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TUBITAK

ONsOz

Epilepsi santral sinir sisteminde, kortikal veya subkortikal bdlgelerdeki néron
gruplarinin ani, anormal ve hipersenkron desarjlari sonucu ortaya c¢ikan, gelip gegici ve
genellikle tekrarlayici nitelikte ndbetlerle karakterize klinik bir tablodur. Absans epilepsisi
veya temporal lob (limbik) epilepsisi gibi farkh alttipleri vardir. Bugine kadar yapilan
¢alismalar absans epilepsisi ile temporal lob epilepsisi arasinda karsilikli zit yénde bir
etkilesim oldugunu gostermektedir. Bu projede absans epilepsisi ile temporal lob epilepsisi
arasindaki zit yonla etkilesmede substansiya nigra bolgesinin rolinu ortaya koymayi
amacladik. Bu amacla gerceklestirilen proje TUBITAK tarafindan desteklenerek hayata

gegirilmistir. Bu nedenle TUBITAK’a tesekkdirlerimizi sunariz.
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Ozet

Strazburg kokenli genetik absans epilepsili sicanlar (GAERS), temporal lob epilepsi modeli
olan kindling ile tetiklenen evre 3-5 ndbetlerin gelismesine direng gosterirler. Bu ¢alismanin
amaci; (1) yetiskin GAERS’lerde temporal lob epilepsisine karsi olan direng ile iligkili
olabilecek substansiya nigra pars retikulata anterior (SNRanerior) V€ posterior (SNRposterior)
bélgesinin rolinlu ortaya koymak, (2) kontrol veya uyari alan GAERS ve Wistar sicanlar
arasinda SNR'’de kindling direnciyle iliskili olabilecek dopaminerjik ve GABAerjik néronlardaki
tirozin hidroksilaz (TH) ve GAD immiunreaktivitelerinde farklilik olup olmadigini gostermek, ve
(3) GABAerjik sinir terminallerindeki GABA yogunlugunu elektron mikroskopik dizeyde
incelemektir. Calismanin ilk béliminde hayvanlar evre 5 ndbete veya maksimum 22 uyariya
ulagincaya kadar, SNRayeior VE€Ya SNRposweror bOlIgesine bilateral olarak, her kindling
uyarisindan énce lidokain veya serum fizyolojik verildi. ikinci bélimde, kontrol veya kindling
uyarisi alan GAERS ve Wistar sicanlarda avidin biotin horse-radish peroksidaz yontemi ile
TH veya GAD67 immmiinreaktivitesi belirlendi. Uciincli bélimde, kontrol veya kindling
uyarisi alan GAERS ve Wistar'larda, GABA immunreaktivitesi ince-yapisal dizeyde immun-
altin yontemiyle incelendi. SNRpserior bOlgesine uyart Oncesinde lidokain verilen tim
GAERS’ler tekrarlayan kindling uyarilari sonrasinda evre 5 ndbete ulastilar. Buna karsin,
SNRanerior DOlgesine lidokain enjeksiyonu yapilan GAERS'ler tekrarlayan kindling uyarilari ile
evre 3-5 ndbete ulagsamayip, evre 2'de kaldilar. GAERS ve Wistar gruplarinda, uygulanan
kindling uyarilari ile SNRyesterior DOlIgesindeki TH immunreaktivitesinde artis goruldi. Kindling
uyarisi alan Wistar hayvanlarin SNResierior DOlIgesindeki GAD67 immunreaktivitesinde artig
oldugu halde, uyari alan GAERS'lerde ayni bélgede azalma izlendi. ince-yapisal diizeyde
sinir terminallerindeki GABA yogunlugu acisindan gruplar arasinda fark gorulmedi. Bu
calismanin sonuglari GAERS’lerdeki kindling direnci agisindan SNR’nin énemli bir bdlge

oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelime: epilepsi, genetik absans epilepsili sican (GAERS), noébet, kindling, SNR,

amigdala
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Abstract

Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg (GAERS) show a failure to develop stage 3-
5 seizures evoked by kindling, which serves as a model of temporal lobe epilepsy. The focus
of the proposed project was (1) to define the role of the discrete substantia nigra pars
reticulata anterior (SNRanwerior) and posterior (SNRposterior) r€gions in mediating the resistance
to temporal lobe epilepsy in adult GAERS, (2) to examine whether there is a difference, that
may be related to resistance to kindling, in the tyrosine hydroxylase (TH) and GAD
immunoreactivities (-ir) in dopaminergic and GABAergic neurons of SNRs between control or
stimulated-GAERS and Wistar rats, and (3) to investigate GABA density in the GABAergic
nerve terminals at the electron microscopic level. In the first part of the study, lidocaine or
saline was given into SNRanerior OF SNRposierior D€fOre each kindling stimulation until the
animals reached stage 5 or the maximum number of 22 stimulations. In the second part, the
immunoreactivity of TH or GAD67 was detected by avidin-biotin horse-radish peroxidase
method in control or stimulated-GAERS and Wistar rats. In the third part, GABA-ir was
investigated by immunogold method at the ultrastructural level in control or stimulated-
GAERS and Wistar rats. All GAERS pretreated with lidocaine injections into the SNRosterior
reached stage 5 after repeated kindling stimulations, whereas of the animals pretreated with
lidocaine into the SNRerior all failed to reach stages 3-5 and stayed at stage 2. Kindling
stimulation increased TH-ir in the SNRsterior Of GAERS and Wistar groups. Although GADG67-
ir increased in the SNRawerior Of Wistar stimulated rats, it was lower for GAERS after
stimulation. There was no difference in GABA density in nerve terminals between groups at
the ultrastructural level. The results of the present study suggest that the SNR is an
important site of the kindling resistance in GAERS.

Key words: epilepsy, genetic absence epilepsy rats from Strasbourg (GAERS), seizure,

kindling, SNR, amygdala



TOBITAK
1.Giris ve Literatiir Ozeti
1.1.Epilepsi

Epilepsi santral sinir sisteminde, kortikal veya subkortikal bdlgelerdeki ndron
gruplarinin ani, anormal ve hipersenkron desarjlari sonucu ortaya c¢ikan, gelip gegici ve
genellikle tekrarlayici nitelikte nobetlerle karakterize klinik bir tablodur (Fisher vd., 2005).
Epileptik ndbet motor, duysal, duygusal, bilissel, otonom; siklikla pozitif (fokal ve/veya
jeneralize kasilmalar ve halUsinasyonlar gibi) bazen de negatif (¢evreyle olan iligkinin
kesilmesi) belirtilerle ortaya ¢ikan bir semptomdur. Anormal epileptik desarjin kaynaklandigi
noronlar, yayildigi anatomik yollar veya bdlgeler ndbetin klinik gérinimuni belirler (Engel,
1989).

Uluslararasi Epilepsi Ligi'nin (ILAE) siniflandirma komisyonunun 1989 yilinda yaptigi
siniflamaya gore epilepsiler, jeneralize, lokalizasyon ile iligkili-parsiyel, tanimlanamayan
epilepsiler ve 6zel sendromlar olarak doért gruba ayrilmistir (ILAE Commission report, 1989).
Bu gruplar da kendi iclerinde idiyopatik, semptomatik ve kriptojenik olmak Uzere
ayrilmiglardir. Primer ya da idiyopatik epilepsiler ve epileptik sendromlar, baska bir ndrolojik
bozukluga bagli olmadan ortaya c¢ikan, gelisimin normal oldugu, altta yatan herhangi bir
patolojinin digunilmedigi, ndbetlerin goreceli olarak sinirli oldugu ve tedaviye yanit verdigi,
elektroensefalogramda (EEG) interiktal ve temel aktivitenin normal oldugu nébetlerdir. Bu
ndbetler genellikle ailevidir. Semptomatik epilepsiler ve epileptik sendromlar altta yatan
serebral bir hastalikla iligkilidir ve gelisme geriligi gibi ndrolojik fonksiyonlarda bozukluklar
vardir. EEG’de temel aktivite normal degildir, yavaslamalar izlenir. Tedaviye yanit ¢ok
degiskendir, kendiliginden gegme olasiligi ¢ok azdir. Bu grubun etiyolojisinde konjenital
bozukluklar, kafa travmalari, enfeksiyonlar, kitle lezyonlari, metabolik bozukluklar, toksik
durumlar, vaskuler lezyonlar, sistemik hastaliklar, dejeneratif ve demiyelinize hastaliklar gibi
pek cok neden sayilabilir. Kriptojenik epilepsiler ise, bir nedeni olmasi gerektigi distnilen
ancak bu nedenin henlz bulunamadigi, elektroklinik ozellikleri iyi tanimlanamamis olan
epilepsilerdir (Dreifuss, 1990).

Gunumuzde epilepsi tedavisi, olasi yapisal bozuklugun degil ancak belirtilerin ortadan
kaldiriimasi, yani ndbetlerin 6nlenmesi ile sinirli kalmaktadir. Cesitli antiepileptik ilaglara
ragmen epilepsi hastalarinin %30’u tedaviye yanit vermemekte ve yeterli derecede ndbet

kontrolu saglanamamaktadir.

1.1.1.Absans Epilepsi
Absans epilepsisi primer idiyopatik jeneralize epilepsiler iginde yer alir. Cocukluk ¢agi
absans epilepsi, juvenil absans epilepsi, juvenil miyoklonik absans epilepsi ve absans

ndbetlerle birlikte izlenen gézkapagi miyoklonisi olmak Uzere farkli alt gruplari vardir. Absans
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epilepsi genellikle cocukluk ¢aginda veya erken adolesan dénemde baslayan, biling kaybiyla
beraber seyreden jeneralize konvllsif olmayan ndébetlerle karakterize bir epilepsi tipidir.
Absans ndbetleri, genellikle 10 saniyeden daha kisa sirer ve bir gin iginde ¢cok sayida
tekrarlayabilir. Nébet aniden baslar ve ayni sekilde aniden sona erer, kisi aktivitesine
biraktigi yerden devam eder (Engel, 1989). Absans ndbetin EEG’de izlenen karakteristik
Ozelligi saniyede 3 kez gerceklesen (3 Hz) jeneralize diken-ve-yavas dalga desarjlardir
(DDD). insanlarda ve deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalar absans nobetlere ait DDD’lere
talamusun ve neokorteksin birlikte katildigini gostermistir (Gloor ve Fariello, 1988; Meeren
vd., 2005). Absans ndbetlerinin farmakoterapisi de kendine 6zgudur, diger nébet formlarinin
¢ogunda etkisiz olan etosliksimid ve valproat tarafindan baskilanir. Ayrica konvulsif ve
parsiyel nébetlerde etkili olan karbamazepin, fenitoin ve bazi diger anitepileptik ilaclar, ya

nodbetlere etkisizdir ya da ndbetleri kotulestirir (Goren ve Onat, 2007).

