihazi).

Sekil 3.8. Beyin dokularindan elde edilen koronal kesitlerin parafinle bloklanmasi.
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Sekil 3.9. Parafine gomiilii beyin dokularinin mikrotom cihaziyla kesilmesi ve lama
aktarilmasi.

Rutin H&E boyama protokolii deparafinizasyon basamagi 70 °C’de, cihaz firin
tinitesinde 16 dakika, sirayla ii¢ istasyon ksilen basamaginda toplam 12 dakika islem
yapilarak tamamlandi.

Hematoksilen boyama Oncesi rehidratasyon islemi, %96 oraninda alkol ile
baslanarak, diisen alkol dereceleri ile {i¢ istasyonda toplam 9 dakika yapildi. Kesitler
boyama Oncesi 1 dakika musluk suyunda bekledi. Mayer hematoksilen ile 13 dakika
inkiibe edildi. Mavilestirme basamagi, akan musluk suyu altinda 3 dk siireyle yapildi.
Eozin soliisyonundan 6nce % 70 alkol istasyonunda 30 sn tutulan kesitler, 3 dk eozin
boyasinda tutuldu. Sekil 3.10’da goriuldigii gibi, ii¢ istasyonla yiikselen alkol
derecelerinden ve ksilenden gegirilen kesitler, tam otomatik lamelle kapatilarak (Leica

CV 5030 kapama cihazi) islem tamamlandi.
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Sekil 3.10. Lama aktarilan beyin dokusu kesitlerinin boyanma iglemi.

Somatosensoriyel korteks ve hipokampusun en iyi goriindiigii ti¢iincii ve dordiincii
diizlemde ¢ikarilan beyin doku dilimleri (1-9 arasi) segilerek, immiinohistokimyasal
olarak incelenecek parametrelerin, segili kesit seviyesinde H&E boyanma islemi
gerceklestirildi. Pozitif sarjli lam iizerine alman doku kesitleri, ZO-1 (Polyclonal
Antibody, katolog no: bs-1329R, Bioss Antibodies Inc, USA), okludin (anti-Okludin
Polyclonal Antibody, katolog no: bs-1495R, Bioss Antibodies Inc, USA) ve GFAP
(Polyclonal Anti-Glial Fibriler Asidik Protein, katolog no: GA52461-2CN, USA)
proteinleriyle spesifik primer antikorlar ¢alisildi.

Hedef proteinlerin isaretlenmesinde polimer HRP gériintiileme kiti (EnVision
FLEX, High pH Link. HRP. Rabbit/Mouse. High pH, katalog no: K800021-2CN, USA)
ve DAB kromojen kullanildi. Boyama iglemi tam otomatik IHK cihazinda (Dako Omnis
otomotik boyama platformu) yapildi.

Primer antikor siireleri 20 dakika, EDTA 20 dakika, polimer link (sekonder
antikor) 30 dakika ve kromojen asamas1 30 dakika olarak uygulandi.

Incelemeye hazir preparatlarin boyama sonuglar1 (H&E, okludin, ZO-1, GFAP),
151k mikroskobunda (Olympus BX53, Japonya) degerlendirildi. Her {i¢ parametre igin
protein ekspresyon diizeyleri kontrol grubu ile test gruplari karsilastirilarak, semi-
kantitatif 6l¢iim seklinde yapildi ve istatistiksel analizi gergeklestirildi. ZO-1 ve okludin
boyamalar1 4 derece seklinde skorlandi. Derece 0: boyanma yok, derece 1: boyama siddeti
zay1f, derece 2: boyama siddeti orta ve derece 3: boyama siddeti giiglii. GFAP boyama
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derecelendirmesi ise boyama siddeti zayif (derece 1) ve boyama siddeti giiclii (derece 2)

olarak iki kategoride degerlendirildi.

3.8. istatistiksel Analizler

[statistiksel analizlerde IBM SPSS Statistics Version 22.0 programi kullanildi
(253). Veriler ortanca (en kiigiik-en biiyiik), say1 (yiizde) seklinde ifade edildi. Normal
dagilima uygunluk Shapiro-Wilk testi ile yapildi. Veriler normallik sartlarini
saglamadigindan dolay1 bagimsiz 6rneklerde nitel veri analizi igin Pearson Ki-Kare testi,
nicel verilerin karsilastirilmasinda ise Mann-Whitney U testi kullanildi. Bagimli
gruplarin karsilastiriimasinda Wilcoxon testi uygulandi. Istatistiksel olarak elde edilen p
degeri, 0.05’ten kiigiik (p<0.05) oldugu durumlarda anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvanlarinda Spontan Nobetlerin Degerlendirilmesi

Tablo 4.1°de deney hayvanlarinda gruplar arasi nobet sayilarinin degerlendirme

sonuglar1 verilmistir. Istatistiksel degerlendirmeye gore; kontrol grubuna kiyasla, ACA

ve hidrokortizon grubunda nobet sayisinda anlamli bir azalma oldugu bulundu (p<0.05).

Ozellikle ACA ile hidrokortizon grubu arasinda yapilan degerlendirmede, ACA grubunda

hidrokortizon grubuna kiyasla, nobet sayilarinda anlamli bir azalma oldugu saptandi

(p<0.05). DMSO+PBS grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmazken,

DMSO+PBS grubuna gore de ACA ve hidrokortizon grubunda nobet sayisinda anlaml

bir azalma oldugu tespit edildi (p<0.05). Disi ve erkek sigcanlarda nobet sayilart arasinda

cinsiyet anlaminda bir farklilik gériilmedi.

Tablo 4.1. Deney hayvanlarinda izlenen spontan nébet sayilarinin gruplar arasi

degerlendirilmesi.

DMSO+PBS

Spontan
nobet sayisi
Gruplar
p degeri

Kontrol -DMSO+PBS 0.202
Kontrol-ACA 0.028
Kontrol-hidrokortizon 0.028
ACA-hidrokortizon 0.030
ACA- DMSO+PBS 0.028
Hidrokortizon- 0.028

(p<0.05 seklinde gosterilen gruplar istatistiksel olarak anlamlidir.)
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4.2. Deney Hayvanlarimin Tartim Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

4.2.1. Grup I¢i Viicut Agirhiklarimin Karsilastirilmasi

Deney hayvanlarinda haftada bir olacak sekilde, etkileri arastirilan maddelerin
enjeksiyonlari Oncesi yapilan, ilk tartim olan 1. tartim ile etkileri arastirilan maddelerin
enjeksiyonlari sonrasi yapilan Ve en son tartim olan 5. tartim sonucunda elde edilen viicut
agirliklar birbirleriyle kiyaslandi. Deney gruplarindaki disi ve erkek sicanlarin viicut
agirliklart da kendi i¢inde karsilastirilarak, p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Tablo 4.2’de ve tablo 4.3’te yer alan istatistiksel degerlendirme sonuglarina gore;
disi ve erkek siganlarda 1. ve 5. tartimlar arasinda ve grup i¢i viicut agirliklarinin
karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.

Tablo 4.2. WAG/Rjj disi ve erkek siganlara ait 1. ve 5. tartim sonuglari. Ortanca (en
kiigiik-en biiyiik).

Disi Erkek
Gruplar 1.tartim 5.tartim 1.tartim 5.tartim
Kontrol 147 (130-183) 155 (135-184) | 266 (214-281) | 279 (224-301)
DMSO+PBS 156 (145-159) 162 (155-166) | 261 (249-289) | 256 (254-283)
ACA 177 (176-187) 189 (177-200) | 292 (279-295) | 323 (316-327)
Hidrokortizon | 150 (137-158) 169 (158-200) | 240 (217-260) | 252 (233-271)

Tablo 4.3. WAG/Rjj disi ve erkek siganlarn 1. ve 5. tartimlarindan elde edilen viicut
agirliklarinin grup igi karsilastirilmasi.

Disi Erkek
Gruplar z degeri p degeri | z de@eri | p degeri
Kontrol -1.826 0.068 -1.826 0.068
DMSO+PBS -1.841 0.068 -1.840 0.854
ACA -1.826 0.068 -1.826 0.068
Hidrokortizon -1.826 0.068 -1.826 0.068

(p<0.05 seklinde gosterilen gruplar istatistiksel olarak anlamlidir.)
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4.2.2. Gruplar Arasi Viicut Agirhklarimin Karsilastirilmasi

Enjeksiyon Oncesi yapilan ilk tartim ile enjeksiyon sonrasi yapilan ve en son tartim
olan 5.tartim esas alinarak, disi ve erkek sicanlarin viicut agirliklarinin gruplar arasi
karsilastirmasi yapildi ve p<0.05 degeri, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 4.4’te gosterilen degerlendirme sonuglarina gore; disi siganlarin gruplar
aras1 viicut agirliklarindaki artislar karsilastirildiginda, aralarinda anlamli bir fark
bulunmazken, ACA ve hidrokortizon grubundaki erkek si¢anlarda, kontrol grubuna goére
viicut agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu saptandi (p<0.05). Ayni
sekilde hidrokortizon grubuna gore, ACA verilen gruptaki erkek siganlarin viicut
agirliklarinda anlamli bir artis oldugu bulundu (p<0.05).

Tablo 4.4. WAG/Rjj disi ve erkek siganlarin gruplar arasi viicut agirliklarinin
karsilagtirilmast.

Disi Erkek
Gruplar zdegeri | pdegeri | zdegeri | p degeri
Kontrol-hidrokortizon -1.732 0.083 -2.191 0.028
Kontrol-ACA -0.583 0.561 -2.323 0.020
Kontrol -DMSO+PBS -1.340 0.180 -1.155 0.248
Hidrokortizon-ACA -1.162 0.245 -2.337 0.029
Hidrokortizon-DMSO+PBS -1.023 10306 | -0.290 | 0.772
ACA. DMSO+PBS 0.000 |1.000 |-1162 | 0.245

4.3. Deney Hayvanlarimin Grup ici Yem Tiiketimlerinin Degerlendirilmesi

WAG/RIj si¢anlarin enjeksiyon Oncesi ve sonrasi en son tiikettikleri yem
miktarlar1 esas alinarak, gruplar kendi i¢inde, disi ve erkek sicanlar da ayri ayri
degerlendirilip, tiiketilen yem miktarlar1 karsilastirildi ve p<0.05 degeri, istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi. Tablo 4.5’te ve tablo 4.6’da gosterilen degerlendirme
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sonuglarina gore; gruplarin kendi iginde ve disi-erkek sigan gruplari arasinda yem

tilketimi degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmadi. Disi-erkek si¢an gruplar1 arasinda ve gruplarin kendi igindeki yem tiiketimi

degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

Tablo 4.5. WAG/Rjj disi ve erkek sicanlarin grup i¢i yem tiiketimlerinin
karsilastirilmasi. Ortanca (en kiigiik-en biiyiik).

Disi Erkek
Gruplar ?njek§iyon enjeksiyon ?njek§iyon enjeksiyon
oncesi sonrasi oncesi sonrasi
Kontrol 40 (21-54) | 42 (40-43) | 55(50-58) | 52 (50-59)
DMSO+PBS | 46 (23-60) | 39 (34-45) | 33(22-43) | 40 (28-50)
ACA 44 (20-66) | 48 (43-54) | 62 (57-67) | 62 (60-65)
Hidrokortizon | 40 (24-51) | 49 (44-59) | 60 (50-65) | 54 (41-62)

Tablo 4.6. WAG/Rij disi ve erkek siganlarin grup i¢i yem tiikketimlerinin

karsilastirilmasi.
Disi Erkek
Gruplar
zdegeri | pdegeri | zdegeri | p degeri

Kontrol (enjeksiyon oncesi- 0.000 1.000 -1.633 0.102
enjeksiyon sonrasi)

DMSO+PBS (enjeksiyon oncesi- -1.214 0.225 -0.405 0.686
enjeksiyon sonrasi)

ACA (enjeksiyon dncesi- -0.405 0.686 0.000 1.000
enjeksiyon sonrasi)

Hidrokortizon (enjeksiyon -1.633 0.102 -0.944 0.345
oncesi- enjeksiyon sonrasi)
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4.4. Deney Hayvanlarinda Western Blot Yontemi ile Elde Edilen ER Stres

Parametrelerinin Degerlendirilmesi

4.4.1. ATF4 Western Blot Analizi Sonuclari

Sekil 4.1’de ATF4’e ait Western Blot jel goriintiilerinde gosterildigi gibi;
WAG/Rij erkek siganlardan alinan hipokampiis orneklerinde; absans epilepsili
siganlardan olusan kontrol grubuna gore, hidrokortizon ve ACA grubunda ATF4 protein
seviyesinin anlamli olarak azaldigi gorildi (p<0.05). Ayrica ACA grubunda,
hidrokortizon ve DMSO+PBS grubuna gore, ATF4 protein seviyesinde anlamli bir diisiis
oldugu bulundu (p=0.05).