1.1.2 Temporal Lob Epilepsisi (Limbik Epilepsi)

Temporal lob epilepsisi, en yaygin ve ilag tedavisine direngli olan lokalizasyonla
iliskili-fokal epilepsi turadur. Epilepsi odagi cogunlukla limbik yapilarda (hipokampusta,
amigdalada, limbik kortekste) bulunmaktadir ve ndbetler, basit ve kompleks parsiyel olup
davranigsal olarak hareketsizlik ve oroalimenter otomatizmlerle karakterizedirler (Engel,
1996).

Epileptik aktivite sekonder jeneralize oldugu zaman odagin disina ¢ikip batlin beyine
yayllmakta ve bu da davranigssal olarak kendini jeneralize tonik-klonik ndbetlerle
go6stermektedir. Etiyolojisi heterojenik olmakla birlikte temporal lob epilepsisi hastalarinin
hikdyesinde ¢ogu zaman uzun febril ndbetler veya status epileptikus yer almaktadir.
Genellikle bir beyin hasarindan (travma, beyin timoérld, inme, febril nobetler, status
epileptikus v.b.) sonra, suresi hastadan hastaya degisen (en az birka¢ hafta, ama genellikle
birkag yil) bir latent (sessiz) donemi takiben temporal lob epilepsisi nébetleri gelismektedir.
Bu latent donem, epileptogenezin altinda yatan patofizyolojik olaylari kapsamaktadir (van
Landinghem vd., 1998; Cavazos vd., 1991). Temporal lob epilepsisi olgularinin % 25’
antiepileptik ilaglara direngli olup cerrahi olarak temporal lobektomiyle (hipokampus,
amigdala ve temporal neokorteksin c¢ikarilmasi) tedavi edilebilmektedir (Engel, 1992).
Cerrahi ameliyat sonrasi bile hastalarin bir kisminda tekrar ndbetler gorulebilmektedir
(Ozkara vd., 2008). Temporal lob epilepsisi hastalarinin ameliyatla gikarilan beyin
dokularinda hipokampal skleroz en sik rastlanilan patolojidir. Ayrica kortikal displaziler,
gelisimsel timorler ve vaskiller lezyonlar da goérilebilir. Hipokampal skleroz, néron kaybi,
hipokampal gliozis, dentat girusta mossy liflerinin filizlenmesi ve reorganizasyonu ve granil

hicrelerinin dispersiyonu ile karakterize bir patolojidir (Sutula vd., 1989; Houser vd., 1990;
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Engel, 1992). Norofizyolojik calismalarda, granul hucrelerinde ve hipokampal piramidal
néronlarda hicresel hipereksitabilite oldugu ve sadece bazi kosullarda inhibitér
mekanizmalarin bozuldugu gO0sterilmistir (Schwartzkroin, 1986; Masukawa vd., 1989).
Ayrica, bu aragtirmacilar tarafindan, grandl hicrelerindeki hipereksitabilitenin derecesi ve
mossy lifleri yolaginin sinaptik reorganizasyonunun derecesi arasinda korelasyon oldugu da
bildirmigtir. Bdylece bu c¢alismalar, temporal lob epilepsisi hastalarinda ndrofizyolojik
bulgularin, ndropatolojik degisikliklerle yakin iligki icerisinde oldugunu desteklemektedir.
Limbik yolaklarin sinaptik reorganizasyonu, parsiyel baslangicli ndbetlerin ortaya ¢ikmasi igin
gerekli bir dnkosul olmasa da, temporal lob epilepsisinin ila¢ tedavisine gosterdigi direncin
altinda yatan hicresel mekanizmalardan biri olabilir (Cavazos ve Cross, 2006). Butiin bu

sorulari arastirmak icin temporal lob epilepsisinin modelleri kullaniimaktadir.

1.2. Deneysel Epilepsi Modelleri

Epilepsi hastaliginin altinda yatan mekanizmalarin agiklanmasi, yeni antiepileptiklerin
test edilmesi, uygun diagnostik yaklasimlarin ve tedavi modalitelerinin gelistiriimesi ya da
epilepsinin yol actig1 sorunlarin giderilmesi amaciyla yeni yaklagsimlarin ortaya konmasinda
cesitli deneysel modeller kullaniimaktadir. TUm epilepsi tipleri i¢in olmasa da, ¢ok sayida ve
cesitli deneysel epilepsi modeli bulunmaktadir. Kullanilan deneysel modeller, insandakine
benzer sekilde, jeneralize ve parsiyel nébet modelleri olarak siniflandirilabilmektedirler. Bu
modeller, kisa sureli ve tek uyaranla tetiklenen ndbetleri kapsayan akut nébet (iktogenez)
modelleri ya da belli bir stireci kapsayan, érnegin status epileptikusun tetiklenmesi ile gelisen
kronik epilepsi yani epileptogenez modelleri seklinde olabilir. Akut modeller, sistemik veya
topikal olarak konvilsan maddelerin uygulanmasiyla ya da elektrik stimllasyonu veya
metabolik degisiklikler sonucunda ortaya ¢ikan gegici epileptiform aktiviteleri igerir. Kronik
modeller ise genellikle yapisal lezyonlar veya tekrarlayan elektrik stimulasyonlari ile
olusturulurlar ya da spontan genetik epilepsi modellerini igerirler. Spontan nébetlerin izlendigi
epilepsi modellerinin, epilepsiye yol acan tetikleyici olayi takiben birgok genin aktive oldugu,
akut ve gecikmis ndronal hasarla beraber, plastisitenin gerceklestigi bir strece olanak

tanimasi nedeniyle, insanda gorulen olaylari iyi taklit ettikleri kabul edilir.

1.2.1. Genetik Absans Epilepsi Modeli

Absans tipi konvulsif olmayan ndbet kriterlerini tagiyan ve en ¢ok kullanilan deneysel
modeller arasinda, spontan DDD’li genetik hayvan modelleri olan GAERS (Genetic Absence
Epilepsy Rats from Strasbourg) ve WAG-RIij (Wistar albino Glaxo-Rijswijk) susu sicanlar
vardir (Danober vd., 1998; Depaulis vd., 1989; van Luijtelaar ve Coenen, 1986; van Luijtelaar
vd., 1991, 2002; Vergnes vd., 1982, 1987, 1990). GAERS’ler, kortikal EEG kayitlarinda
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spontan, bilateral ve senkron DDD’ler gbsteren Wistar siganlarinin inbred Uretiimesi ile elde
edilmis bir sustur. Bu hayvan modelleri insanda gérulen tipik absans epilepsi nobetleri ile
elektrofizyolojik, farmakolojik ve bir gok klinik 6zellikler bakimindan benzerdir (Depaulis ve
van Luijtelaar, 2006). GAERS ve WAG/RIj siganlarin DDD’ler ile karakterize olan periyodik
absans epilepsi nébetleri diginda herhangi nérolojik defisitleri bulunmamaktadir.

Bu DDD’ler sirasinda si¢anlar, aynen insanlarda izlenen absans epilepsisinde oldugu
gibi surdurdukleri aktiviteyi birden keserek hareketsiz kalmakta ve desarjlar bitince
aktivitelerini  kaldiklari yerden devam ettirmektedirler. Nobetler c¢ogunlukla hayvanlar
sakinken ortaya ¢ikmakta, gucllu bir uyaran oldugunda, hareket ve dikkat gerektiren davranis
deneyleri sirasinda ya da hayvan ajite oldugunda izlenmemektedir (Marescaux vd., 1992).
Uyku ile beraber DDD’ler azalmakta ve kaybolmaktadir (Lannes vd., 1988). inbred (retimle
elde edilen batun yetiskin GAERS'lerin kortikal EEG’lerinde sikligi 8+0,5 Hz (6-10 Hz arasi),
siddeti 300 ile 1000 pV arasi degisen, temel aktivitenin 3-10 kati kadar ve ortalama suresi
17+10 saniye (0,5-75 saniye arasi) olan DDD’leri olusmaktadir. Bir dakika igcerisinde izlenen
toplam ortalama desarj sayisi 1,3 ve ortalama toplam desarj suresi ise 25+8
saniye/dakikadir (Marescaux vd., 1992; Vergnes vd., 1982).

insanlarda ve deney hayvanlarinda yapilan galismalar absans nébetlere ait DDD’lere
talamusun ve neokorteksin birlikte katildigini géstermistir (Gloor ve Fariello, 1988; Meeren
vd., 2005).

1.2.2. Kindling

Kindling, diustk siddetteki elektriksel ya da kimyasal uyarilarin dizenli olarak
tekrarlanmasiyla tetiklenen ndbetlerle karakterize epileptogenez sirecidir ve yaygin olarak
sekonder jeneralize temporal lob epilepsisi modeli olarak kabul edilmektedir (Bertram, 2009;
Mcintyre vd., 2002). Merkezi sinir sisteminin 6zellikle limbik bdlgeler gibi subkortikal
yapilarina ard-desarj olusturacak esige esdeger siddetteki elektriksel ya da kimyasal
uygulamalarla olusturulan fokal ndbetlerin davranigsal stresinde ve EEG paterni olan ard-
desarj surelerinde uygulamalarin tekrarina baglh olarak artis gézlenir ve sonunda konvulsif
motor yanitlar tetiklenir ve ayni uyariya daha siddetli ve uzun slren epileptik yanit
gelismektedir (Goddard, 1967, 1969; Mcintyre vd., 2002). Elektriksel kindling’in baslangicta
uyarinin 6zelliklerini kuantifiye etme, lokalizasyonu belirleme ve kronik epileptogenez
gelisimini, nobet yayilmi ve jeneralizasyonu rahatlikla izleyebilme gibi avantajlar
bulundugundan kimyasal kindling modeline gére daha yaygin kullanima sahiptir (Bertram,
2007). Elektriksel kindling, beynin degisik bolgelerine yerlestirilen elektrotlar aracihgiyla ard-
desarj esigi ya da esik Ustu uyarlarin tekrarlanmasiyla gergeklestiriimektedir. Uyarilarin

tekrariyla birlikte baglangicta gézlenen kisa fokal ard-desarjin suresinde, amplitidinde ve
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diken frekansinda artis ve diken morfolojisinde degisiklikler gdzlenir (Racine, 1972a;
Morimoto vd., 2004). Tekrarlayan uyarilar interiktal desarjlarin ortaya ¢cikmasina yol acarken
davranigsal nobetlerin ilerlemesine yol agar. Kindling uyarilari sonucunda gelisen davranig
yanitlari Racine’in skalasina gore degerlendiriimektedir (Racine, 1972b). Kindling surecinin
erken donemlerinde siganlarda donakalma (0. evre), yuz otomatizmleri (1. evre), kafa
sallama hareketi (2. evre) izlenmekte, daha sonra tekrarlayan uyarilarla ndbet yanitlarinin
limbik yapilarin digina yayillmasi sonucunda énce Unilateral klonik ndbetler (3. evre), sonra
jeneralize olmasi ile birlikte bilateral klonik nébetler ve saha kalkma (4. evre) ve bunlara ilave
olarak denge kaybi ile karakterize konviilsif nébetler (5. evre) gérilmektedir. Ust (iste birkag
kez 5. evre nobet geciren hayvan kindled olmus kabul edilmektedir. Bu etki uzun sureli olup
birka¢c ay hatta 1 yil aradan sonra yapilacak uyari sonrasinda 5. evre nobet ortaya c¢ikar
(Wada vd., 1974). Uyarilari sayilarinin artmasi nérogenez, aksonal filizZlenme, sinaptogenez
ve astrogiliozise ve tum ge¢ slreclerde eksitator ve inhibitdor sistemlerin yeniden
bicimlenmesine ve noronal iletide anormal paterne yol agmaktadir.

Kindling yapilan boélgeden, fokal nébetin jeneralize olarak neokortekse yayilmasina
dair yapilan ¢alismalar 2 hipotez Uzerinde durmaktadir. Bunlardan bir tanesi peririnal korteks
ve bu komsu bolgeler aracihgi yayillimin gerceklestigini 6ne surerken diger hipotez
jeneralizasyonun hem limbik hemde neokorteksle karsilikli baglantilara sahip olan talamusun
ortahat gekirdekleri araciligi ile olabilecegini 6ne sirmektedir (Mcintyre vd., 2002; Bertram,
2007).

1.3. Absans Epilepsinin Limbik Sistem ve Temporal Lob Epilepsisi ile Etkilesimi

Konvdlsif olaylarin altinda yatan mekanizmalarin absans ndbetlerden farkli oldugu
dusunulmektedir. Tipik absans epilepside inhibitdr aktivitelerin baskin oldugu distnulirken,
jeneralize ve fokal ndbetlerde eksitator aktivitenin asiriligi séz konusudur. Bu durum
nobetlerin tedavisinde farkli ilaglarin kullaniimasi ile de desteklenmektedir. Karbamazepin,
okskarbazepin ve fenitoin gibi parsiyel ve sekonder jeneralize nébetlerin tedavisinde yillardir
basariyla kullanilan ilaglarin, absans ndbetleri kotulestirdikleri bilinmektedir. Tersine, absans
epilepsi kullanilan etostksimid ve trimetadion gibi ilaglar parsiyel jeneralize ndbetlerin
tedavisinde etkisizdir. Birbirine zit yonde hareket eden bu iki nobet tipinin birlikte ayni
hastada bulunmasi ¢ok nadirdir (Koutroumanidis vd., 1999; Nicholson vd., 2004).

Absans ndbetlerin kortikal ve talamik bdlgeler arasindaki néronal sebeke tarafindan
olusturuldugu, amigdala ve hipokampus gibi limbik yapilarin ise DDD’ler sirasinda sessiz
olduklari, hem insanlarda hem de hayvan modellerinde DDD’lerin ortaya ¢cikmasina katkida
bulunmadiklari disinilmektedir. Ancak, son yillarda tipik absans epilepsisinin deneysel

modellerinde yapilan ¢alismalarin bulgulari, absans epilepsisi ile limbik yapilarin énemli bir
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baglantisi olabilecedini vurgulamaktadirlar. Absans epilepsi modellerinde limbik yapilarin da
fonksiyonlarinda degisiklik oldugu gosterilmistir. Nehlig vd. (1992, 1998), yavru ve eriskin
GAERS sicanlarda hipokampusu da icine alan limbik yapilarda enerji metabolizmasinin ve
metabolik aktivitenin arttigini gostermistir. Ayrica, hipokampusda mikrodiyaliz yontemi ile
Olcllen bazal ekstraselller glutamat dizeylerinin GAERS’lerde epileptik olmayan kontrol
siganlara gore anlamh gekilde artmis oldugu gdosterilmistir (Richards vd., 2000). Grubumuz
tarafindan elektron mikroskopisi dizeyinde yapilan imminhistokimyasal calismalarda da
hipokampusun CA3 bélgesinde mossy lif terminallerinde glutamat dansitesinin GAERS’lerde
anlamli sekilde artmis oldugu, dentat alan hilar bolgede ise azalmis oldugu gosterilmistir
(Sirvanci vd., 2003, 2005). WAG/RIj sicanlarda yapilan bir dijer calismada, tiagabin gibi
GABA-mimetik ajanlarin hipokampusa enjeksiyonu ile elde edilen GABAerjik inhibisyonun
artisi, EEG'de absans ndbetlerinin azalmasi ile sonuclanmistir (Tolmacheva ve van
Luijtelaar, 2007).

Tarafimizdan yetiskin GAERS ve WAG/RIj sicanlarda yapilan amigdala kindling
calismalarinda, bu hayvanlarda fokal limbik ndobetlerin jeneralize olmasi ve konvilsif
nodbetlerin gelismesine karsi bir diren¢ oldugu, kindling streci ile bazal absans aktivitesinin
arasinda bir negatif korelasyon oldugu, yani ylUksek bazal absans aktivitesine sahip olan
sicanlarin kindling sirecine daha fazla direng gdsterdigi bulunmustur (Eskazan vd., 2002;
Onat vd., 2005; Aker vd., 2006; Onat vd., 2007; Cargak vd., 2008; Onat vd., 2009).
Ekibimizce yapilan diger ¢alismalar da genetik absans epilepsili hayvanlarda konviilsif nébet
gelisimine gdzlenen bu direncin hipokampal kindling ve peririnal kortikal kindling gibi diger
modellerde de mevcut oldugu saptanmistir (Akman vd., 2008, 2010). Ayrica amigdala,
hipokampus ve peririnal kortekse uygulanan elektriksel uyarilardan hemen sonra DDD’lerin
sayisinda degisiklikler tespit edilmistir (Onat vd., 2007; Akman vd., 2008, 2010). Ayrica
absans epilepsisi ile limbik epilepsi arasindaki ters ydnde karsilikli etkilesmenin, ontogenezle
iliskisi (Carcak vd,, 2008) ve serebral kan akimina etkisi (Cargak vd., 2009) gosterilmistir.
Diger bir yeni calismada ise tipik absans epilepsisinin akut kimyasal modelinde, kortiko-
talamo-kortikal dongude DDD aktivitesi ortaya c¢iktigi zaman, iki hipokampus arasinda
senkronizasyon artisi oldugu gosterilmistir (Velazquez vd., 2007). Kindling modeli ile izlenen
direng ve her iki ndbet tipi arasindaki etkilesim, GAERS’lerde intraamigdaloid kainik asit
enjeksiyonu ile olusturulan diger bir temporal lob epilepsi modelinde de izlenmistir. Kainik asit
enjeksiyonundan sonra GAERS siganlarda, kindling surecine benzer sekilde, ilk konvulsif
nobetin geciktigi gozlenmigtir. DDD’ler ve DDD’lere gecis donemindeki spektral degisiklikler
kainik asit enjeksiyonundan sonra 1-3 gun boyunca silinmig ve daha sonra basamakli bir

sekilde geri gelmistir (Gurbanova vd., 2008).
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Tam bu bulgular, absans epilepsisi ile temporal lob epilepsisi arasinda karsilikli bir
etkilesim oldugunu go6stermektedir. Absans epilepsisi altinda yatan sirecler kendilerini,
sessiz olduklari dugtnulen limbik yapilarda da bir sekilde gostermekte, konvulsif olmayan
jeneralize epilepsilerde altta yatan bu mekanizmalar nébet olusumuna yatkin limbik sistem

yapilarini da i¢ine almaktadir.

1.4. Epilepsi ve Substansiya Nigra

Epilepsi ndbetlerini kontrol eden mekanizmalardan biri de substansiya nigra pars
retikulata (SNR) bdlgesini icermektedir. SNR intrinsik ve ekstrinsik bolgelere olan eferent
projeksiyonlari ve basal ganglionlar ile olan aferent baglantisi araciligi ile epilepsi
ndbetlerinin kontroliinde oldugu gibi kognisyon ve motor fonksiyonlarin koordinasyonunda da
onemli bir rol oynamaktadir (ladarola ve Gale, 1982; McNamara vd., 1984; Meurs vd., 2006;
VeliSkova ve Moshé, 2006). Gale (1990) substansiya nigranin (SN) senkronizasyon ve
eksitabilite ile iligkili olarak genis alana yayilan serebral mekanizmalari etkiledigini bildirmigtir.
SN, pars kompakta ve pars retikulata olmak Uzere iki alt boliime ayrilmaktadir. SNR buyuk
olan alt boélimudir ve ylksek oranda GABA icermektedir (Bolam vd., 2000). Pars
retikulatinin Uzerine konumlanmis olan pars kompakta (SNC) boélgesi ise blyuk oranda
striatuma projekte olan dopaminerjik néronlar icermektedir. SNR’de yer alan GABA-sensitif
néronlar siganlarda c¢esitli sekillerde indiklenen klonik ndbetlere karsi duyarlihgi
dizenlemektedir (Bloms-Funke ve Léscher, 1996; Boda ve Szente, 1992; Bonhaus vd.,
1986; Depaulis vd., 1994; Gale, 1985; McNamara vd., 1984; Meurs, 2006; Moshé ve
Sperber, 1990; Veliskova vd., 1996; Zhang ve Rosenberg, 1989). Yetiskin sicanda SNR’nin
nobetlerin yayilmasinda ve kontrollnde farkli etkilere yol agabilen SNRanterior V€ SNRposterior
adl iki ayr bolge icerdigini gosteren deliller mevcuttur. Nobetin baslamasindan hemen 6nce
SNRposterior OIgesinde deoksiglukoz aliminda artis oldugu ve bu nedenle bu bolgenin nébet
yayllimi i¢in ana giris olarak dusunulebilecegi rapor edilmigtir (VeliSkova vd., 2005). Klonik
nobet basladiktan sonra ise SNRerior DOIgesinde deoksiglukoz aliminin arttigi tespit edilmis
ve nobetin sona ermesi ya da sulresinin kisalmasi ic¢in bir girigsim olabilecedi yorumu
yapiimigtir. En gecerli ve en yaygin olan teori, klonik ndbet suresince striatonigral
terminallerden GABA saliniminin artarak SNR néronlarini baskilamasi ve SNR’nin eferent
baglantilari Uzerinde meydana gelen disinhibisyon ile devam eden nobetin durmasidir
(VeliSkova vd., 2005; VeliSkova ve Moshé, 2006). Her iki SNRyerior DOIgesine musimol gibi
GABA, reseptor agonisti uygulanmasi (VeliSkova vd., 1996) ya da nigral lezyon
olusturulmasi (Garant ve Gale, 1983) bu teori ile uyumlu sonuglar vermistir. SNR,qerior da yer
alan GABAerjik néronlarin aktivitesinin azaltiimasi nébetlerin hafiflemesine yol agmaktadir.