WAG/Rjj erkek siganlardan alinan somatosensoriyel korteks drneklerinde; kontrol
ve DMSO+PBS grubuna gore, ACA ve hidrokortizon grubunda ATF4 protein seviyesinin
anlamli olarak azaldigi saptandi (p<0.05). Ancak hidrokortizon ve ACA gruplari
kiyaslandiginda, iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi. Tablo

4.8’de ATF4 protein seviyelerinin gruplar arasi degerlendirme sonuglar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.1. WAG/RIj erkek ve disi sicanlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks
ATF4 protein analizlerinin WB jel goriintiileri.

WAG/RIj disi siganlardan alinan hipokampiis orneklerinde; absans epilepsili
siganlardan olusan kontrol grubuna gore; ACA, hidrokortizon ve DMSO+PBS grubunda
ATF4 protein seviyesinin anlamli olarak azaldigi bulundu (p<0.05). Hidrokortizon
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grubunda, DMSO+PBS grubuna gére ATF4 protein seviyesi anlamli bir azalma gosterdi
(p=0.05). Ayni sekilde, ACA grubunda DMSO+PBS ve hidrokortizon grubuna gore
ATF4 protein seviyesinin anlamli olarak azaldigi bulundu (p=0.05).

WAG/Rjj disi siganlardan alinan somatosensoriyel korteks orneklerinde; kontrol

grubuna gore; hidrokortizon ve DMSO-+PBS grubunda ATF4 protein seviyesinin anlamli
olarak azaldig1 goriildii (p<0.05). ACA grubunda, DMSO+PBS ve hidrokortizon grubuna

gore ATF4 protein seviyesinin anlamli1 olarak azaldig1 saptandi (p=0.05).

Her grubun kendi i¢inde disi ve erkek sicanlar1 arasinda yapilan karsilastirmada,

ATF4 protein seviyelerinde anlamli bir fark goriilmedi. Tablo 4.7°de erkek ve disi

sicanlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks ATF4/B-aktin protein seviyeleri

gosterilmistir.

Tablo 4.7. WAG/RIj erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks
ATF4/B-aktin protein seviyeleri. Ortanca (en kiigiik-en biiyiik).

ERKEK Disi
Gruplar Hipokampiis Somatosensoriyel | Hipokampiis Somatosensoriyel
korteks korteks
Kontrol 1.00 1.00 1.00 1.00
DMSO+PBS 1.12 (0.98-1.16) | 0.91 (0.85-1.02) 1.98 (1.87-2.07) | 1.22 (1.14-1.34)
ACA 0.72 (0.67-0.75) | 1.11 (1.08-1.30) 0.41 (0.36-0.47) | 0.98 (0.86-1.06)
Hidrokortizon | 1.11 (1.05-1.07) | 1.01 (0.98-1.12) 0.68 (0.63-0.72) | 1.23(1.18-1.77)

Western Blot analizleri ATF4 icin 3 tekrarli olarak yapilmustir. Tekrar degerleri, B-aktin degerlerine

oranlanmustir.

Tablo 4.8. WAG/RIj erkek ve disi sicanlarda hipokampiis ve somatosensoriyel
korteksteki ATF4 seviyelerinin gruplar arasi karsilastirilmasi.

Hipokampus Som.korteks Hipokampus Som.korteks
erkek erkek disi disi
Gruplar
z p z p z p z p

degeri | degeri | degeri | degeri | degeri | degeri | degeri | degeri
Kontrol-DMSO+PBS | -0.686 | 0.487 -0.696 | 0.487 -2.087 | 0.037 -2.087 | 0.037
Kontrol-hidr. -2.087 | 0.037 -0.696 | 0.487 -2.087 | 0.037 -2.087 | 0.037
Kontrol-ACA -2.087 | 0.037 -2.087 | 0.037 -2.087 | 0.037 -0.696 | 0.487
DMSO+PBS- hidr. -0.655 | 0.513 -1.091 | 0.275 -1.964 | 0.05 -0.655 | 0.513
DMSO+PBS-ACA -1.964 | 0.05 -1.964 | 0.05 -1.964 | 0.05 -1.964 | 0.05
Hidr.- ACA -1.964 | 0.05 -1.091 | 0.275 -1.964 | 0.05 -1.964 | 0.05

(p<0.05 ve p=0.05 seklinde gosterilen gruplar istatistiksel olarak anlamlidir.
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4.4.2. ATF6 Western Blot Analizi Sonuclari

Sekil 4.2’de ATF6’ya ait Western Blot jel goriintiilerinde gosterildigi gibi;
WAG/Rij erkek si¢anlardan alinan hipokampiis Orneklerinde; absans epilepsili
siganlardan olusan kontrol grubuna goére, DMSO+PBS grubu arasinda ATF6 protein
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi saptandi. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda; ACA ve hidrokortizon grubunda ATF6 protein seviyelerinin anlaml
olarak azaldigi gorildii (p<0.05). Ayrica DMSO+PBS grubuna gore, ACA ve
hidrokortizon grubunda ATF6 protein seviyesinin anlamli bir azalma gosterdigi saptandi
(p=0.05). Hidrokortizon grubu ile kiyaslandiginda, ACA grubunun ATF6 protein
seviyelerinin anlamli olarak azaldigi bulundu (p=0.05).

WAG/Rij erkek siganlardan alinan somatosensoriyel korteks drneklerinde; kontrol
grubu ile kiyaslandiginda DMSO+PBS grubunda ATF6 protein seviyesinde istatistiksel
olarak anlamli bir azalma oldugu goriildii (p<0.05). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda;
ACA ve hidrokortizon grubunda ATF6 protein seviyelerinin anlamli olarak azaldigi
saptand1 (p<0.05). Ayrica DMSO+PBS grubuna gore, ACA ve hidrokortizon grubunda
ATF6 protein seviyesinde anlamli bir azalma oldugu bulundu (p=0.05). Hidrokortizon
grubu ile kiyaslandiginda, ACA grubunun ATF6 protein seviyelerinin anlamli olarak
azaldig1 saptandi (p=0.05). Tablo 4.10°da ATF6 protein seviyelerinin gruplar arasi

degerlendirme sonuglar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.2. WAG/Rij erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks
ATFG6 protein analizlerinin WB jel goriintiileri.

WAG/Rij disi siganlardan alinan hipokampiis Orneklerinde absans epilepsili
sicanlardan olusan kontrol grubuna kiyasla; ACA, hidrokortizon ve DMSO-+PBS gruplar1
arasinda ATF6 protein seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir azalma
bulundu (p<0.05). DMSO+PBS grubu ile kiyaslandiginda; ACA ve hidrokortizon
gruplarinda ATF6 protein seviyelerinin anlamli olarak azaldigi saptandi (p=0.05).
Hidrokortizon grubu ile ACA grubu birbirleri ile kiyaslandiginda, ACA grubunda
hidrokortizon grubuna goére ATF6 protein seviyeleri bakimindan anlamli bir azalma
gorildi (p<0.05).

WAG/Rjj disi siganlardan alinan somatosensoriyel korteks drneklerinde; kontrol
grubuna kiyasla; ACA, hidrokortizon ve DMSO+PBS gruplar1 arasinda ATF6 protein
seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir azalma bulundu (p<0.05).
DMSO+PBS grubu ile kiyaslandiginda; ACA ve hidrokortizon gruplarinda ATF6 protein
seviyelerinin anlamli olarak azaldig1 goriildii (p=0.05). Hidrokortizon grubu ile ACA
grubu birbirleri ile kiyaslandiginda, ACA grubunda hidrokortizon grubuna gére ATF6
protein seviyeleri bakimindan anlamli bir farklilik saptanmadi.

Her grubun kendi i¢inde disi ve erkek siganlar1 arasinda yapilan karsilastirmada,

ATF6 protein seviyelerinde anlamli bir fark saptanmadi. Tablo 4.9°da erkek ve disi
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sicanlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks ATF6/p-aktin protein seviyeleri

gosterilmigtir.

Tablo 4.9. WAG/Rjj erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks
ATF6/p-aktin protein seviyeleri. Ortanca (en kiiglik-en biiytik).

ERKEK Disi
Gruplar Hipokampiis Somatosensoriyel Hipokampiis Somatosensoriyel
korteks korteks
Kontrol 1.00 1.00 1.00 1.00
DMSO+PBS 1.16 (0.99-1.17) | 0.69 (0.77-0.95) 0.88 (0.78-0.93) | 0.64 (0.62-0.72)
ACA 0.64 (0.59-0.67) | 3.73(3.65-4.2) 0.37 (0.25-0.53) | 1.96 (1.68-2.01)
Hidrokortizon | 0.76 (0.73-0.8) 1.26 (1.19-1.36) 0.58 (0.43-0.66) | 1.61 (1.51-1.73)

Western Blot analizleri ATF6 i¢in 3 tekrarli olarak yapilmustir. Tekrar degerleri, B-aktin degerine

oranlanmustir.

Tablo 4.10. WAG/RIj erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel
korteksteki ATF6 seviyelerinin gruplar arasi karsilagtirilmasi.

Hipokampus Som.korteks Hipokampus Som.korteks
erkek erkek disi disi
Gruplar
z p z p z p z p

degeri | degeri | degeri | degeri | degeri | degeri | degeri | degeri
Kontrol-DMSO+PBS | -0.696 | 0.487 2.087 0.037 -2.087 | 0.037 -2.087 | 0.037
Kontrol-hidr. -2.087 | 0.037 2.087 0.037 -2.087 | 0.037 -2.087 | 0.037
Kontrol-ACA -2.087 | 0.037 2.087 0.037 -2.087 | 0.037 -2.087 | 0.037
DMSO+PBS- hidr. -1.964 | 0.05 -1.964 | 0.05 -1.964 | 0.05 -1.964 | 0.05
DMSO+PBS-ACA -1.964 | 0.05 -1.964 | 0.05 -1.964 | 0.05 -1.964 | 0.05
Hidr.- ACA -1.964 | 0.05 -1.964 | 0.05 -1.528 | 0.037 -1.528 | 0.127

(p<0.05 ve p=0.05 seklinde gosterilen gruplar istatistiksel olarak anlamlidir.)

4.4.3. CHOP Western Blot Analizi Sonuclari

Sekil 4.3’te CHOP’a ait Western Blot jel goriintiilerinde gosterildigi gibi;

WAG/Rij erkek sicanlardan alinan hipokampiis oOrneklerinde;

absans epilepsili

sicanlardan olusan kontrol grubuna goére, DMSO+PBS grubu arasinda CHOP protein
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seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Kontrol grubu ile
DMSO+PBS grubuna gore kiyaslandiginda; ACA ve hidrokortizon grubunda CHOP
protein seviyelerinin anlamli olarak azaldigi saptandi (p<0.05). Ayrica, ACA ve
hidrokortizon grubunda CHOP protein seviyesinin anlamli olarak azaldigi bulundu
Hidrokortizon grubu ile kiyaslandiginda, ACA grubunun CHOP protein seviyelerinin
anlamli olarak azaldig goriildi (p=0.05).

WAG/Rij erkek siganlardan alinan somatosensoriyel korteks 6rneklerinde; kontrol
grubu ile kiyaslandiginda DMSO+PBS grubunda CHOP protein seviyesinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi. ACA ve hidrokortizon grubunda ise kontrol ile
DMSO+PBS grubuna gore, CHOP protein seviyelerinin anlamli olarak azaldigi bulundu
(p<0.05). Hidrokortizon grubu ile kiyaslandiginda, ACA grubunun CHOP protein
seviyelerinin anlamli olarak azaldigi bulundu (p<0.05). Tablo 4.12°’de CHOP protein

seviyelerinin gruplar aras1 degerlendirme sonuglar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.3. WAG/Rij erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks
CHOP protein analizlerinin WB jel gortintiileri.

WAG/R]) disi sicanlardan alinan hipokampiis Orneklerinde kontrol grubuna
kiyasla; ACA, hidrokortizon ve DMSO-+PBS gruplari arasinda CHOP protein seviyeleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu bulundu (p<0.05). DMSO+PBS
grubu ile kiyaslandiginda; ACA ve hidrokortizon gruplarinda CHOP protein seviyelerinin
anlamli olarak azaldig1 saptandi (p<0.05). Hidrokortizon grubu ile ACA grubu birbirleri
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ile kiyaslandiginda, ACA grubunda hidrokortizon grubuna gére CHOP protein seviyeleri
bakimindan anlamli bir azalma oldugu goriildii (p=0.05).

WAG/Rjj disi siganlardan alinan somatosensoriyel korteks drneklerinde; kontrol
grubuna kiyasla; DMSO+PBS grubu arasinda CHOP protein seviyeleri bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. DMSO-+PBS grubu ile kiyaslandiginda;
ACA grubunda CHOP protein seviyelerinin anlamli olarak azaldigi saptandi (p<0.05)
ancak DMSO+PBS grubu ile hidrokortizon grubu arasinda anlamli bir fark goriilmedi.
Hidrokortizon grubu ile ACA grubu birbirleri ile kiyaslandiginda, ACA grubunda
hidrokortizon grubuna goére CHOP protein seviyeleri bakimindan anlamli bir azalma
oldugu saptand1 (p<0.05).

Tablo 4.11°de erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks
CHOP/B-aktin protein seviyeleri gosterilmistir. Her grubun kendi i¢inde disi ve erkek
sicanlart arasinda yapilan karsilagtirmada, CHOP protein seviyelerinde anlamli bir fark

saptanmadi.

Tablo 4.11. WAG/Rij erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks
CHOP/B-aktin protein seviyeleri. Ortanca (en kii¢iik-en biiyiik).

ERKEK Disi
Gruplar Hipokampiis Somatosensoriyel Hipokampiis Somatosensoriyel
korteks korteks
Kontrol 1.00 1.00 1.00 1.00
DMSO+PBS 0.99 (0.98-1.09) | 1.68 (1.59-1.75) 0.63 (0.50-0.71) | 1.12 (1.08-1.17)
ACA 0.10 (0.09-0.13) | 0.57 (0.53-0.61) 0.27 (0.23-0.33) | 0.37(0.28-0.43)
Hidrokortizon | 0.27 (0.24-0.31) | 0.96 (0.95-0.99) 0.51(0.48-0.56) | 0.71(0.66-0.78)

Western Blot analizleri ATF6 i¢in 3 tekrarli olarak yapilmustir. Tekrar degerleri, B-aktin degerine
oranlanmustir.

91



Tablo 4.12. WAG/Rij erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel
korteksteki CHOP seviyelerinin gruplar arasi karsilastirilmasi.

Hipokampiis Som.korteks Hipokampiis Som.korteks
erkek erkek disi disi
Gruplar
z p z p z p z p

degeri | degeri | degeri | degeri | degeri | de@eri | degeri | degeri
Kontrol-DMSO+PBS | -0.696 0.487 2.087 0.127 -2.087 0.037 -2.087 0.127
Kontrol-hidr. -2.087 0.037 2.087 0.037 -2.087 0.037 -2.087 0.037
Kontrol-ACA -2.087 0.037 2.087 0.037 -2.087 0.037 -2.087 0.037
DMSO+PBS- hidr. -1.964 0.05 -1.964 0.05 -1.091 0.037 -1.964 | 0.127
DMSO+PBS-ACA -1.964 0.05 -1.964 0.05 -1.964 0.037 -1.964 | 0.037
Hidr.- ACA -1.964 0.05 -1.964 0.037 -1.964 0.05 -1.964 | 0.037

(p<0.05 ve p=0.05 seklinde gosterilen gruplar istatistiksel olarak anlamlidir.)

4.4.4. GRP78 Western Blot Analizi Sonuglari

Sekil 4.4’te GRP78’e¢ ait Western Blot jel goriintiilerinde gosterildigi gibi;
WAG/Rij erkek siganlardan alinan hipokampiis orneklerinde; absans epilepsili
sicanlardan olusan kontrol grubuna gére, DMSO+PBS ile hidrokortizon grubu arasinda
GRP78 protein seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Kontrol grubu
ile kiyaslandiginda; ACA grubunda GRP78 protein seviyelerinin anlamli olarak azaldig:
saptand1 (p<0.05). Ayrica DMSO+PBS grubuna gore, ACA ve hidrokortizon grubunda
GRP78 protein seviyesinin anlamli olarak azaldigi bulundu (p=0.05). Hidrokortizon
grubu ile kiyaslandiginda, ACA grubunun GRP78 protein seviyelerinin anlamli olarak
azaldig1 goriildii (p<0.05).

WAG/RYjj erkek sicanlardan alinan somatosensoriyel korteks 6rneklerinde; kontrol
grubu ile kiyaslandiginda ACA, hidrokortizon ve DMSO+PBS gruplarinda GRP78
protein seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma bulundu (p<0.05). Ayrica
DMSO+PBS grubuna gére, ACA ve hidrokortizon grubunda GRP78 protein seviyesinin
anlamli olarak azaldig1 saptandi (p=0.05). Hidrokortizon grubu ile kiyaslandiginda, ACA
grubunun GRP78 protein seviyelerinin anlamli olarak azaldig: goriildi (p<0.05).
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Sekil 4.4. WAG/Rij erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks
GRP78 protein analizlerinin WB jel goriintiileri.

WAG/RY]j disi sicanlardan alinan hipokampiis 6rneklerinde ACA, hidrokortizon ve
DMSO+PBS gruplarina kiyasla; kontrol grubunda GRP78 protein seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma bulundu (p<0.05). Hidrokortizon grubu ile
kiyaslandiginda; ACA ve DMSO+PBS grubunda GRP78 protein seviyelerinin anlamli
olarak azaldig1 saptandi (p=0.05). Hidrokortizon grubu ile ACA grubu birbirleri ile
kiyaslandiginda, ACA grubunda hidrokortizon grubuna gore GRP78 protein
seviyelerinde anlamli bir azalma oldugu goriildii (p<0.05).

WAG/RIj disi siganlardan alinan somatosensoriyel korteks 6rneklerinde; kontrol
grubuna kiyasla, ACA ve DMSO+PBS grubunda GRP78 protein seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma bulunurken (p<0.05), ancak kontrol ve
hidrokortizon gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi. DMSO+PBS grubu,
ACA ve hidrokortizon gruplari ile kiyaslandiginda; GRP78 protein seviyelerinin anlaml
olarak azaldigi bulundu (p=0.05). Hidrokortizon grubu ile ACA grubu birbirleri ile
kiyaslandiginda, ACA grubunda hidrokortizon grubuna gore GRP78 protein
seviyelerinde anlamli bir azalma oldugu saptandi (p<0.05). Tablo 4.13’te erkek ve disi
sicanlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks GRP78/B-aktin protein seviyeleri
gosterilmistir. Her grubun kendi i¢inde disi ve erkek sicanlari arasinda yapilan
karsilastirmada, GRP78 protein seviyelerinde anlamli bir fark saptanmadi. Tablo 4.14’te

GRP78 protein seviyelerinin gruplar arasi degerlendirme sonuglar1 gosterilmistir.
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Tablo 4.13. WAG/Rij erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel korteks
GRP78/B-aktin protein seviyeleri. Ortanca (en kii¢iik-en biiyiik).

ERKEK Disi
Gruplar Hipokampiis Somatosensoriyel Hipokampiis Somatosensoriyel
korteks korteks
Kontrol 1.00 1.00 1.00 1.00
DMSO+PBS 1.35(1.31-1.42) | 1.10(1.01-1.13) 1.25(1.23-1.28) | 1.08 (0.96-1.13)
ACA 0.01 (0.93-1.07) | 0.57 (0.52-0.60) 1.09 (1.06-1.12) | 0.71 (0.69-0.73)
Hidrokortizon | 1.07 (0.99-1.11) | 1.78 (1.69-1.86) 1.10 (1.02-1.11) | 1.26 (1.21-1.38)

Western Blot analizleri ATF6 igin 3 tekrarli olarak yapilmustir. Tekrar degerleri, B-aktin degerine

oranlanmustir.

Tablo 4.14. WAG/Rij erkek ve disi siganlarda hipokampiis ve somatosensoriyel
korteksteki GRP78 seviyelerinin gruplar arasi karsilastiriimasi.

Hipokampiis Som.korteks Hipokampiis Som.korteks
erkek erkek disi disi
Gruplar
z p z p z p z p

degeri | degeri | degeri | degeri | degeri | degeri | degeri | degeri
Kontrol-DMSO+PBS | -2.087 | 0.487 2.087 | 0.037 -2.087 | 0.037 -0.696 | 0.037
Kontrol-hidr. -0.696 | 0.487 2.087 | 0.037 -2.087 | 0.037 -2.087 | 0.487
Kontrol-ACA -0.696 | 0.037 2.087 | 0.037 -2.087 | 0.037 -2.087 | 0.037
DMSO+PBS- hidr. -1.964 0.05 -1.964 0.05 -1.964 0.05 -1.964 0.05
DMSO+PBS-ACA -1.964 0.05 -1.964 0.05 -1.964 0.05 -1.964 0.05
Hidr.- ACA -0.886 | 0.037 -1.964 | 0.037 -0.218 | 0.037 -1.964 | 0.037

(p<0.05 ve p=0.05 seklinde gosterilen gruplar istatistiksel olarak anlamlidir.

4.5. Deney Hayvanlarinda Immiinohistokimyasal Analizler Sonucu Elde

Edilen Kan-Beyin Bariyeri Belirteclerinin Degerlendirilmesi

Yapilan histolojik incelemelerde, mikroskobik olarak hipokampiis alt bolgeleri

cornu amnois (CA alanlar1) ve dental girus graniiler hiicrelerinin normal goriiniimde

oldugu goriildii. Piramidal tabakada yer alan néronlarin da normal morfolojik 6zelliklere

sahip oldugu izlendi. Bu néronlar yuvarlak, biiyiik ve dkromatik niikleuslara sahipti.
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Somatosensoriyel korteks endotelyal hiicre tabakalarinda da normal bir goriiniim oldugu

tespit edildi.

4.5.1. Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP) Diizeyinin Histopatolojik

Olarak Degerlendirilmesi

Sekil 4.5’te gosterildigi gibi, immiinohistokimyasal boyamalardan elde edilen
mikroskop goriintiileri incelendiginde, ACA ve hidrokortizon grubundaki siganlardan
alinan Kesitlerde, somatosensoriyel korteks alaninda GFAP’in, kontrol grubu ve
DMSO+PBS gruplarina gore goreceli olarak daha yiiksek diizeyde eksprese edildigi
izlenimi edinildi.

Somatosensoriyel korteks, boyama siddeti 1, Somatosensoriyel korteks, boyama siddeti 1,
(Kontrol, X40). (DMSO+PBS, X40).

TN

2, 2\t
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Somatosensoriyel korteks, boyama siddeti 2,  Somatosensorivel korteks, bovama siddeti 2,
(ACA, X40). (Hidrokortizon, X40).