Musimol gibi GABA, reseptor agonistinin  SNR’ye bilateral olarak uygulanmasi ile
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antikonvulsan etki gorulmustur (ladarola ve Gale, 1982). Tam tersi bikukulin gibi GABAA
reseptor antagonistinin lokalize olarak uygulanmasi ile prokonvulsan etkilerin ortaya ¢iktigi
bildirilmistir (Sperber vd., 1989). Tum bu sonuglar ve lezyon ¢alismalari antikonvilsan etkinin
SNRanerior da yer alan GABA-erjik ndronlarin aktivitesinin azalmasi ve SNR hedef bdlgeleri
Uzerinde bir disinhibisyon meydana gelmesi ile iligkili oldugunu géstermektedir (Deniau ve
Chevalier, 1985). Hedef bolgeler lzerinde olusan disinhibisyonun antikonvilsan etki igin
gerekli oldugu vurgulanmigtir (Dean ve Gale, 1989; Depaulis vd., 1990; Okada vd., 1989;
Redgrave vd., 1992).

SNR’nin konvilsif nébetlerin kontroliindeki roli disinda nonkonvilsif noébetlerin
modulasyonunda da gorev aldigi jeneralize absans epilepsi modeli olan GAERS sicanlarda
yapilan bir ¢ok calisma ile gosterilmistir (Depaulis vd., 1989, 1994; Depaulis ve van
Luijtelaar, 2006; Deransart vd., 1998). Direkt GABAerjik striatonigral yolaklarin SNR’nin
GABAerjik ajanlar ile aktive ya da inhibe edilmesi araciligi ile absans epilepsi ndbetlerini
module edebilecegini gosteren deliller mevcuttur (Depaulis vd., 1988, 1989, 1994). GABA,
reseptor agonisti olan musimol hem genetik hem de farmakolojik absans epilepsi
modellerinde absans noébetlerini baskilarken, GABA. reseptorlerinin SNR’ye uygulanan
pikrotoksin ile bloke edilmesi absans ndbetlerinin olusumunu arttirmigtir. Ayrica SNR’ye
NMDA antagonistlerinin (MK-801 and CGP 40116) uygulanmasi ile absans ndbetlerinin
bloke edilmesi glutamaterjik nérotransmisyonun rolini ortaya koymustur (Deransart vd.,
1996). Subtalamik ¢ekirdegin bilateral musimol enjeksiyonu ile inhibisyonu DDD’leri belirgin
sekilde azaltmis, bu durum absans epilepsi ndbetlerinin kontroliinde indirekt striatonigral
yolagin énemli oldugunu gdéstermistir. Ayrica SNR’nin eferent projeksiyonlarindan biri olan
ventromedial talamik ¢ekirdek néronlarinin aktivitesinin DDD suresince arttigi bildirilmigtir
(Paz, 2007). Bltln bu sonuglar epilepsi nébetlerinin kontroliinde SNR ile iligkili endojen bir
sistemin varligini géstermis ve ‘epilepsilerin nigral kontroll’ kavraminin ortaya ¢ikmasinda
etkili olmustur (Depaulis vd., 1994; Deransart vd., 2001).

Bu projenin amaci, absans epilepsili hayvanlarda temporal lob epilepsisi gelisimine
karg! olusan direngte, SNR bdlgesinin rolini ortaya koymaktir. Bu amagla, (1) GAERS’lerde
SNRuanterior VEYa SNRposterior DOIgelerinin gegici inhibisyonlarinin, limbik epilepsi modeli olan
kindling surecine etkisinin gosterilmesi, (2) Wistar kontrol, GAERS kontrol ve kindling uyarisi
alan Wistar veya GAERS gruplarindaki hayvanlarda SNR boélgesindeki GABAerjik ve
dopaminerjik noronlarin glutamik asit dekarboksilaz (GAD) ve tirozin hidroksilaz (TH)
immunhistokimyasi ile incelenmesi ve (3) Wistar kontrol, GAERS kontrol ve kindling uyarisi
alan Wistar veya GAERS gruplarindaki hayvanlarda SNR bolgesindeki GABAerjik néronlarin

elektron mikroskopik yontemle degerlendiriimesi amaclanmistir.
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2. Gereg ve Yontem

Calismada erkek, 6 aylik (250-350 gr) epileptik olmayan Wistar ve GAERS sicanlar
kullanildi. Tim hayvanlar standart laboratuvar kosullarinda, 12/12 saat aydinlik-karanhk
dongusinde, yiyecek ve icecek alimlari serbest olacak sekilde barindirildi. Hayvanlar,
stereotaksik cerrahi iglemlerin ardindan her kafeste bir hayvan olacak sekilde tutuldu. Deney
gruplar asagidaki sekilde gerceklesti. Calismada kullanilan Wistar susu sicanlar Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvani Unitesinden, GAERS susu sicanlar ise Marmara

Universitesi Tip Fakdiltesi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali’'ndan temin edildi.

1. GAERS’lerde SNRunerior V€ SNRpesierior bOlgesinin gecgici olarak baskilanmasinin
kindling surecine olan etkisinin degerlendirildigi gruplar:
a) SNRunerior bOlgesinin lidokain ile gecici baskilanmasinin kindling slreci Gzerine
etkisi (n=8)
b) SNRyoesterior DOIgesinin lidokain ile gegici baskilanmasinin kindling sdreci tGzerine
etkisi (n=7)
€) SNRanerior bOlgesine serum fizyolojik uygulamasinin kindling sureci Uzerine etkisi
(kontrol grubu) (n=7)
d) SNRposterior bOIgesine serum fizyolojik uygulamasinin kindling sireci tUzerine etkisi
(kontrol grubu) (n=9)

2. GAERS ve Wistar sicanlarda SNR;srior bOlgesinde dopaminerjik néronlarin TH
immunhistokimya yontemi ile degerlendirildigi gruplar:

a) Epileptik olmayan Wistar sicanlar (kontrol grubu) (n=7)

b) Absans epilepsili GAERS si¢anlar (kontrol grubu) (n=7)

¢) Kindling uyarisi almig (6 elektriksel uyari) Wistar sicanlar (n=7)

d) Kindling uyarisi almig (6 elektriksel uyari) GAERS siganlar (n=7)

3. GAERS ve Wistar sicanlarda SNR.nerior V€ SNRposierior bOlgelerinde GABAerjik
aktivitenin GAD67 immunhistokimyasal yontemi ile degerlendirildigi gruplar:

a) Epileptik olmayan Wistar siganlar (kontrol grubu) (n=7)

b) Absans epilepsili GAERS si¢anlar (kontrol grubu) (n=7)

c) Kindling uyarisi almig (6 elektriksel uyari) Wistar sicanlar (n=7)

d) Kindling uyarisi almis (6 elektriksel uyari) GAERS si¢anlar (n=7)
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4. GAERS ve Wistar sicanlarda SNRunerior V€ SNRosierior bOlgelerinde GABAerjik
noronlarin GABA immiin-altin immiinositokimyasi ve elektron mikroskobisi ile
degerlendirildigi gruplar:

a) Epileptik olmayan Wistar sicanlar (kontrol grubu) (n=4)

b) Absans epilepsili GAERS sicanlar (kontrol grubu) (n=4)

c) Kindling uyarisi almig (6 elektriksel uyari) Wistar sicanlar (n=4)

d) Kindling uyarisi almis (6 elektriksel uyari) GAERS siganlar (n=4)

Deney gruplari Sekil 1°de gosterilmektedir.
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Lidokain 2% ya da Serum Fizyolojik
(250 nl her bir taraf igin, Sag/Sol

Bilateral
A A Kilavuz
2g Kandller

Kindling Uyan
B Elektrodu

Amigdala
SNRposterior
SNRanterior
Rostral Caudal
Deney 1: Lidokain-SNRanterior/SNRposterior-Kindling
Bilateral Mikroenjeksiyon #1enj #2 enj #3 enj #22 enj
(SNRanterior ya da SNRposterior)
ADT l l l . Lo M
Kindling Uyanisi _11.uyarl ¥ 2 uyar s’ 3.uyar e e o=V 22.uyar /, K?nul y?rleglmlnln dogrulanmasi
(22 uyan ya da Evre 5) yada Evre 5 Histoloji
GAERS

Deney 2: Kindling-Tirozin hidroksilaz ve GAD67 immunohistokimya

Kindling Uyarisi Yok

/-
Wistar kontrol ve GAERS kontrol o
Immunohistokimya
Perfizyon ————» . .
(SNRanterior ya da SNRposterior)
ADT J
Kindling Uyarisi s 1, L3 | e 2, Uy a1 3,Uyal1 = e =G.Uyan ff —

(Toplam 6 uyari: Evre 2)
Wistar-uyari ve GAERS-uyari

Deney 3: Kindling-GABA immn-altin immnositokimya-elektron mikroskobi

Kindling Uyarisi Yok |
Wistar kontrol ve GAERS kontrol /" —I

. Elektron Mikroskopi
Perfuzyon GABA immiin-altin
ADT

immunositokimya
(SNRanterior ve SNRposterior)

ot 2 — s

Wistar-uyari ve GAERS-uyari

Sekil 1. Deney gruplarinin ve deney planinin sematik olarak gosterilmesi. A. SNRanterior ya

da SNRposterior bdlgesine c¢ift tarafli enjeksiyonun sagittal planda gdsteriimesi. B.

Amigdalaya yerlestirilen kindling uyari elektrodunun coronal planda gosterilmesi.