Sekil 4.5. Tim gruplara ait somatosensoriyel korteks kesitlerinde GFAP boyama
siddetlerinin gosterildigi mikroskop goriintiileri.
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GFAP agisindan somatosensoriyel kortekste boyanma siddetinin, kontrol grubuna
kiyasla, ACA ve hidrokortizon grubunda istatistiksel olarak daha yiiksek diizeyde oldugu
gorildii  (p<0.05). ACA ile hidrokortizon gruplarmin boyanma siddetleri
karsilastirildiginda, ayni sekilde ACA grubunda boyanan glial hiicre sayisinda epileptik
nobetlere bagli hasar1 azalttigi tespit edildi (p<0.05). Ayrica DMSO+PBS grubuna
kiyasla, ACA ile hidrokortizon grubunda somatosensoriyel korteks alaninda glial
hiicrelerin boyanma siddetinde de istatistiksel olarak anlamli artis oldugu goriildi
(p<0.05). Sekil 4.6’da gosterildigi gibi, immiinohistokimyasal boyamalarla elde edilen
mikroskop goriintiileri incelendiginde, hidrokortizon grubundaki siganlardan alinan
kesitlerde hipokampal alanda GFAP’in, kontrol gruplarina gore goreceli olarak daha

yiiksek diizeyde eksprese edildigi izlenimi edinildi.

Hipokampiis, boyama siddeti 1, (ACA, X40). ;lz:hllﬂ& boyvama siddeti 2, (Hidrokortizon,

Sekil 4.6. Tim gruplara ait hipokampiis kesitlerinde GFAP boyama siddetlerinin
gosterildigi mikroskop goriintiileri.

GFAP acisindan hipokampiiste boyanma siddeti, kontrol grubuna kiyasla,
hidrokortizon grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek bulundu
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(p<0.05). Diger gruplar arasinda hipokampal alandaki boyanma siddetlerinde ise
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Tablo 4.15’te somatosensoriyel korteks ve
hipokampiiste GFAP boyanma derecelerinin gruplar aras1 karsilastirma sonuglari

verilmistir.

Tablo 4.15. GFAP ile boyanmis somatosensoriyel korteks ve hipokampiis koronal kesit
orneklerinin boyanma derecelerinin gruplar arasi karsilastirilmasi.

Som.korteks | Hipokampiis
Gruplar p degeri p degeri
Kontrol -DMSO+PBS 0.102 0.285
Kontrol-ACA 0.028 0.102
Kontrol-hidrokortizon 0.028 0.028
ACA-hidrokortizon 0.028 0.465
ACA- DMSO+PBS 0.028 0.465
Hidrokortizon-DMSO+PBS 0.028 0.157

(p<0.05 seklinde gosterilen gruplar istatistiksel olarak anlamlidir.)

45.2. Zonula Okludens-1 (ZO-1) Diizeyinin Histopatolojik Olarak

Degerlendirilmesi

Z0O-1, KBB’de yer alan ve destek gorevi goren siki baglanti proteinlerinden
biridir. Sekil 4.7°de gosterildigi gibi, immiinohistokimyasal boyamalardan elde edilen
mikroskobik goriintiilerde, kontrol ile DMSO+PBS grubunun somatosensoriyel kortekste
yer alan damar endotel hiicrelerinde, ACA ve hidrokortizon gruplarina gore ZO-1

proteinlerinin daha diisiik diizeyde eksprese edildigi izlenimi edinildi.

97



Somatosensoriyel korteks, boyama siddeti 1.  Somatosensoriyel korteks, boyama siddeti 1,
(Kontrol, X40). (DMSO+PBS, X40).

Somatosensoriyel korteks, boyama siddeti 3, Somatosensoriyel korteks, boyama siddeti 3,
(ACA, X40). (Hidrokortizon, X40).

Sekil 4.7. Tim gruplara ait somatosensoriyel korteks kesitlerinde ZO-1 boyama
siddetlerinin gosterildigi mikroskop goriintiileri. (Boyali olan damar endotel hiicreleri ok
isareti ile gOsterilmistir.).

Kontrol grubuna kiyasla, ACA ve hidrokortizon grubunda ZO-1 proteinleri
acisindan somatosensoriyel kortekste yer alan damar endotel hiicrelerinde, boyanma
siddetinin gii¢lii oldugu (boyama siddeti 3) ve gruplarin aralarinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu bulundu (p<0.05). Kontrol grubu ile DMSO+PBS grubunda ZO-
1 proteinleri a¢isindan somatosensoriyel kortekste yer alan damar endotel hiicrelerinde,
boyama siddetinin zayif oldugu bulundu (boyama siddeti 1) ve iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi.

ACA ile hidrokortizon grubunda ZO-1 proteinleri agisindan somatosensoriyel
kortekste yer alan damar endotel hiicrelerinde, boyama siddetinin gii¢lii oldugu ve ayni
siddette oldugu bulundu (boyama siddeti 3). Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmadi. ACA ile hidrokortizon gruplarina kiyasla, DMSO+PBS grubunda

Z0-1 proteinleri agisindan somatosensoriyel kortekste yer alan damar endotel
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hiicrelerinde, boyama siddetinin zayif oldugu (boyama siddeti 1) ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu bulundu (p<0.05).

Sekil 4.8’de gosterildigi gibi, immiinohistokimyasal boyamalar sonucu elde
edilen, mikroskobik goriintiiler incelendiginde; hipokampiiste yer alan damar endotel
hiicrelerinde, ZO-1 protein seviyesi bakimindan kontrol ve DMSO+PBS gruplarinin
boyanma siddetinin zayif (boyama siddeti 1) oldugu saptandi. ACA grubunda boyanma
siddetinin orta siddette (boyama siddeti 2) ve hidrokortizon grubunun boyanma siddetinin

ise giiclii (boyama siddeti 3) oldugu goriilmektedir.

Hipokampiis, boyama siddeti 1, (Kontrol, Hipokampiis, boyama siddeti 1, (DMSO+PBS,
X40). X40).

Hipokampiis, boyama siddeti 2, (ACA, X40). ;!l;];;hmpis, boyama siddeti 3, (Hidrokortizon,

Sekil 4.8. Tim gruplara ait hipokampiis kesitlerinde ZO-1 boyama siddetlerinin
gosterildigi mikroskop goriintiileri. (Boyali olan damar endotel hiicreleri ok isareti ile
gosterilmistir.).
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Kontrol grubuna kiyasla, ACA grubunda ZO-1 proteinleri agisindan
hipokampiiste yer alan damar endotel hiicrelerinde, boyanma siddetinin orta siddette
oldugu (boyama siddeti 2) ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
goriildii (p=0.05). Kontrol grubuna kiyasla, hidrokortizon grubunda ZO-1 proteinleri
acisindan hipokampiiste yer alan damar endotel hiicrelerinde, boyama siddetinin giiglii
oldugu (boyama siddeti 3) ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
bulundu (p<0.05). Kontrol grubu ve DMSO+PBS grubunda ZO-1 proteinleri agisindan
hipokampiiste yer alan damar endotel hiicrelerinde, boyama siddetinin zayif oldugu
(boyama siddeti 1) ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi goriildii.

ACA grubunda, hidrokortizon grubuna gore, ZO-1 proteinleri agisindan
hipokampiiste yer alan damar endotel hiicrelerinde, boyama siddetinin daha zayif oldugu
bulundu (boyama siddeti 2). iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
saptand1 (p=0.05). Tablo 4.16’da somatosensoriyel korteks ve hipokampiiste ZO-1

boyanma derecelerinin gruplar arasi karsilastirma sonuglari verilmistir.

Tablo 4.16. ZO-1 ile boyanmis somatosensoriyel korteks ve hipokampiis koronal kesit
orneklerinin boyanma derecelerinin gruplar arasi karsilastirilmasi.

Som.korteks | Hipokampiis
Gruplar p degeri p degeri
Kontrol -DMSO+PBS 0.202 0.465
Kontrol-ACA 0.028 0.05
Kontrol-hidrokortizon 0.028 0.028
ACA-hidrokortizon 1.000 0.05
ACA- DMSO+PBS 0.028 0.05
Hidrokortizon-DMSO+PBS 0.028 0.028

(p<0.05 ve p=0.05 seklinde gosterilen gruplar istatistiksel olarak anlamlidir.)
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4.5.3. OKludin Diizeyinin Histopatolojik Olarak Degerlendirilmesi

Okludin; KBB’de ilk kesfedilen ve destek gorevi goren siki baglanti proteinidir.
Sekil 4.9°da gosterildigi gibi, immiinohistokimyasal boyamalardan elde edilen
mikroskobik goriintiiler incelendiginde; kontrol grubunun okludin proteinleri agisindan
somatosensoriyel kortekste yer alan damar endotel hiicrelerinde, boyanma siddetinin

zay1f (boyama siddeti 1) oldugu tespit edilmistir.

Somatosensoriyel korteks, boyama siddeti 1,  Somatosensoriyel korteks, boyama giddeti 2,
(Kontrol, X40). (DMSO+PBS, X40).

Somatosensorivel korteks, bovama siddeti 2, Somatosensoriyel korteks, boyama yiddeti 3,
(ACA, X40). (Hidrokortizon, X40).

Sekil 4.9. Tiim gruplara ait somatosensoriyel korteks kesitlerinde okludin boyama
siddetlerinin gosterildigi mikroskop goriintiileri. (Boyali olan damar endotel hiicreleri ok
isareti ile gosterilmistir.).

Kontrol grubuna kiyasla, ACA grubunda okludin proteinleri agisindan
somatosensoriyel kortekste yer alan damar endotel hiicrelerinde, boyanma siddetinin orta
siddette oldugu (boyama siddeti 2) ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu bulundu (p=0.05). Kontrol grubuna kiyasla, hidrokortizon grubunda okludin
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proteinleri acisindan somatosensoriyel kortekste yer alan damar endotel hiicrelerinde,
boyanma siddetinin giiglii oldugu (boyama siddeti 3) ve iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugu goriildi (p<0.05). Kontrol grubuna kiyasla, DMSO+PBS
grubunda okludin proteinleri agisindan somatosensoriyel kortekste yer alan damar
endotel hiicrelerinde, boyama siddetinin orta siddette oldugu (boyama siddeti 2) ve iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu saptandi (p=0.05). ACA
grubunda okludin proteinleri agisindan somatosensoriyel kortekste yer alan damar
endotel hiicrelerinde, boyama siddetinin hidrokortizon grubuna gére daha diisiik oldugu
ve bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu bulundu (p=0.05). ACA
ile DMSO+PBS grubunda okludin proteinleri agisindan somatosensoriyel kortekste yer
alan damar endotel hiicrelerinde, boyama siddetinin orta siddette oldugu bulundu
(boyama siddeti 2) ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.
Hidrokortizon grubu DMSO+PBS grubu ile kiyaslandiginda, hidrokortizon grubunun
okludin proteinleri agisindan somatosensoriyel kortekste yer alan damar endotel
hiicrelerinde, boyama siddetinin daha giiclii oldugu bulundu. Bu iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir fark oldugu goriildii (p=0.05).

Sekil 4.10°da gosterildigi gibi, immiinohistokimyasal boyamalar sonucu elde
edilen mikroskobik goriintiiler incelendiginde; okludin proteinleri agisindan
hipokampiiste yer alan damar endotel hiicrelerinde, kontrol ve DMSO+PBS grubunun
boyanma siddetinin zayif (boyama siddeti 1) oldugu goriildii. ACA grubunun boyama
siddetinin orta siddette (boyama siddeti 2) ve hidrokortizon grubunun boyama siddetinin
de ytliksek siddette (boyama siddeti 3) oldugu saptandi. Kontrol grubuna kiyasla, ACA
grubunda okludin proteinleri agisindan hipokampiiste yer alan damar endotel
hiicrelerinde, boyanma siddetinin orta siddette oldugu (boyama siddeti 2) ve iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark oldugu saptandi (p=0.05).