Stereotaksik Cerrahi:

Kindling gruplarindaki tim hayvanlara ketamin (100 mg/kg-i.p.) ve ksilazin hidroklorid
(10 mg/kg-i.p.) anestezisi uygulandiktan sonra, stereotaksi aleti yardimiyla kortekse kayit

11



TOBITAK
elektrotlari, bazolateral amigdalaya uyari/kayit elektrodu ve SNRaneror Ya da SNRposterior
bolgesine cift tarafli kilavuz kanul yerlestirildi (Sekil 1A ve B). Elektrot ve kanll koordinatlar
asagidaki sekildedir;
Kortikal EEG kaydi i¢in; AP 2.0 mm, L 3.5 mm (frontal bdélge), AP -6.0, L 2.0 mm (parieto-
oksipital bdlge) ve referans elektrodu serebellum 0(zerinde olacak sekilde tripolar kayit
elektrodu yerlestirildi.
Kindling icin; bipolar uyari/kayit elektrotlari bazolateral amigdalaya (AP -2.6 mm, L 4.8 mm, V
-8.5 mm) yerlestirildi.
Lidokain ya da serum fizyolojik inflzyonlari igin;
SNRanterior (AP -5.2 mm, L 4.4 mm, V -7.2 mm) bélgesine cift tarafli olarak kilavuz kandl
yerlestirildi ve deneylerin bitisini muteakip histolojik dogrulamasi yapildi.
SNRposterior (AP -5.8 mm, L 4.6 mm, V -7.4 mm) bdlgesine ¢ift tarafli olarak kilavuz kandil
yerlestirildi.
Kanul ve elektrot yerlestirilen kindling grubundaki hayvanlar 10 gin sire ile iyilesme
déneminde birakildilar. lyilesme dénemi boyunca hayvanlarin viicut agirliklari kontrol edildi.
10 gunlik iyilesme doneminin ardindan bazal DDD’lerin sayi ve surelerini belirlemek
amaciyla kindling grubundaki hayvanlardan 3 saatlik bazal EEG kayitlari alindi. EEG kayitlari

boyunca hayvanlar seffaf pleksi kafesler icerisinde serbestge hareket eder sekilde tutuldular.

Kindling:

Bazal EEG kayitlarinin ardindan, bazolateral amigdalada ard-desarj esigini tespit
etmek amaciyla baslangigta 50 pA (80 Hz, 1 msn kare dalgalar, toplam slre 2 sn) olarak
uyari verildi ve ilk ard-desarj gorulene dek 25 pA’lik arttirmalarla devam edildi. Her hayvan
icin tespit edilen ard-desarj esigindeki uyari siddetiyle, sabah ve aksam Uzeri olmak Uzere
glinde 2 kez (saat 10.00 ve 17.00) uyar verildi ve kindling uyarilari ile tetiklenen ndbetler
Racine’in (1972a,b) standart 5 evreli ndbet skalasi ile degerlendirildi (Sekil 1). GAERS’lerde
SNR’nin 2 farkh bdlgesinin gecici olarak baskilanmasinin kindling sirecine olan etkisinin
degerlendirildigi gruplarda elektriksel uyarilar evre 5 nobet gorilene dek ya da bu ¢aligma
icin belirlenen en fazla uyari sayisina (maksimum 25 uyari) ulagilana dek devam edildi (Sekil
1: Deney 1). Diger gruplarda ise tim hayvanlarin evre 2 ndbette kalmasini saglamak amaci
ile ard-desarj esigindeki uyari siddetiyle toplam 6 kez elektriksel uyar verildi (Sekil 1: Deney
2ve 3).

intranigral Madde infiizyonu
Lidokain ve serum fizyolojik enjeksiyonlari her kindling uyarisindan 30 dakika 6nce

cift tarafli olarak ve tek bir taraf icin 250 nl/2 dakika hizinda yapildi. Lidokain ve serum
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fizyolojik enjeksiyonlarinin 30 dakika 6ncesinden baslanarak kindling uyarilarinin 30 dakika
sonrasina kadar kesintisiz EEG kaydi alindi, kindling uyarisi sonucunda goézlenen ndbet

evresi ve ard-desarj sureleri analiz edildi.

EEG Analizi:

Powerlab 8S EEG kayit sistemi ile kaydedilen EEG kayitlari “Chart 7.0 for Windows”
programi ile analiz edildi. Bazal, lidokain ve serum fizyolojik enjeksiyonlari dncesi ve sonrasi
ve kindling uyarilari sonrasi kaydedilen kortikal EEG'de GAERS’lerde gdzlenen ard-
desarjlarin suresi kaydedildi ve analiz edildi.

Histolojik Dogrulama:

Bazolateral amigdalaya elektrot ve SNRanterior ya da SNRposterior bdlgesine gift

tarafli kandl yerlesiminin dogrulanmasi amaciyla deneylerin bitiminde, perfliizyon fiksasyonu
ve dekapitasyon islemi igin sicanlara i.p. ketamin (100 mg/kg) ve ksilazin hidroklorid (30
mg/kg) ile derin anestezi uygulandi. Hayvanlar nétral buffer formalin perfiuze edildi ve
ardindan dekapite edilerek beyinleri ¢ikartildi. Beyinler 1 gece boyunca +4 0C’ de formalinde
tutuldu ve ardindan %30 sukroz (PBS icinde) sollisyonu igine alindi.
SNRanterior ya da SNRposterior bolgesine ¢ift tarafli enjeksiyon yapilan hayvanlarin
beyinlerinden, sogutmali mikrotom ile 40 um kalinhiginda kesit alindiktan sonra tiyonin boyasi
uygulanarak kaniil ve elektrot yerlesiminin dogrulugu test edildi. imminhistokimyasal
boyamalarin gergeklestigi gruplarda ise histolojik dogrulama, beyin kesitlerinin bir setine
tiyonin boyamasi yapilarak saglandi. Kanil ve/veya elektrot yerlesimi dogru olan hayvanlar
¢alismaya dahil edildi.

SNRanterior V€ SNRyosierior DOIgelerine ¢ift tarafli kanul yerlesimine ait 6rnek fotograflar

ekte gortulmektedir (Resim 1a ve 1b).
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Resim l1a. SNRnerior bOlgesine cift tarafli kanul yerlesimine dair bir drnek (bregma 5.3 mm).

Resim 1b. SNRysterior bOlgesine ¢ift tarafli kanul yerlesimine dair bir 6rnek (Bregma 5.7 mm).

Gegirimli Elektron Mikroskopi

Gegirimli elektron mikroskopi ¢alismalari igin Wistar ve GAERS kontrol gruplari ile 6
kindling uyarisi alan Wistar ve GAERS (bu gruplar Wistar-uyari ve GAERS-uyari olarak
adlandirildi) hayvanlar kullanildi. Wistar-uyari ve GAERS-uyari gruplarinda hayvanlara, evre
2 ndbette kalmasini saglamak icin ard-desarj esigindeki uyari siddetiyle toplam 6 kez
elektriksel uyari verildi. Son uyaridan 1 saat sonra hayvanlara derin anestezi altinda
perfizyon islemi uygulandi. Perfiizyon fiksasyonu ve dekapitasyon islemi i¢in sicanlarda i.p.
ketamin (100 mg/kg) ve ksilazin hidroklorid (10 mg/kg) ile derin anestezi saglandi. Derin
anestezi durumu kornea ve pencge refleksleriyle dogrulandiktan sonra hayvanlarin gogus
kafesi agilarak aortadan perfizyon pompasi yardimiyla 50 ml/dk hizinda perflizyon iglemi
yapildi. Hayvanlar dnce heparin ve daha sonra da pH 7.3, 0.1 M HEPES tamponu iginde
%2.5 gluteraldehit, %0.5 paraformaldehit, %0.1 pikrik asit iceren fiksatif ile perflize edildi.
Perfizyonu tamamlanan sicanlar dekapite edildi. Beyinler ¢ikarildiktan sonra ayni fiksatif
icinde 4°C’de gece boyunca tutularak post-fiksasyon islemi yapildi.

Fiksasyondan 24 saat sonra beyinler 0.1 M HEPES tamponunda (pH 7.3) yikanarak
vibratomda (Leica VT1000S) 300 um kalinliginda sagittal kesitler alindi. SNRanerior VE
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SNRosterior bOIgeleri stereomikroskop altinda gikarilarak %1 osmium tetroksit/%1.5 potasyum
ferrisiyanid i¢inde post-fiksasyona alindi. Kesitler %0.5 uranil asetat ile oda i1sisinda ve
karanlikta boyama iglemine alindi ve daha sonra yukselen alkol serileri ve propilen oksit ile
dehidrate edildi. Gece boyunca propilen oksit/epon karisiminda bekletilen dokular ertesi gin
3 saat saf eponda tutulduktan sonra Epon 812’ye gémdldii. 24 saat boyunca 60°C'lik etiivde
polimerizasyon islemi yapildi. Doku bloklarindan Leica Ultracut R ultramikrotomu ile 1 pm
kalinhginda yari-ince kesitler alindi. Toluidin mavisi ile boyanan yari-ince kesitlerde uygun
alan belirlendikten sonra bu alandan alinan 100 nm kalinligindaki ince kesitler Coat-Quick ‘G’
pen ile kaplanmis 200 mesh nikel gridler Uzerine alindi ve 3-4 saat kurumaya birakildi.
Kesitler anti-GABA antikoruyla inkibe edildi.

GABA immiin-altin immiinsitokimyasi

ince kesitleri igeren gridler TBST (%0.1 Triton X-100, %0.9 sodyum klorir, 0.05 M
Tris tamponu, pH 7.6) tamponunda yikandiktan sonra oda isisinda ve nemli ortamda primer
antikor (anti-GABA, Sigma A2052) ile inkibe edildi. Anti-GABA antikoru TBST pH 7.6'da
1:20.000 oraninda sulandirilarak kullanildi. Daha sonra kesitler sirasiyla pH 7.6 ve pH 8.2
TBST tamponunda yikandi ve 10 nm altin partikillerine bagh keci anti-tavsan IgG
antikorunda (Sigma G7402) inkibe edildi. TBST pH 7.6 ve sonrasinda distile suda yikanan
kesitler kurumaya birakildi. Uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlama yapildiktan sonra
gegirimli elektron mikroskobu (JEOL 1200 EXII) ile inceleme yapildi. SNRanterior V€ SNRposterior

bdlgeleri GABA immdun-altin yogunluklari agisindan niceliksel olarak degerlendirildi.

GABA immiin-altin immiinsitokimyasi Analiz Yéntemi

Her hayvandan 10 adet akson terminali mikrografi ¢ekildi. Mikrograflar GABA immun-
altin yogunluklari agisindan NIH Image Analysis (Image J) programi ile niceliksel olarak
degerlendirildi. imminsitokimyasal niceliksel degerlendirme igin terminal alani hesaplandi ve
presinaptik terminallerdeki 10 nm buyukligindeki altin partikllleri sayildi. Sayima
mitokondriler Uzerindeki GABA isaretlenmesi dahil edilmedi. Altin partikil sayisinin akson
terminali alanina bélinmesiyle GABA yogunlugu hesaplandi. Arka-plan isaretlenmeleri devre
digi birakmak icin her gridde 3 adet damar Iimeninin igindeki altin partikilleri sayilarak
GABA yogunlugu hesaplandi. Damar GABA yogdunlugu her bir sinir terminali GABA
yogunlugundan cikartilarak net GABA yogunlugu elde edildi. Veriler Kruskal Wallis ve Dunn
coklu karsilastirma testleri ile degerlendirilip kargilastirildi. Sonuglar ortalamaS.E.M. olarak

ifade edildi ve anlamlilik duzeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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TH ve GAD67 immiinhistokimyasal Boyamalari:

imminhistokimya boyamalari setler halinde yapildi. Elektriksel uyari alan GAERS
(GAERS-uyari), elektriksel uyari alan Wistar (Wistar-uyari) ve kontrol grubu olarak da
yalanci-opere GAERS ve yalanci-opere Wistar hayvanlar bir seti olusturdu. Hayvanlarin BLA
bdlgesine ard-desarj esiginde ginde 2 kez olmak Uzere 3 gin boyunca elektriksel uyari
uygulandi ve hayvanlar son uyaridan 1 saat sonra serum fizyolojik (SF) ve % 4 nétral buffer
formalin kullanilarak perfize edildi. Standardizasyonu saglamak amaciyla immuanhistokimya
boyamasi yapilacak olan seti olusturan kontrol grubu hayvanlar da elektriksel uyari alan
hayvanlarla ayni ginde perfiize edildi. Cikarilan beyinler 24 saat boyunca fiksatifte bekletildi.
Formolinde bekleme isleminden sonra beyinler % 30’luk sukroza (20 ml, 1 M PBS iginde
¢6ziinmus) alindi ve 4-5 gln boyunca beyinler sukroz sollisyonunda ¢dkene kadar bekletildi.
Coken beyinler -25 derecede 3 dakika boyunca metilbitanda donduruldu. Dondurulan her bir
beyin immunhistokimya boyama islemi vyapilana kadar -80 derecede sakland..
imminhistokimya boyamasi icin 40 mikrometre kaliniginda serbest yiizen sagittal kesitler
kullanildi. Kesit alma islemi doku yapistiricisi (tissue TEK) kullanilarak kriyostatta yapildi. Bu
calismada beynin sad hemisferinden alinan kesitler kullanildi. Seri olarak alinan kesitler
icinde 0,1 M fosfat tamponu (PBS) olan 24 kuyudan olusan tabaga kondu. immiinhistokimya
boyamasina gegmeden dnce her bir hayvan icin 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 ve 24. kuyudan alinan
kesitler Nissl boyama ydntemi ile tiyonin ile boyanarak SN sinirlari belirlendi.
immiinhistokimya boyama igin belirlenen SN kuyularindan her bir hayvan icin 6’sar SN kesiti
secildi ve yine 24 kuyulu bir tabaga seti olusturan 4 hayvanin SN kesitleri yerlestirildi. Tirozin
hidroksilaz ya da GAD67 immunhistokimya boyamasi igin 2 gliin sren bir boyama protokol
uygulandi. Islemler bir calkalayici (zerinde ve tabagin kapag: kapali bir sekilde
gerceklestirildi. Birinci giin kesitler ilk olarak % 1 H,0, (30 dakika) ile muamele edildi. Ug kez
5’er dakikallk 0,1 M PBS ile yikama isleminin ardindan, kuyulara % 10 normal at serum
(NHS) (PBS icinde % 0.1 TritonX-100, % 1 bovine serum albumin) konularak kesitler normal
at serumu ile 1 saat bloklandi. Son olarak +4 derecede 24 saatlik primer antikor inkiibasyonu
gercgeklestirildi. Bu nedenle kesitler 1:1000 konsantrasyonunda anti-GAD 67 ya da anti-TH
antikoru iceren PBS (% 0.3 TritonX-100, % 1 bovine serum albumin ile) solisyonu ile 1 gece
+4°C’ de bekletildi. ikinci glin kesitlerin 5’er dakikalik 0,1 M PBS ile yikama iglemi ile basladi.
Kesitler 90 dakikalik anti-fare sekonder antikoru ile inklbasyonun ardindan yine 3 kez 0,1 M
PBS ile yikandi. Avidin-biyotin kompleksi ile isaretleme (1 saat) yapilarak kesitlere bir kez
daha yikama islemi (3X5 dakika, 0,1 M fosfat tamponu) uygulandi. Boyanmanin
goruntilenmesinde NOVARED substrat kit kullanildi. Boyama protokoll 3 kez 5’er dakikalik

0,1 M PBS ile yikama islemi ile sonlandirildi. Kesitler jelatinli lamlara alindi ve lam kurutucu
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tablada hizli kurutma yapildi (37 derecede, 15-30 dakika). Vectomount ile kapatilan lamlar en

az 1 gece acik sekilde oda 1sisinda kurumaya birakildi.

TH ve GAD67 immiinhistokimyasi Analiz Yéntemi:

TH immunreaktivitesi dopaminerjik néronlar SNR’nin yalnizca kaudoventralinde yer
aldigi igin (Gonzalez-Hernandez ve Rodriguez, 2000) SNRysterior DOIgesinde arastiriimistir.
GADG67 aktivitesi ise her iki SNR bolgesinde de degerlendirilmistir. Her iki gruptan elde edilen
boyanmis kesitlerde SNRanerior (GAD67 igin) ve SNRyeswerior (TH ve GADG67 igin) 11k
mikroskobuna bagli dijital kamera araciliyi ile fotograflandi ve dijital olarak kaydedildi.
Fotograflar Uzerinden Image J programi araciligi ile densitometrik analiz yapildi. TH
boyamasi igin her bir lamin her bir kesiti icin Tiff formatinda tim SN'yi iceren (40X), daha
sonra sadece SNRpsterior (200X) bolgesini iceren (Resim 2a-b), GAD67 boyamasi igin ise
yine tim SN'’yi ve ayrica sadece SNRanierior (200X) ya da SNRpeserior (200X) (Resim 3)
bolgelerini iceren fotograflar c¢ekildi. TH ve GAD67 immunreaktif noéronlarin sinyal
yogunluklari “Image-J” yazilimi ile élguldu. Her bir setin analizi sirasinda kontrol hayvani olan

yalanci-opere Wistar sigan referans olarak alindi ve setteki diger hayvanlarin analiz sonuglari

referans hayvanin analiz sonuglarina gbre ylzde artis veya azalis olarak ifade edildi..

Resim 2. immiinhistokimya boyama yéntemi ile a. tim SN’de ve b. SNRosterior DOlgelesinde

TH reaksiyonunun gorintilenmesi. TH: Tirozin hidroksilaz
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SN-200X ' ) SN-200X

Resim 3. imminhistokimya boyama yéntemi ile tim SN'de, SNRuerior V€ SNRposterior

bdlgelerinde GADG7 reaksiyonunun goérintilenmesi.
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Data Analizi

Calismada elde edilen bitln veriler ortalamazortalamanin standard hatasi olarak
verilmistir. Nobet evreleri ve ard-desarj surelerine ait veriler iki yonli ANOVA ile
degerlendirilmistir. Diger verilerin istatistiksel analizinde tek yénli ANOVA ve Bonferroni

posthoc testi kullaniimistir. istatistiksel anlamlilik derecesi p<0.05 olarak kabul edilmistir.

3. Bulgular
3.1. GAERS’lerde SNRnerior V€ SNRosterior bOlgelerinin gecgici olarak baskilanmasinin
kindling siirecine olan etkisinin degerlendirilmesi

SNRanerior DOlgesine cift tarafli olarak lidokain ya da serum fizyolojik enjeksiyonunu
takiben 30 dakika sonra kindling uyarisi verildi ve maksimum uyari sayisi olan 22 uyari
sonunda tim hayvanlar evre 2'de kaldilar (Sekil 2). Her 2 grupta da hicbir hayvan evre 3-5
ndbete ulasmadi. Her 2 grupta da ard-desarj agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadi (Sekil 3).
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Sekil 2. SNR,nerior Gift tarafli lidokain ya da serum fizyolojik (SF) enjeksiyonunun elekriksel
uyari ile tetiklenen ndbet evreleri Uzerindeki etkisi. Sonuclar ortalamazstandart hata olarak

ifade edilmistir.
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Sekil 3. SNRwerior Cift tarafli lidokain ya da serum fizyolojik (SF) enjeksiyonunun elekriksel

uyari ile tetiklenen ndbetlerde ard-desarj Gzerindeki etkisi. Sonuglar ortalamazstandart hata

olarak ifade edilmistir.

SNRosterior DOIgesine cift tarafli olarak lidokain enjeksiyonunu takiben 30 dakika sonra
kindling uyarisi verilen hayvanlar 10. uyaridan sonra evre 3’e ilerlediler ve muteakip
uyarilarda yani maksimum uyari sayisi olan 22 uyari sonunda tim hayvanlar evre 5e

ulagtilar (Sekil 4). Buna karsin SNResterior bOIgesine ¢ift tarafli olarak serum fizyolojik

enjeksiyonunundan sonra kindling uyaris

ragmen evre 2’'de kaldilar (Sekil 4). Lidokain ve serum fizyolojik gruplarinda ard-desarj

I verilen hayvanlar, maksimum uyari sayisina

acisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmadi (Sekil 5).
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Sekil 4. SNRosterior Gift tarafli lidokain ya da serum fizyolojik (SF) enjeksiyonunun elekriksel
uyari ile tetiklenen ndbet evreleri tzerindeki etkisi. Sonugclar ortalamazstandart hata olarak

ifade edilmistir. Gruplar iki yonli ANOVA uygulandi *, p<0.05; *** p<0.001,
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Uyari Sayisi
Sekil 5. SNResterior Gift tarafli lidokain ya da serum fizyolojik (SF) enjeksiyonunun elekriksel
uyari ile tetiklenen ndbetlerde ard-desarj Gzerindeki etkisi. Sonuglar ortalamazstandart hata

olarak ifade edilmistir.

3.2. GAERS ve Wistar sicanlarda SNRsterior bOlgelesinde dopaminerjik néronlarin TH

immiinhistokimyasal yontemi ile degerlendiriimesi:
SNRyosterior DOIgesinde yer alan dopaminerjik néronlardaki TH immunreaktivitesinin

GAERS ve Wistar sicanlarda hem bazal aktivite agisindan karsilastirilmasi hem de

elektriksel uyari sonrasinda karsilastirilmasi icin toplam 7 set immunhistokimya yapildi ve
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her bir boyama setinde her bir gruptan 4 hayvan olacak sekilde toplam 28 sican kullanildi.
Genetik olarak absans epilepsili siganlar olan ve kindling direnci gésteren GAERS’ler ile
epileptik olmayan Wistar sicanlarin kontrol hayvanlarinin kargilastiriimasi sonucunda
SNRposterior DOIgesinde yer alan dopaminerjik noronlardaki TH immunreaktivitesinin her iki
grupta benzer oldugu géruldd. Wistar ve GAERS kontrol hayvanlari arasinda TH
immuUnreaktivitesi bakimindan istatiktiksel olarak anlaml bir fark olmadigi goésterildi (Sekil 6,
Resim 4).