Hidrokortizon grubu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda, okludin proteinleri
acisindan hipokampiiste yer alan damar endotel hiicrelerinde, boyanma siddetinin gii¢lii
oldugu (boyama siddeti 3) ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
goriildii (p<0.05). Kontrol grubu ve DMSO+PBS grubunda okludin proteinleri agisindan
hipokampiiste yer alan damar endotel hiicrelerinde, boyanma siddetinin zayif oldugu
bulundu (boyama siddeti 1) ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi. ACA grubunda, hidrokortizon grubuna gore, okludin proteinleri agisindan
hipokampiiste yer alan damar endotel hiicrelerinde, boyanma siddetinin daha zayif oldugu

(boyama siddeti 2) goriildii ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
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saptandi (p=0.05). ACA grubunda, DMSO+PBS grubuna gore okludin proteinleri
acisindan hipokampiiste yer alan damar endotel hiicrelerinde, boyanma siddetinin daha
gliclii oldugu (boyama siddeti 2) ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu goriildii (p=0.05).

Hidrokortizon grubunda, DMSO+PBS grubuna gore okludin proteinleri agisindan
hipokampiiste yer alan damar endotel hiicrelerinde, boyanma siddetinin daha giiclii
oldugu (boyama siddeti 3) ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
saptandi (p<0.05). Tablo 4.17’de somatosensoriyel korteks ve hipokampiiste okludin

boyanma derecelerinin gruplar arasi karsilastirma sonuglart verilmistir.

Hipokampiis, boyama siddeti 1, (Kontrol, Hipokampiis, boyama siddeti 1, (DMSO+PBS,
X40). X40).

Hipokampiis, bovama siddeti 2, (ACA,X40).  Hipokampiis, boyama siddeti 3, (Hidrokortizon,
X40).

Sekil 4.10. Tiim gruplara ait hipokampiis kesitlerinde okludin boyama siddetlerinin
gosterildigi mikroskop goriintiileri. (Boyali olan damar endotel hiicreleri ok isareti ile
gosterilmigtir.).
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Tablo 4.17. Okludin ile boyanmis somatosensoriyel korteks ve hipokampiis koronal

kesit 6rneklerinin boyanma derecelerinin gruplar arasi karsilastirilmasi.

Som.korteks | Hipokampiis
Gruplar p degeri p degeri
Kontrol-DMSO+PBS 0.05 0.285
Kontrol-hidrokortizon 0.028 0.028
Kontrol-ACA 0.05 0.05
ACA-hidrokortizon 0.05 0.05
ACA- DMSO+PBS 0.202 0.05
Hidrokortizon-DMSO+PBS 0.05 0.018

(p<0.05 ve p=0.05 seklinde gosterilen gruplar istatistiksel olarak anlamlhidir.)
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5. TARTISMA

Tez calismamizdaki oncelikli hedeflerden biri, daha dnce ndroprotektif etkinligi
oldugu cesitli calismalarda vurgulanan ve TRPM2 kanallar ile fosfolipaz 2 enzimi
blokorii seklinde tanimlanan ACA’nin absans epilepsi ndbetleri iizerine koruyucu
etkinligi olup olmadigini arastirmaktir. Ayn1 zamanda ACA’nin apoptozis ve oksidatif
stres lizerine iyilestirici etkileri gibi bilinen etkileri diginda, absans epileptik nobetler
sonucunda meydana gelen endoplazmik retikulum strese ve beraberinde gelisen kan-
beyin bariyerindeki bozulmalara nasil etki ettigini ortaya koymaktir.

Calismamizda ayrica beyinde cesitli alanlarda norosteroid olarak gdrev yapan,
antikonviilsan olarak epilepsi tedavisinde kullanilan hidrokortizonun etki diizeyleri de,
ACA ile karsilastirmali olarak ele alinmustir. Hidrokortizonun viicutta ¢ok sayida yan
etkisi olmas1 sebebiyle onun yerine, ACA’nin alternatif bir ajan olarak kullanilip
kullanilamayacag1 da aragtirilan diger bir unsurdur. Ozellikle nérodejenerasyonu azaltict
etkinligi saptanmis olan ACA’nin, absans epilepside en ¢ok etkilenen beyin bdlgeleri olan
hipokampiis ve somatosensoriyel korteks alaninda noroprotektif etkinligi olup olmadigini
ortaya koymak ve spontan nobet sayilari tizerine nasil etki ettigini gostermek, tez
calismamizin esas amagclarindan birini olusturmaktadir. Bu degerlendirmeler yapilirken,
disi ve erkek WAG/Rjj siganlarda cinsiyet ayrimi da dikkate alinmis ve ACA’nin cinsiyet
bazinda da etki diizeyleri arasinda farklilik olup olmadig: arastirilmistir.

Calismamiz ile literatiirde ilk kez, WAG/Rij irki absans epilepsili si¢anlarda,
ACA’nin ER stres seviyeleri ve bununla baglantili olarak meydana gelen KBB
biitiinltiglinlin bozulmasi lizerine ndroprotektif etkisi arastirilmistir. Bu da ¢alismamizin
Ozgiin degerli bir ¢alisma oldugunu gostermektedir. Tez ¢alismamiz sonucunda elde

ettigimiz bulgular asagida tartigilmistir.

5.1. ACA’nin Absans Epilepside Spontan Nobetler Uzerine Etkisi

Calismamizda WAG/Rij siganlarda spontan absans nobetler takip edilmis ve
absans nobetler iizerine ACA’nin ndbet sayilarina olan etkisi aragtirilmistir. Ayrica bu
etkinin antikonviilsan olarak tedavide hali hazirda kullanilmakta olan hidrokortizonun
etki diizeyiyle kiyaslamasi yapilmistir. Elde ettigimiz sonuclara bakildiginda, absans
epilepsili siganlardan olusan kontrol grubuna gore, ACA ve hidrokortizon grubundaki

sicanlarin nobet sayilariin azaldigi goriilmiis, en 6nemlisi ACA ile hidrokortizon grubu
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karsilagtirildiginda, ACA grubundaki siganlarin ndbet sayilarinda anlamli bir azalma
oldugu tespit edilmistir.

Yaptigimiz literatiir taramasinda, absans epilepsi nobetleri lizerine ACA’nin
etkisinin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamustir; ancak daha Once yapilan bir
calismada, PTZ ile epilepsi modeli olusturulan Wistar albino cinsi sicanlarda ACA
verilen gruplarda kontrol grubuna gore ndbet atak sayilarmin azaldigi tespit edilmistir
(232).

Sonuglarimiza bakarak, ACA’nin absans epilepside spontan nébet davranislarini
azaltic1 etkisinin oldugu ve ndbet sayilarinda hidrokortizona kiyasla daha etkili oldugu
yorumunu yapabiliriz. Calisma sonucumuz, bu agidan literatiirde yer alan ¢aligmanin
sonucuyla uyumludur. ACA’nin sergiledigi muhtemel etki mekanizmasini yorumlayacak
olursak; ACA, TRPM2 kanallarini ve PLA2 enziminin etkinligini bloke ederek hiicre i¢ine
asir1 Ca?* salinimini azaltmis (232) ve hiicre igerisinde meydana gelen asir1 Ca?* kaynakli
hipereksitabiliteyi engelleyerek, absans nobetleri baskilamis olabilir.

Kortikosteroidlerin epilepsi tizerindeki etkilerinin arastirildigi ¢alismalar oldukga
sinirl sayidadir. Yapilan bir ¢alismada, sicanlar iizerinde kindling modeliyle epilepsi
nobetleri olusturulmus ve siganlar dogmadan Once betametazon ve deksametazon ile
tedavi edilmistir. Calisma sonucunda, kortikosteroid yapisindaki her iki maddenin de
siganlar iizerinde antikonviilsan etkilerinin oldugu rapor edilmistir (244). Yapilan diger
bir calismada, sicanlara prenatal donemde betametazon verilerek, yavru gelisim
doneminde antikonviilsan 6zellik gosteren noropeptid Y’ nin hipokampiiste ekspresyonda
artisa sebep oldugu saptanmustir (245).

Son donemde yapilmis bir diger calismada; epileptik ensefalopatili hastalarda
uyku sirasinda siirekli devam eden diken-dalga desarjlart iizerine deksametazonun
etkinligi ve tolere edilebilirligi arastirilmig, hastalar kapsamli klinik ve EEG
degerlendirmelerine dayali olarak 4 haftalik deksametazon tedavisine tabi tutulmustur.
Sonug olarak, oral yolla alinan deksametazonun, uzun siireli tedavide etkili ve tolere
edilebilir oldugu, epileptik ensefelopatide diken-dalga desarjlari {izerine iyi bir tedavi
secenegi olabilecegi agiklanmistir (254).

Biz de ¢alismamizda, absans epilepsili WAG/Rij siganlara hidrokortizon vererek,
siganlardaki spontan ndbet sayilarinin diistiiglinii saptadik. Dolayisiyla diger calismalarda
kullanilan Kortikosteroid yapidaki maddelerin antikonviilsan etkilerinde oldugu gibi,
hidrokortizon da bu etkiyi absans epilepside gostermistir. Yani ¢alisma sonuglarimiz,

diger calismalarla uyumludur. Hidrokortizonun nobet aktivitesini azaltma etkinligi
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konusunda diislindiigiimiiz muhtemel mekanizmalar ise; inhibitdr bir ndrotransmitter
olan GABAA reseptorii lizerinden etki ederek (reseptoriin al ve B3 bolgelerine
baglanarak) eksitator glutamerjik reseptorlerin  absans nébetlerde olusturdugu
hipereksitabiliteyi azaltabilir. Ikinci muhtemel mekanizmada ise; steroid reseptdrlerine
baglanarak, nobetlere sebep olan hiicre igindeki voltaja bagimli asir1 Ca®" artisin1 da
inhibe ettigi yoniindedir. Dolayisiyla bu sayede hidrokortizon, hiicre igi-hiicre dist

arasindaki elektrolit dengesizliginin ortadan kaldirilmasina yardime1 olabilir.

5.2. ACA’nin Absans Epilepside Viicut Agirh@ ve Yem Tiiketimi Uzerine
Etkisi

Elde ettigimiz sonuglara gore, gruplarin kendi icinde viicut agirliklar
karsilastirildiginda tartimlar arasinda ve disi-erkek sicanlar arasinda anlamli bir fark
bulunmamaistir. Yaptigimiz gruplar arasi karsilastirmada ise, ACA verilen gruptaki erkek
sicanlarda, absans epilepsili kontrol grubuna ve hidrokortizon grubuna gore viicut
agirliklarinda anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir. Hidrokortizon grubunda kontrol
grubuna gore viicut agirhiginda artis olmus fakat ACA kadar etki gostermedigi
saptanmistir.

Sicanlarin yem tiiketimleri ile ilgili yapilan degerlendirmede, gruplarin kendi
icinde ve disi-erkek si¢an gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmadig: tespit edilmigtir.
Dolayisiyla erkek siganlarda ACA verilen grupta viicut agirligi artisinin yem
tiketiminden kaynaklanmadigi, erkek siganlardaki bu istahin onlarin dogasindan
kaynaklanmis olma ihtimali yiiksektir. Ayrica, calismada kullandigimiz deney
hayvanlarmm sayisinin smirli olmast ve WAG/Rij irki absans epileptik siganlari
kullanmamizla ilisgkili olarak da, viicut agirliklar1 ve yem tiiketimi konusunda bulgular
net olmadigi i¢in, bu konuya iliskin daha ¢ok ve kapsamli calismalar yapilmasina ihtiyag
vardir.

Stereotaksik yontem ile Sprague-Dawley cinsi siganlarda ndrodejenerasyon
olusturularak ACA’nin koruyucu etkinliginin olup olmadig1 konusunun arastirildig: bir
calismada, deney gruplarinin viicut agirliklar1 deney siiresi boyunca tartilmis ve kontrol
grubuna gore ACA grubundaki si¢anlarin viicut agirliklarinda anlamli bir azalma oldugu
saptanmustir (255). S6z konusu ¢alismada stereotaksik aletle beyinde nérodejenerasyon

olusturuldugu i¢in, cerrahi islem sonrasi sicanlarda, kontrol grubuna kiyasla diger

107



gruplarda kilo kaybi olma ihtimali yiiksektir. Dolayisiyla viicut agirhigindaki bu
azalmanin cerrahi iglem sonrasi sicanlarda yeme davranisinin azalmasindan mi yoksa
ACA’dan kaynakli m1 oldugu konusu net degildir.