Hem GAERS hem de Wistar hayvanlarda BLA'ya uygulanan elektriksel uyarinin
SNRposterior DOIgesindeki TH aktivitesini arttirdigi saptandi. Tek yonli ANOVA yonteminin
ardindan uygulanan Bonferroni testi ile Wistar kontrol ile Wistar-uyari, Wistar kontrol ile
GAERS-uyari, ayrica GAERS kontrol ve GAERS-uyari gruplari arasinda TH immunreaktif
noronlarin sinyal yogunluklarinda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edildi (Sekil 6, Resim 4).
Uygulanan elektriksel uyari ile hem Wistar-uyari grubundaki hem de GAERS-uyari grubunun
SNRposterior DOIgesindeki TH immunreaktivitesinin referans alinan Wistar kontrol grubundaki
TH immuUnreaktivitesine gore anlamli derecede arttigi gosterildi. Ayrica elektriksel
stimulasyon ile GAERS’lerin SNRyosterior bOlgesinde yer alan dopaminerjik néronlardaki TH

aktivitesinin de artis gésterdigi saptandi.
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Sekil 6. SNRoswerior bOlgesindeki TH imminreaktivitesinin degerlendiriimesi. Sonuglar
ortalamatstandart hata olarak ifade edilmistir. Gruplara tek yonli ANOVA ve
Bonferroni posthoc testi uygulandi, *, p<0.05; **, p<0.01;***, p<0.001.

Resim 4. SNRyesterior bOIgesindeki TH immunreaktif néronlarin kontrol ve uyari gruplarinda

gosterilmesi (200X). TH: tirozin hidroksilaz

3.3. GAERS ve Wistar sicanlarda SNRerior V€ SNRposierior bOlgelerinde GABAerjik
aktivitenin GAD67 immiinhistokimyasal yontemi ile degerlendiriimesi:

GADG67 immunhistokimya boyamalari icin ard-desarj esiginde glinde 2 kez olmak
Uzere 3 gun boyunca elektriksel uyari alan GAERS ve Wistar hayvanlar ile yalanci-opere
GAERS ve Wistar hayvanlardan olusan setler kullanildi. GAD67 immunhistokimyasal
boyamasi 7 set hayvanda yapildi ve sonuglar densitometrik olarak analiz edildi. Her bir
setteki kontrol hayvani olan yalanci-opere Wistar sigan referans olarak alindi ve setteki diger
hayvanlarin analiz sonuglari referans hayvanin analiz sonuglarina gére dogrulandi.

Genetik olarak absans epilepsili siganlar olan ve kindling direnci gésteren GAERS'ler
ile epileptik olmayan Wistar siganlarin kontrol hayvanlarinin karsilastirimasi sonucunda
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Wistar ve GAERS kontrol hayvanlari arasinda SNRanerior Y& da SNRposterior bOIgelerindeki
GADG67 immunreaktivitesi bakimindan istatiktiksel olarak anlamli bir fark olmadigi gosterildi
(Sekil 7-8, Resim 5-6).

GAERS ya da Wistar hayvanlarda BLA'ya uygulanan elektriksel uyarinin SNRneerior
bolgesindeki GAD67 immunoreaktivitesi Uzerindeki etkisine bakildiginda, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadidi tespit edildi (Sekil 7). GAERS ya da Wistar
hayvanlarda BLA'ya uygulanan elekiriksel uyarinin  SNRpeswerior bOlgesindeki GADG67
immiunreaktivitesi Uzerindeki etkisine bakildiginda ise Wistar-uyari grubu ile GAERS-uyari
grubu arasinda GAD67 imminreaktivitesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu belirlendi (Sekil 8).
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Sekil 7. SNRgnerior bOlgesindeki GAD67 imminreaktivitesinin degerlendiriimesi. SNRA:
SNR.qerior SONUGlar ortalamazstandart hata olarak ifade edilmistir. Gruplara tek yonla
ANOVA uygulandi.
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Sekil 8. SNRyosterior bOlgesindeki GAD67 immdnreaktivitesinin degerlendiriimesi. SNRP:

SNRyosterior- SoOnuglar ortalamatstandart hata olarak ifade edilmigtir. Gruplara tek

yonlu ANOVA ve Bonferroni posthoc testi uygulandi, *, p<0.05.
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Resim 5. SNR,nerior bOlgesindeki GAD67 immunreaktivitesinin kontrol ve uyari gruplarinda
gOsterilmesi (200X).

Resim 6. SNRposwerior DOlgesindeki GAD67 immunreaktivitesinin kontrol ve uyari gruplarinda
gosterilmesi (200X).
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3.4. GAERS ve Wistar sicanlarda SNRanwerior V€ SNRposierior bOlgelerinde GABAerjik
noronlarin GABA immiin-altin immiinositokimyasi ve elektron mikroskobisi ile
degerlendirilmesi

Elektron mikroskopik duzeydeki gozlemler Wistar ve GAERS SNRuanterior V€ SNRosterior
bolgelerinin izole edilerek GABA immunsitokimya tekniginin kullanimina ve niceliksel
analizine dayanmaktadir.

Wistar kontrol grubu

SNRanterior (RESIM 7) Ve SNRposierior (R€SIM 8) bolgelerindeki GABAerjik terminaller 10

nm c¢apl altin partikllleri icermeleriyle diger nonGABAerjik terminallerden ayirt edildi.

GABAerjik akson terminallerinin dendrit gévdeleriyle sinaps yaptigi gézlendi. GABA immun-
isaretlenmesi terminal igerisinde bulunan vezikul zarlarinda, vezikul icinde, terminal
sitoplazmasinda ve mitokondrilerde goéruldi. GABA ayrica dendritler tzerinde de izlendi.

Wistar kontrol grubunda SNR.eior bOlgesindeki akson terminali ortalama alani
1,140,1 um? olarak ve ortalama net GABA yogunlugu 119,7+27,0 partikiil/um? olarak
bulundu. Net GABA yogunlugu terminal GABA yogunlugundan kapiller GABA yogdunlugu
¢lkarilarak elde edildi.

Wistar kontrol grubunda SNRpeserior bOlgesindeki akson terminali ortalama alani
0,9+0,1 pym? olarak ve ortalama net GABA yogunlugu 142,2+47,0 partikiil/um? olarak

bulundu.
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Resim 7. Wistar kontrol grubu SNRnerior bOlgesinde normal yapida GABA pozitif (0) akson
terminali (a). D: dendrit, ok: aksodendritik sinaps.
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Resim 8. Wistar kontrol grubu SNResterior DOIgesinde normal yapida GABA pozitif (o) akson
terminalleri (a). D: dendrit, a: akson terminali, ok: aksodendritik sinaps.

GAERS kontrol grubu
Wistar kontrol grubunda oldugu gibi, GAERS kontrol grubunda da SNRnerior (RESIM

9) ve SNRposterior (Resim 10) bdlgelerindeki GABAerjik terminaller 10 nm gaph altin partikilleri
icermeleriyle diger nonGABAerjik terminallerden ayirt edildi. GABAerjik akson terminallerinin
dendrit gévdeleriyle sinaps yaptigi gézlendi. GABA immdin-isaretlenmesi terminal igerisinde
bulunan vezikil zarlarinda, vezikul iginde, terminal sitoplazmasinda ve mitokondrilerde
goruldi. GABA ayrica dendritler Uzerinde de izlendi.

GAERS kontrol grubunda SNRunerior bOlgesindeki akson terminali ortalama alani
0,9+0,1 pym? olarak ve ortalama net GABA yodunlugu 149,8+36,8 partikiil/um? olarak
bulundu. Net GABA yogunlugu terminal GABA yogunlugundan kapiller GABA yogunlugu
cikarilarak elde edildi.

GAERS kontrol grubunda SNRyeserior bOlgesindeki akson terminali ortalama alani
0,8+0,1 pm? olarak ve ortalama net GABA yogunlugu 164,5+22,7 partikiil/um? olarak
bulundu.
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Resim 9. GAERS kontrol grubu SNRqerior bOlgesinde normal yapida GABA pozitif (0) akson
terminalleri. D: dendrit, ok: aksodendritik sinaps.
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Resim 10. GAERS kontrol grubu SNRpsterior bOIgesinde normal yapida GABA pozitif (o)
akson terminali. D: dendrit, ok: aksodendritik sinaps.

GAERS kontrol grubunda bazal GABA degerlerinin hem SNRaherior h€M de SNRosterior

bdlgelerinde istatistiksel agidan anlamli farklilik terpit edilmedi (Sekil 9).

e 200+ __ — _
=
3
-
£ 1504
-]
Z
=]
'D 100+
=
=
prus]
S 504
=T
m
g 0- T
A A A A
Q&F Q@:@ 5?39 ﬁxﬁl
& & & &
5* & é-éé; Q-a"é;
S R S

Sekil 9. Wistar ve GAERS kontrol gruplarinda SNRanterior V&€ SNRposterior OIgeleri GABAerjik

akson terminallerindeki GABA yogunlugunun karsilagtiriimasi. (p>0,05).

Wistar-uyari grubu

Kindling uygulanan Wistar sicanlarda da Wistar kontrol sicanlardakine benzer sekilde
SNRanterior (RESIM 11) Ve SNRosierior (RESIM 12) bolgelerindeki GABAerjik terminaller 10 nm
capli altin partikulleri icermeleriyle diger nonGABAerjik terminallerden ayirt edildi. GABAerjik
akson terminallerinin dendrit gdvdeleriyle sinaps yaptigi goézlendi. GABA immin-
isaretlenmesi terminal igerisinde bulunan vezikil zarlarinda, vezikil icinde, terminal
sitoplazmasinda ve mitokondrilerde goérildi. GABA ayrica dendritler Uzerinde de izlendi.
Akson terminalleri icerisinde vezikul kaybi oldugu izlendi (Resim 11, 12).

Wistar-uyari grubunda SNRanerior bOIgesindeki akson terminali ortalama alani 0,9+0,1
um? olarak ve ortalama net GABA yodunlugu 133,9+43,7 partikiil/um? olarak hesaplandi. Net
GABA yogunlugu terminal GABA yogunlugundan kapiller GABA yogunlugu (Resim 13)
cikarilarak elde edildi.
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Wistar-uyari grubunda SNRysterior DOlgesindeki akson terminali ortalama alani 0,9+0,1
um? olarak ve ortalama net GABA yogunlugu 147,5+27,2 partikiil/um? olarak hesaplandi.