Bilindigi gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan steroid
yapidaki ilaglar, viicutta su ve elektrolit dengesini degistirerek ve metabolik anlamda
degisik etkilerin olusmasina aracilik ederek, Kisilerde viicut agirhigi artisina neden
olmaktadir (250). Yapilan bir ¢alismada, ilaca direngli epilepsisi olan 35 ¢ocukta
hidrokortizonun 6 aylik kullaniminin ardindan kronik etkilerine bakilmis, hidrokortizon
verilen 16 ¢ocukta (7 kiz, 9 erkek) istahi artirarak, hastalarin % 47’sinde kilo alimina
neden oldugu rapor edilmistir (256). Calismamizda hidrokortizon agirlik artisina neden
olmustur; ancak sicanlara 13 giin gibi kisa bir siirede verildigi i¢in, kronik etkinligi

konusunda kesin bir yorum yapilamamaktadir.

5.3. ACA’nin Absans Epilepside ER Stres Seviyeleri Uzerine Etkisi

Son zamanlarda yapilan bir¢ok calismada ER stresin epileptik nobetlerdeki
molekiiler mekanizmalarda iliskili oldugu vurgulanmistir ve beyin hiicrelerinde meydana
gelen ER stresin bir sonucu olarak, aktiflenen yolaklar tizerinden asir1 kalsiyum artisi,
apoptosiz gibi olaylarin olusumunun yaninda, kan-beyin bariyerinde de bozulmalarin
meydana geldigi ifade edilmistir (199).

Literatiirde diger epilepsi modellerinin ER stres ile baglantisinin aciklandigi
deneysel ¢alismalar olsa da, absans epilepsi ile ER stres iliskisi heniiz agiklanmamustir.
Bu nedenle ¢alismamizda, ilk kez absans epilepsi ile ER stres parametreleri ve bunun
kan-beyin bariyeri biitiinliigi ile arasindaki baglanti incelenmistir.

Glikoz yoksunlugu, bozulmus kalsiyum homeostazi, hipoksi, oksidatif hasar ve
mutant protein ekspresyonu gibi ¢esitli hiicre i¢i ve hiicre dis1 faktorler, ER nin iglevini
bozabilir ve ER liimeninde katlanmamis veya yanlis katlanmig proteinlerin birikmesine
yol acabilir. Bu da UPR (katlanmamis protein yanit1) sinyali olusumunu tesvik eder. ER
stres meydana gelirken, aktiflenen sinyal yolaklarinin etkinligi biiylik 6nem tagimaktadir
(PERK, IRE1 ve ATF6 sinyal yolagi) (257).

TRPM2 kanal blokorii olarak bilinen ACA, bunun yaninda PLA> enzimini de
bloke etme Ozelligine sahiptir. Hem kanal hem de enzim blokorii olmasi nedeniyle,
hiicrenin icerisinde IP3 yolagim kullanip, Ca*? saliniminda azalmaya neden olur (232).

Hiicre igerisinde bu yolla olusan oksidatif stres mekanizmasini ve apoptozisi durdurucu
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etkisinin yani sira, ER stresi de azaltict yonde etkinlik gosterecegi de kuvvetli bir
ihtimaldir.

Bu tarz etkilerin disinda, yapilan diger bir calismada, ACA’nin, glikozla meydana
gelen pankreas adaciklarindaki insiilin salininmini antagonize ettigi de rapor edilmistir
(219). Bununla birlikte ACA ve onunla benzer kimyasal yapiya sahip pek ¢cok maddenin,
kalp-damar sisteminde bulunan hiicrelerde ve pankreasin beta hiicrelerinde ikincil

haberciler ve arasidonik asit salinimini da inhibe ettigi agiklanmustir (220).

5.3.1. ATF4 Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Calismamizin sonuglarima gore; WAG/Rij erkek ve disi sicanlardan alinan
hipokampiis 6rneklerinde, absans epilepsili kontrol grubuna goére, DMSO+PBS,
hidrokortizon ve ACA grubunda ATF4 protein seviyesinin anlamli olarak azaldigi
bulunmustur. ACA grubunda hidrokortizon ve DMSO+PBS grubuna gore, ATF4 protein
seviyesinde yine anlamli bir azalma oldugu saptanmistir. Sonuglarimiza gore; genel
olarak ACA’nin, hidrokortizona kiyasla hipokampal alandaki ATF4 seviyelerini
diistirmede daha etkili oldugu yorumunu yapilabiliriz.

Disi ve erkek sicanlardaki somatosensoriyel korteks ATF4 seviyelerine
bakildiginda ise, erkek si¢anlarda absans epilepsili kontrol grubuna gére ACA grubunda
ATF4 seviyelerinin anlaml olarak diistligii, ancak hidrokortizon ile kiyaslandiginda bir
farklilik olmadigi saptanmistir. Disi siganlarda ise kontrol grubu ile ACA gruplari
arasinda anlaml bir fark goriilmemis, ancak ACA grubunda hidrokortizon grubuna gore
ATF4 seviyelerinde anlamli bir diisiis oldugu saptanmistir. Dolayisiyla somatosensoriyel
Kortekste genel olarak ACA’nin ATF4 seviyelerini diisiirmede hidrokortizona istinliigi
s0z konusu degildir.

Yapilan ¢alismalarda, ATF4’iin GABARR reseptorii tizerinden diizenleyici olarak
etki ettigi saptanmis, GABAgRIa’ya uyarici yonde ve GABAgRI aktivitesini de
durdurucu yonde etki ettigi rapor edilmistir (216). Bununla baglantili olarak, ATF4’iin,
ozellikle GABAgR araciligiyla inhibitér ndrotransmisyonu olarak gorev yaptigi da
aciklanmistir (217). Bu nedenle, ATF4'iin anormal ekspresyonu, GABAgR aracili
ndrotransmisyonun diizenlenmesi yoluyla epilepsinin patogenezinde rol oynayabilir ve
apoptozis yolaklarini aktif hale getirebilir. GABAaR’ler de MSS’de noronlar iizerinde
uyarici ve inhibe edici dengenin siirdiiriilmesinde etkin rol oynayan reseptdrlerdir (212).

Yaptigimiz caligmanin sonuglarina gore; hidrokortizon da bu reseptorler aracigiyla,
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absans epilepsi nobetlerini azaltmada etkili olmus ve yiiksek ihtimalle ER stresi
baskilamada rol oynamaistir.

Kainik asitle deneysel epilepsi modeli olusturulan farelerin hipokampiisiinde
ATF4 seviyelerinde artis oldugu gozlemlenmistir (201). Yaptigimiz ¢alismada kontrol
grubundaki absans epilepsili siganlarin hipokampiislerindeki ATF4 seviyelerinin yiiksek

olusu, kainik asit modeli ile ilgili bu ¢aligmay1 dogrular niteliktedir.

5.3.2. CHOP Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore, WAG/Rij erkek siganlardan alinan
hipokampiis drneklerinde; absans epilepsili kontrol grubu ile DMSO+PBS grubu arasinda
CHOP protein seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi, ACA ve
hidrokortizon grubunda kontrol grubuna gére CHOP seviyesinde anlamli bir azalmanin
oldugu saptanmistir. Hidrokortizon grubuna kiyasla, ACA grubunun CHOP protein
seviyelerini anlamli olarak azaltti1 tespit edilmistir. Disi ve erkek sican hipokampiis
orneklerinde de ayni sonugclar elde edilmistir. Dolayisiyla sonuglara bakilarak, ACA’ nin
hipokampal alanda CHOP protein seviyelerini diisiirmede daha etkili oldugu sdylenebilir.

Calismamizdaki WAG/Rij erkek siganlardaki somatosensoriyel korteks
bulgularina baktigimizda; absans epilepsili siganlardan olusan kontrol grubu ile
kiyaslandiginda; ACA ve hidrokortizon grubunda CHOP protein seviyelerinde anlamli
bir azalma oldugu, hidrokortizon grubu ile kiyasladigimizda ise, yine ACA grubunda
CHOP protein seviyelerinin anlamli olarak azaldig1 saptanmistir. Disi siganlardaki CHOP
seviyeleri, erkek siganlardakiyle uyumluluk gostermistir. Sonug itibariyle hem
hipokampiiste, hem de somatosensoriyel kortekste ACA’nin, CHOP protein seviyelerini
azaltict yonde etkisi oldugunu sdyleyebiliriz.

CHOP, ATF4 ile baglantili olarak apoptozisi baslatmada etkili olan ER stres
belirteglerinden biridir. Siganlarda olusturulan SE modelinde p-PERK, p-elF2a. ve CHOP
ekspresyonunun 6nemli 6l¢giide arttigini gostermislerdir (200). Bir baska calismada ise
pentilentetrazol (PTZ) ile indiiklenen akut ndbet modelinde GRP78, p-elF2a ve CHOP
seviyelerinde de artis oldugu saptanmistir (203). Calismalar sonucunda PERK yolagini
kullanarak, proapoptotik islev gordiigii vurgulanan CHOP’un, ayrica noronlarda
miyelinle iligkili genlerin transkripsiyonu iizerine inhibe edici etkinliginin oldugu ve
SE’de bu yolla nobet duyarliliginda artisa sebep oldugu da ifade edilmistir (207).

CHOP’un epilepsi noébetlerinde, apoptotik siireci hangi mekanizma iizerinden
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gerceklestirdigi heniiz tam olarak agiklanamamistir ve bu konuda literatiirde absans
nobetler ilizerine bir ¢alisma mevcut degildir. Ayrica absans epileptik nobetlerde de
CHOP protein seviyelerinin artmast bakimindan ¢alismamiz, literatiirdeki diger

calismalarla uyumluluk géstermistir.

5.3.3. ATF6 Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Calismamizdan ATF6 seviyelerine iliskin olarak elde ettigimiz sonuglara gore;
hem erkek hem de disi WAG/Rij siganlarin hipokampiislerinde absans epilepsili
sicanlardan olusan kontrol grubuna gore, ACA ve hidrokortizon grubunda ATF6 protein
seviyelerinde anlamli bir azalma oldugu saptanmistir. Yine hidrokortizon grubuna gore,
ACA grubunda ATF6 protein seviyesinde anlamli bir azalma oldugu sonucu elde
edilmistir.

Somatosensoriyel alandaki ATF6 seviyelerini degerlendirdigimizde ise; absans
epilepsili siganlardan olusan kontrol grubuna gére, DMSO+PBS, ACA ve hidrokortizon
grubunda ATF6 protein seviyelerinin anlamli olarak azaldigi, ayrica hidrokortizon
grubuna kiyasla, ACA grubunda ATF6 seviyelerinde diisiis meydana geldigi
saptanmistir. Disi siganlarda ise bu sonuglar, hidrokortizon grubu ile ACA grubu arasinda
ATF6 protein seviyeleri bakimindan fark bulunmadig: icin degisiklik gostermemistir.
Sonuglar genel olarak yorumlanacak olursa, hipokampiiste ACA’nin ATF6 seviyelerini
azaltmada etkili oldugu ancak somatosensoriyel kortekste bu etkinligi tam olarak
gosteremedigi sdylenebilir.

Genel olarak ATF6 ile epilepsi arasindaki baglantinin kuruldugu az sayida ¢alisma
mevcuttur. Bu ¢alismalardan birinde, kainik asit ile indiiklenen SE modeli olusturulan
farelerde, hipokampal alanda, ATF6 nin protein seviyesinde artig oldugu saptanmigtir
(204). Bir diger calismada ATF6a nin delesyonunun kainat kaynakli nébetlerde, néronal
hasarin, artan Ca?" seviyesiyle tetiklendigi 6ne siiriilmiistiir (213). Bununla birlikte
ATF6’'nin GABAAar sinaptik sinyallerinin diizenlenmesi {izerine de etkili oldugu
disiiniilmektedir (215). Calismamizin sonuglarina bakildiginda, absans epileptik
nobetlerde ATF6 protein seviyelerinde bir artis meydana gelmesi, literatiirdeki cesitli

epilepsi modelleri olusturularak yapilan ¢alismalarla uyumludur.
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5.3.4. GRP78 Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Calismamizda, bu giine kadar yapilmig caligmalardan farkli olarak, absans
epilepsili WAG/RIj siganlarin hipokampiislerinde ve somatosensoriyel alanlarindaki
GRP78 protein seviyelerini degerlendirdik. Calisma sonuglarina bakildiginda; WAG/RIj
erkek siganlardan alinan hipokampiis 6rneklerinde; kontrol grubuna gore, ACA grubunda
GRP78 protein seviyelerinin anlamli olarak azaldigi, hidrokortizon grubu ile
kiyaslandiginda, ACA grubunda yine GRP78 protein seviyelerinin anlamli olarak
azaldig goriilmiistiir. Disi hipokampiis GRP78 protein seviyeleri bakimindan erkek
sicanlarla ayni sonuglari vermistir. Absans epilepside de dnceki caligmalarla uyumlu
olarak GRP78 protein seviyeleri artis gostermis ve ACA, hidrokortizona kiyasla GRP78
protein seviyelerini diistirmede daha etkili olmustur.

WAG/Rjj erkek ve disi siganlardan alinan somatosensoriyel korteks drneklerinde;
kontrol grubuna kiyasla; ACA, hidrokortizon ve DMSO+PBS gruplarinda GRP78 protein
seviyesinde anlamli bir azalma oldugu, hidrokortizon grubu ile kiyaslandiginda ise ACA
grubunun GRP78 protein seviyelerini anlamli olarak azalttigi saptanmistir. Dolayisiyla
absans epilepsili WAG/Rij sicanlarda ACA, hem hipokampiiste hem de somatosensoriyel
kortekste spontan nobetler nedeniyle yiikselen GRP78 protein seviyelerini diisiirmede
etkili olmustur.

GRP78; ER’de translokasyonun diizenlenmesini, protein katlanmasiin diizenli
sekilde yapilabilmesini saglayan, apoptozis mekanizmasinda ve proteinlerin yikilmasinda
etkin bir rol oynamasi bakimindan ¢ok 6nemli islevleri olan diizenleyici bir proteindir.
GRP78’in ayn1 zamanda ER'de en ¢ok Ca'? baglayabilen saperonlardan biri oldugu
gosterilmistir (193).

PTZ ile olusturulan deneysel epilepsi modelinde farelerin hipokampiislerinde
GRP78 protein seviyesinde bir artis oldugu saptanmistir (203). Bunun yani1 sira PTZ ile
epileptik nobet olusturulan si¢anlarda yapilan bir ¢alismada, hipokampiis, korteks ve
striatum bolgelerinde zamana bagli olarak GRP78 ekspresyon seviyelerinde artis oldugu
saptanmis (193), PTZ ile epilepsi modeli olusturulan sigcan beyin endotel hiicrelerinde de
GRP78 seviyelerinde artis meydana geldigi gosterilmistir (176). Temporal lob epilepsili
olan hastalarda yapilan bir caligmada da beyindeki hipokampiis alaninda GRP78
seviyelerinde artig oldugu rapor edilmistir (208).
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5.3.5. ACA’nin ER Stresi Uzerine Genel Etkisinin Degerlendirilmesi

Calismamizda, absans epilepside ACA’nin genel olarak ER stres tizerindeki
azaltic1 etkinligini arastirarak, bu maddenin ER stresi belirtecleri olan ATF4, ATF6,
GRP78 ve CHOP protein seviyelerini diislirdiigii sonucunu elde ettik.

ATF4 ve CHOP birlikte calisarak, ER stres mekanizmasi ig¢inde yer alan ve
ozellikle apoptozisi baslatan proteinlerdir. ATF6 ise GRP78 ile baglantili sekilde islev
gorerek, ER streste protein katlanma yanitinin olusmasini saglar. Ayrica GRP78, Ca?*’u
en ¢ok baglayan saperondur (9-12).

Cesitli epileptik nobetlerde bu ER stres proteinlerinin seviyelerinin arttigi
saptanmistir. Calismamizda ise amaglanan, ndbetler sonucu artan ER stresi azaltmada
etkili olan mekanizmay1 agiga ¢ikarmaktir. Bu nedenle hidrokortizon ve ACA’nin ER
stres seviyelerindeki etkilerini arastirarak, ACA’nin absans epilepsi ndbetleri sonucu
artan ER stres protein seviyelerini diisiirmede hidrokortizona gore daha etkili oldugunu
saptadik. ACA’nin ER stresi azaltici yonde etkinlik gosterirken kullandig1 olasi
mekanizmalar1 yorumlayacak olursak; ACA, hem TRPM2 kanallarin1 hem de PLA>
enzimini bloke ederek, ER streste IP3 yolaginda uyarilma sonucu meydana gelen hiicre
ici Ca®" artigim engelliyor olabilir. Bunun sonucunda nobetlere neden olan asir1 Ca?*
artisini ve buna bagli olarak nobetler sonucunda meydana gelen ER stresi azaltici yonde
etki ettigini sOyleyebiliriz.

Hidrokortizon ise antikonviilsan olarak gosterdigi etki mekanizmasini kullanarak,
GABAA reseptorleri iizerinden asir1 Ca?* artigini inhibe edip, bunun sonucunda olusan ER
stres lizerine baskilayici bir etki gergeklestiriyor olabilir. Ayrica PLA2 enzimini inhibe

ederek, anti-inflamatuar yanit mekanizmasi tizerinden KBB hasarint gideriyor olabilir.

5.4. ACA’nin Absans Epilepside Kan-Beyin Bariyeri Biitiinliigii Uzerine
Etkisi

Calismamizda ilk defa ACA ve hidrokortizonun karsilastirmali olarak, WAG/RIj
absans epilepsili sicanlarda hipokampal ve somatosensoriyel korteks alanlarindaki
endotelyal hiicrelerde yer alan siki baglanti protein seviyelerini ( ZO-1 ve okludin) ve
astrositler de dahil olmak iizere glial hiicrelerde yer alan GFAP ekspresyon diizeyini nasil
degistirdigine bakild1 ve bu durumun ER stres parametreleriyle baglantis1 agiklanmaya

caligildi.
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KBB, yapisinda yer alan siki baglantilarla ve enzimatik bariyeri sayesinde
parankimdeki noronal ve glial hiicrelere madde geg¢isinin kontroliinii saglamaktadir (120).
Bu yoniiyle KBB, kan damarlari ile beyin dokusu arasinda sinirl1 bir alan meydana getirir.
Dolayisiyla, KBB biitiinliigiiniin korunmasi ve madde gegisinin denetlenebilmesi i¢in sik1
baglantilar olduk¢a 6nem tasimaktadir. KBB’de fonksiyon kaybinin gériilmesinin, farkli
maddeler igin gegirgenligin artmasi ile birlikte, epileptogeneze neden olan inflamatuar
yanitin tetiklenmesini ve noronlarda asir1 uyar1 artisini da beraberinde getirdigi
diisiiniilmektedir. En 6nemlisi de ER stresin bu mekanizma iginde yer alarak, epileptik
ndbetlerin sonucunda meydana gelen KBB bozulmasi ile de baglantili oldugu yorumu
yapilmistir (199). Yapilan bir ¢alismada, GRP78 ve p-PERK seviyelerinin yiikseldigi
hasarl1 endotel hiicrelerinde, KBB ge¢irgenliginin de 6nemli 6l¢iide arttig1 ve bunun SE
ndbetleri sonucunda olusan vazojenik 6demin olusumunda rol oynayabilecegi rapor

edilmistir (176).

5.4.1. GFAP Seviyelerinin Degerlendirilmesi

GFAP seviyelerini saptamak i¢in mikroskop goriintiilerini inceledigimizde, ACA
ve hidrokortizon grubundaki siganlardan alinan kesitlerde somatosensoriyel korteksteki
GFAP’1n, absans epilepsili siganlardan olusan kontrol grubu ve DMSO+PBS gruplarina
gore goreceli olarak daha yiiksek diizeyde eksprese edildigi gortilmiistiir. Hidrokortizon
grubundaki sicanlardan alinan kesitlerde ise hipokampal alandaki GFAP’in, kontrol
gruplarina gore daha ytiksek diizeyde eksprese edildigi saptanmistir.

Hipokampal alandaki GFAP boyama siddeti, kontrol grubuna kiyasla,
hidrokortizon grubunda daha yiiksek bulunmustur;, ancak diger gruplar arasinda
hipokampal alandaki boyanma siddetlerinde anlamli bir fark saptanmamuistir.
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar degerlendirildiginde; hem somatosensoriyel
korteksteki hem de hipokampiisteki GFAP seviyelerinin, ACA’ya kiyasla hidrokortizonla
daha iyi korundugu izlenimini edindik.

Daha once, PTZ ile indiiklenen deneysel epilepsi modeli olusturulan sicanlar
tizerinde yapilan bir ¢alismada, KBB iizerinde lipopolisakkkaritin yapisal ve fonksiyonel
etkileri arastirilmistir (220). Sonug olarak; serebral korteks, diensefalon ve serebellum
alanlarinda GFAP seviyelerinin, lipopolisakkarit verilen sicanlarda daha yiiksek seviyede
oldugu goriilmiis ve epileptik nobetlerde KBB gegirgenligi tizerine lipopolisakkaritin

koruyucu etkisinin olabilecegi yorumu yapilmistir.
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Yaptigimiz literatiir taramasinda, hidrokortizonun epilepsi nobetlerinde GFAP
seviyelerinin nasil degistigiyle ilgili bir calismaya rastlanmamistir. Biz de ¢alismamizda
ACA ve hidrokortizonun koruyucu etkisine bakarak, absans epileptik nobetlerde 6zellikle
hipokampiis ve somatosensoriyel korteksteki GFAP seviyelerinde artisa neden olmasi

sebebiyle, her iki maddenin de KBB iizerine koruyucu etkisi olabilecegini sdyleyebiliriz.

5.4.2. ZO-1 ve Okludin Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Calismamizdaki KBB biitiinliigiindeki degisim degerlendirildiginde, mikroskop
goriintiilerine bakilarak, absans epileptik si¢anlardan olusan kontrol grubuna gére ACA
ve hidrokortizon grubunda ZO-1 proteinleri agisindan somatosensoriyel kortekste yer
alan damar endotel hiicrelerinde boyama siddetinin gii¢lii oldugu saptanmustir. Her iki
grubun da kontrol grubu ile aralarinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur. ACA ile
hidrokortizon grubunda ZO-1 proteinleri agisindan somatosensoriyel kortekste yer alan
damar endotel hiicrelerinde, boyama siddetlerinde anlamli bir fark tespit edilmemistir.
Sonuglarimiza bakilarak, ACA ve hidrokortizonun somatosensoriyel korteks damar
endotel hiicrelerinde KBB iizerine koruyucu etkinligi oldugu soylenebilir.

Absans epileptik nobetlerin goriildiigi kontrol grubuna gére, ACA grubundaki
Z0O-1 proteinleri agisindan hipokampiiste yer alan damar endotel hiicrelerinde, boyanma
siddetinin orta siddette (boyama siddette) ve gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu
saptanmistir.

Hidrokortizon grubunda ise ZO-1 proteinleri agisindan hipokampiiste yer alan
damar endotel hiicrelerinde, boyama siddetinin giiclii oldugu tespit edilmistir. ACA
grubunda, hidrokortizon grubuna gére, ZO-1 proteinleri agisindan hipokampiiste yer alan
damar endotel hiicrelerinde, boyama siddetinin daha zayif oldugu izlenimi edinilmistir.

Calismamizdan elde edilen sonuglart genel olarak yorumladigimizda ZO-1 protein
seviyesinin ACA ve hidrokortizon grubunda arttigi goriilmiistir ve KBB iizerinde
koruyucu 6zellikleri oldugu sdylenebilir.

Calismamizda, absans epilepsili siganlardan olusan kontrol grubuna gore, ACA ve
hidrokortizon gruplarindaki siganlarin somatosensoriyel korteks ve hipokampiislerinden
aliman 6rneklerde, okludin proteinleri agisindan yer alan damar endotel hiicrelerinde,
boyanma siddetinin arttig1 ve gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu saptanmistir.
ACA’da boyanan endotel sayisinin hidrokortizona gore daha az oldugu gosterilmistir;

ancak her iki grupta da absans epilepsili siganlarin bulundugu kontrol grubuna gore
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boyama siddeti artmugtir. Literatiirdeki ¢aligma sonuglarindan farkli olarak, kontrol
grubuna kiyasla, DMSO+PBS grubunda okludin proteinleri agisindan somatosensoriyel
kortekste yer alan damar endotel hiicrelerinde, boyama siddetinin artarak orta siddette
oldugu goriilmiis ve gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir.

Yapilan in vitro bir ¢alismada, hidrokortizonun KBB siki baglanti1 proteinlerden
Z0-1 ve okludinin sigir retinal endotelyal hiicre tabakasinda seviyeleri iizerine etkileri
arastirilmis ve sonugta hidrokortizonun, hiicre smirinda hem okludin hem de ZO-1
boyamasini etkili bir sekilde arttirdign goriilmistiir (242). Calismamizin sonuglari,
hipokampiis ve somatosensoriyel korteksteki endotel hiicrelerinde de retinal endotel
hiicrelerinde oldugu gibi, hidrokortizonun ZO-1 ve okludin boyamalarii artirdigini
gostermistir. PTZ ile indiiklenen deneysel epilepsi modeli olusturulan sicanlar iizerinde
yapilan ¢alismada, KBB {izerinde lipopolisakkkaritlerin etkisi arastirilmis ve serebral
korteks, diensefalon ve serebellum alanlarinda ZO-1 ve okludin seviyelerinin,
lipopolisakkarit verilen siganlarda daha yiiksek seviyede oldugu goriilmiistiir (220). Bu
calisgmada PTZ ile indiiklenen epilepside lipopolisakkaritin koruyucu etkisine benzer
sekilde, ¢alismamizda da absans epilepside ACA ve hidrokortizonun ZO-1 ile okludin
seviyelerini artirmada etkili oldugu sonucu elde edilmistir.

Beyinde epileptik nobetler meydana geldiginde ndronlarin beslenmesi azalarak
kapiller damar ge¢irgenliginin artmasina neden olur. Bu da KBB biitiinliigliniin
bozulmasina ortam hazirlar (148).

Ayrica noronlar gibi, mikroglia ve astrositlerin de epilepsi nobetleri sonucunda
KBB’de ZO-1 ile okludin seviyelerinde bir azalma oldugunda, beyin endotelyal
hiicreleriyle iletisime gegerek KBB biitiinliigiinii korumada etkili oldugu yapilan
calismalarla rapor edilmistir (149,156). Nobetler esnasinda, K*iyonlarinin miktarinin
azalmasi, astrosit ile perisitlerin yapisindaki degisimlere neden olarak, KBB
bozulmasinda artisa neden olur (174).

Yapilan bir c¢alismada, glutamatin PLA; enzimi aracilifiyla endotel hiicre
matriksinde yapisal bozulmalara neden olan MMP ’nin salgisinda artisa neden oldugu ve
bunun da TJ protein seviyesinde azalmaya neden olarak epileptik ndbetleri tetikledigi
rapor edilmistir (180,181). Bu sonuglardan yola ¢ikarak, ¢alismamizda kullandigimiz
ACA ve hidrokortizonun PLA> enzim aktivitesini bloke ederek, absans epilepsi
ndbetlerini ve ER stresi azalttigini, bu etkilerinin yaninda KBB biitiinliigiinii saglayan
noronlarda, astrositlerde ve perisitlerde koruyucu bir etkinlik gostermis olduklarini

diisiinebiliriz. Ayrica, ACA ve hidrokortizon damar endotel yapisini korurken, hiicre
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icindeki iyon dengesini degistirerek, GABA etkinligi ile glutamat aracili MMP salgisini
inhibe etmis ve endotel hiicrelerin etrafindaki matriks yapisina zarar veren MMP nin
etkisini bloke etmis olabilir. Calismamizin sonuglarmma bakarak; absans epilepsi
sonucunda kontrol grubundaki siganlarda olusan endotelyal hasarin giderilmesinde, ACA
ve hidrokortizonun etkili oldugu ve bu maddelerin hem hipokampiis hem de
somatosensoriyel korteksteki KBB siki baglantilarinda koruyucu bir etkisinin oldugu

yorumunu yapabiliriz.

5.4.3. ER Stres ve Kan-Beyin Beriyeri Biitiinliigii Arasindaki iliskinin

Degerlendirilmesi

Olas1 mekanizmalari tekrar gézden gecirecek olursak; ACA, TRPM2 kanallarin
ve PLA: enziminin etkinligini bloke ederek, ER streste uyarilma sonucu meydana gelen
hiicre i¢i Ca?* artisini baskilayic1 yonde etki ettigini ve ndbet sayisimi azalttigini
soyleyebiliriz. Sonug itibariyle ACA’nin, noroprotektif etkilerinin yaninda, hem
nobetlere neden olan asir1 Ca?* artigin1 ve buna bagh olarak meydana gelen artmis ER
stresini azaltarak, KBB’de meydana gelen hasara kars1 koruyucu etkinlik gosterdigini
ifade edebiliriz. ACA, KBB’deki koruyucu etkisini ZO-1 ve okludin ile GFAP
ekspresyon seviyelerindeki artisla gostermistir. Genel olarak, bahsedilen etkinlikler
tizerinde ACA’nin hidrokortizona goére daha etkili oldugunu soyleyebiliriz.

Ote yandan hidrokortizon da, Steroid reseptdrleri araciligiyla PLA2 enzimini
inhibe ederek, KBB’nin yapisindaki siki baglant1 proteinlerinin biitiinligiinii koruyarak,
inflamasyona neden olan maddelerin gegisini engelleyip, anti-inflamatuar etkinlik

tizerinden KBB’yi koruyucu yonde etkinlik gosterebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda WAG/R|j siganlarda spontan olarak gerceklesen absans epilepsi
nobetleri izlenmis ve ACA’nin, antikonviilsan olarak kullanilan hidrokotizonla
etkileri kiyaslanarak ndbetler iizerine nasil bir etkinlik gosterdigi arastirilmistir.
Sonuglara gore; absans epilepside ACA’nin hidrokortizona kiyasla spontan nébet
sayilarint azalttigi saptanmistir. Bu sebeple ACA’nin, ndbet aktivitesini
baskilamada hidrokortizona alternatif olabilecegi ihtimali kuvvetlenmistir. Disi
ve erkek sicanlarda meydana gelen ndbet sayilarinda cinsiyet anlaminda bir
farklilik g6zlenmemistir. Ayrica c¢alismamiz, literatiirde absans epilepsili
sicanlarda spontan ndbetler lizerine ACA’nin etkisinin arastirildigi ilk ¢aligma
olma 6zelligi tasimaktadir.

Calismamizda, ayrica WAG/Rij rki sicanlarin giinliik tiikettikleri yem miktarlart
ve viicut agirliklart tartilarak, ACA’nin etkilerine bakilmistir. Gruplarin kendi
icinde viicut agirhiklar1 karsilastirildiginda, tartimlar arasinda ve disi-erkek
siganlarda bir fark bulunmamustir. Gruplar arasi karsilastirmada ise, ACA verilen
gruptaki erkek siganlarda, hidrokortizon grubuna gore viicut agirliklarinda daha
fazla artis oldugu saptanmis ancak yem tiiketiminin degismedigi goriilmiistiir.
Denek sayimizin az olusu ve WAG/Rij siganlarda ¢alismamiz sebebiyle net bir
sonug elde edilemedigi i¢in, yeni caligsmalar ile verilerin desteklenmesine ihtiyag
vardir.

Calismamizda ER stres parametreleri degerlendirilirken, absans epilepsi
nobetlerinin en sik goriildiigii hipokampiis ve somatosensoriyel korteks alanlari
tercih edilmistir. Hipokampiis 6rneklerinde; absans epilepsili siganlardan olusan
kontrol grubuna gore, hidrokortizon ve ACA grubunda ATF4 seviyesinin anlamli
olarak azaldigi bulunmugstur. Genel olarak ACA’nin, hidrokortizona kiyasla
hipokampal alandaki ATF4 seviyelerini diistirmede daha etkili oldugu goriilmdiis,
ancak somatosensoriyel kortekste ACA’nin  hidrokortizona stiinliigi
saptanmamigtir.

WAG/RIj disi ve erkek si¢anlarin hem hipokampiis hem de somatosensoriyel
kortekslerinde, ACA ve hidrokotizonun; ATF4’e benzer sekilde, ATF6, CHOP

ve GRP78 protein seviyelerini de diigiirdiigli saptanmustir.
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KBB biitiinliigli iizerine ACA ve hidrokortizonun etkisini degerlendirebilmek
amaciyla, hipokampiis ve somatosensoriyel korteksten aldigimiz koronal
kesitlerde, genel olarak, ACA ve hidrokortizon grubunda damar endotel
hiicrelerindeki siki baglanti proteinleri olan ZO-1 ve okludin ile astrositler de
dahil olmak iizere glial hiicrelerde yer alan bir protein olan GFAP’1n, ekspresyon
seviyelerinin arttig1 bulunmustur. Absans epilepsi nobetleri sonucunda kontrol
grubunun noronlarinda meydana gelen damar endotel hasariin giderilmesinde,
ACA ve hidrokortizonun etkili oldugu ve bu maddelerin hem hipokampiis hem de
somatosensoriyel korteksteki KBB siki baglantilarinda koruyucu bir etkinlik
gosterdigi yorumu yapilabilir.

Calismamizda, diisiik dozda kullanilmasina ragmen, DMSO+PBS grubunda bazi
ER stres protein belirteglerini azalttig1 ve siki baglanti protein ekspresyonlarinda
artisa neden oldugu gorilmistir. Bu nedenle ¢alismalarda, sonuglar
etkilememeleri agisindan DMSO kullannominda ve bu maddenin deney
hayvanlarina verilen dozlar1 konusunda dikkatli olunmalidir.

ACA’nin etki mekanizmasi diisiiniildiiginde; TRPM2 kanal ve PLA2 enzim
blokérii olarak Ca?* salimimini azalttigini, bunun néranal hipereksitabiliteyi ve
ndbet olusumunu azaltiyor olabilecegini sdyleyebiliriz. Ca?" birikimi sonucu
noronlarda meydana gelen ER stresi azaltarak, KBB bozulmasini da bu yolla
engelliyor olabilir.

Epilepsi tedavisinde kullanilmakta olan hidrokortizonun, noébet aktivitesini
azaltmada, ER stresi ve KBB bozulmasinda olan iyilestirici etkisini GABAAa
reseptdrii iizerinden yaptigi, diisiindiigiimiiz ilk olasi mekanizmadir. Ikinci
olasilik ise, PLA; reseptdrlerine baglanip, Ca?* salinimini azalttig1 yoniindedir.
Sonug olarak; absans epilepsideki patolojik mekanizmalarin hangi yolaklar
tizerinden gerceklestirildigini tam olarak agiklayabilmek icin, ACA ve KBB
disfonksiyonu-ER stres baglantisina iliskin daha ¢ok ¢alisma yapilmasina ihtiyag
vardir. Bu anlamda ¢alismamiz, literatiire onemli Katkilar saglayacaktir. Sonraki
caligmalarda ER stres ve KBB disfonksiyonlariyla baglantili olasi epileptik
mekanizmalar1 agiklamada bakis agisini genisletebilir. ER stresini ve KBB
hasarini azaltmay1 hedefledigimiz mevcut terapotik yaklasimlar da antiepileptik

tedaviler i¢in yol gosterici olacaktir.
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