Resim 11. Wistar-uyari grubu SNR nerior bOlgesinde dendrit (D) ile sinaps (ok) yapan GABA
immun-reaktif (o) akson terminali (a). Siyah asterisk: Myelin kilifinda ayrilma, beyaz asterisk:
terminal iginde vezikul kaybi.
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Resim 12. Wistar-uyari grubunda SNResterior Olgesinde dendrit (D) ile sinaps (ok) yapan
GABA immun-reaktif (o) akson terminali (a). Asterisk: terminal icinde vezikil
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Resim 13. Wistar-uyari grubunda SNRunerior bOlgesinde arka plan immin-boyanmayi

hesaplamak igin kullanilan bir kapiller. E: Endotel hicresi nikleusu, I: kapiller [limeni.

GAERS-uyari grubu
Kindling uygulanan GAERS sicanlarda da GAERS kontrol siganlarda oldugu gibi,
SNRanterior (RESIM 14) Ve SNRosterior (RESIM 15) bdlgelerindeki GABAerjik terminaller 10 nm

capl altin partikllleri icermeleriyle diger nonGABAerjik terminallerden ayirt edildi. GABAerjik
akson terminallerinin dendrit gévdeleriyle sinaps yaptid1 gorulda. Diger gruplarda oldugu gibi,
GABA immun-isaretlenmesi terminal igerisinde bulunan vezikll zarlarinda, vezikil iginde,
terminal sitoplazmasinda ve mitokondrilerde goruldi. GABA ayrica dendritler Gzerinde de
izlendi. Bazi akson terminallerinde zar yapisinda bozulma (Resim 14) goruldi ve vezikul
kaybi (Resim 15) izlendi.

GAERS-uyari grubunda SNRanerior bOlgesindeki akson terminali ortalama alani
0,9+0,1 pm? olarak ve ortalama net GABA yogunlugu 132,7+38,1 partikiil/um? olarak
bulundu. Net GABA yogunlugu terminal GABA yogunlugundan kapiller GABA yogunlugu
(Resim 16) cikarilarak elde edildi.
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GAERS-uyar1 grubunda SNReswerior bOlgesindeki akson terminali ortalama alani
0,940,1 pym® olarak ve ortalama net GABA yogdunlugu 158,5+44,2 partikiil/um? olarak

bulundu.

g et ”-’1 gjg : : Pe. ; N
Resim 14. GAERS-uyari grubu SNRerior bOlgesinde dendrit (D) ile sinaps (ok) yapan GABA

immun-reaktif (0) akson terminali (a). Ok bagi: Terminal zarinda dizensizlikler.
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Resim 15. GAERS-uyari grubu SNRyserior bOIgesinde dendrit (D) ile sinaps (ok) yapan

GABA immun-reaktif akson terminali. Asterisk: Terminal iginde vezikll kaybi. V: Terminal

—
ol (Y .

s

Resim 16. GAERS-uyari grubunda SNRayeior bOlgesinde arka plan immin-boyanmayi

hesaplamak icin kullanilan bir kapiller. E: Endotel hiicresi niikleusu, |: kapiller Iimeni.
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SNRanterior V& SNRposierior DOIgelerinde gruplar arasinda akson terminali net GABA
yogunlugu karsilastirildiginda anlamh fark olmadigi goéraldiu (Sekil 10,11). Benzer sekilde,
SNRanterior V& SNRyoserior bOIgelerinde Wistar-uyari ve  GAERS-uyari gruplarinda GABA

yogunlugu agisindan istatistiksel olarak anlaml farklilik saptanmadi.
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Sekil 10. SNRyerior bOlgesinde GABAerjik akson terminallerindeki GABA yogunlugunun
karsilastiriimasi (p>0,05).
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bdlgesinde GABAerjik akson terminallerindeki GABA yogunlugunun karsilastiriimasi
(p>0,05).

4. Tartigma ve Sonug

Bu galismanin ana sonuglari sunlardir; (1) SNRposterior bOIgesinin ¢ift tarafli olarak
lidokain enjeksiyonu ile baskilanmasini takiben verilen uyarilarla GAERS’ler evre 3’e ve
miteakiben 22 uyari sonunda evre 5’e ulastilar. Buna karsin, SNRnerior DOIgesinin gift tarafli
olarak lidokain enjeksiyonu ile baskilanmasini takiben GAERS’lere kindling uyarisi verildi ve
22 uyari sonunda tim hayvanlar evre 2'de kaldilar. (2) Wistar ve GAERS kontrol (yalanci-
opere) hayvanlari arasinda SNRpeserior bOlIgesinde TH immunreaktivitesi bakimindan
istatistiksel olarak anlamh bir fark olmadigi goérildi. (3) GAERS ve Wistar hayvanlarda
BLA'ya uygulanan elektriksel uyarinin SNReserior bOlgesindeki TH  aktivitesini  kontrol
gruplarina gore anlamh derecede arttirdi§1 saptandi. (4) Wistar ve GAERS kontrol (yalanci-
opere) hayvanlari arasinda SNRgnerior Y& da  SNRposwerior bOlgelerinde  GAD67
immiunreaktivitesi bakimindan istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadigi gosterildi. (5) BLA
bolgesine elektriksel uyar verilen GAERS-uyari ve Wistar-uyari gruplari arasinda SNRosterior
bolgesindeki GAD67 immunreaktivitesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
tespit edildi. (6) Elektron mikroskopik dizeyde Wistar ve GAERS hayvanlardan olusan tim
gruplar arasinda SNRanerior V& SNResierior DOIgelerinde GABA immunreaktivitesi agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi géruldu.

SNR'’nin epilepsi ndbetleri Gzerindeki dizenleyici etkisi igin SNR’de yer alan GABA-
sensitif néronlar dnemli bir role sahiptir. Bu néronlarin siganlarda gesitli sekillerde indiklenen
klonik ndbetlere karsi duyarhliyi dizenledigi bir ¢ok c¢alisma tarafindan raporlanmigtir
(Bloms-Funke ve Ldscher, 1996; Boda ve Szente, 1992; Bonhaus vd., 1986; Depaulis vd.,
1994; Gale, 1985; McNamara vd., 1984; Meurs, 2006; Moshé ve Sperber, 1990; VeliSkova
vd., 1996; Zhang ve Rosenberg, 1989). SNR aktivasyonu ile epileptik ndbetlerin ortaya
cikiginin kolaylastidi bildirilmistir (Redgrave vd., 1992a;1992b). SNR bdlgesindeki dopamin
aktivitesini arastiran bir calismada striato-nigral ya da pallido-nigral afrenetlerden
serbestlesen dopaminin  SNR ndronlarini  tonik GABAerjik inhibisyondan c¢ikardigi
vurgulanmistir (Windels ve Kiyatkin, 2006). Bdylece SNR’nin hedef bdlgeleri Gzerindeki
inhibe edici etkisinin azaldig1 digtnulebilir. Elektrokonvulsif nébet gegiren siganlarda yapilan
bir diger calismada ise amigdala, nikleus kaudatus, anterior korteks, ventral tegmental alan
ve SN'deki TH aktivitesi son ndbetten bir glin sonra degerlendirilmis ve anterior korteks
haricindeki alanlarda TH aktivitesinin arttigi saptanmigtir (Leviel vd., 1990).

Bizim calismamizda BLA'ya uygulanan elektriksel uyari sonucu indiklenen epilepsi

nobetleri ile hem SNRanerior V& SNResierior DOIgelerinde ortaya c¢ikan dopaminerjik ve
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GABAerjik aktivite degigiklikleri, hem de kindling direnci oldugu daha o6nceki
calismalarimizda gosterilmis olan GAERS’lerin  SNR bolgelerindeki dopaminerjik ve
GABAerjik aktivitenin non epileptik sicanlar olan Wistarlardan farkli olup olmadigi
arastinlmistir. Elde ettigimiz sonuclara gore non epileptik Wistar siganlar ile GAERS’ler
arasinda bazal TH ya da bazal GAD67 immunreaktivitesi agisindan istatiktiksel olarak
anlamh bir fark olmadigi saptanmigtir. Elektriksel uyari alan tim gruplarda ise SNRosterior
bdlgesinde yer alan dopaminerjik néronlardaki aktivitede bir artis oldugu tespit edilmigtir.
SNRposterior bOIgesinin prokonvilsan o6zellik gosterdigi dikkate alindiginda bu bdlgedeki
dopaminerjik aktivitede artma olmasi, SNR’nin aktivitesinin artmasina ve dolayisiyla
nodbetlerin ortaya cikmasina yol agiyor olabilir. O nedenle elektriksel uyari ile indiklenen
limbik ndbet sonucu TH aktivitesinde saptanan artis, hayvanlarin limbik ndbet davranisi
gostermesi ile uyumlu olarak bulunmustur.

Yetigkin sicanda SNR’nin nébetlerin yayillmasinda ve kontroliinde farkl etkilere yol
acabilen SNRanerior V& SNRposterior @dll iki ayri bolge igerdigini gosteren deliller mevcuttur.
Nobetin baglamasinda ve yayllmasinda SNRoserior DOlgesinin (VeliSkova vd., 2005), nobetin
sona ermesinde ise SNRaqerior DOIgesinin 6nemli oldugu disinilmektedir. En gecerli ve en
yaygin olan teori, klonik ndbet slresince striatonigral terminallerden GABA saliniminin
artarak SNR noéronlarini baskilamasi ve SNR’nin eferent baglantilari Gzerinde meydana
gelen disinhibisyon ile devam eden ndbetin durmasidir (VeliS8kova vd., 2005; VeliSkova ve
Moshé, 2006). SNRnerior da yer alan GABAerjik ndronlarin aktivitesinin azaltilmasi nébetlerin
hafiflemesine yol agmaktadir. Freichel ve arkadaslarinin kindling sirasinda SNR’deki GABA
dizeyini arastirdigi bir calismada son uyaridan 6 hafta sonra sayim yapilarak élgtilen SNR
GABA ndéron yogunlugunun kindling éncesine gore farkli olmadigi gdsterilmistir. Ekibin daha
onceki calismalarinda saptanan GAD ve GABA dizeylerindeki azalmanin kindling’in
SNR’deki GABAerjik néronlardan daha ¢ok striatumdan ya da globus pallidusdan SNR’ye
uzanan GABAerjik projeksiyonlari etkileyerek ortaya c¢iktigina dikkat gekilmistir (2004).

Bizim sonuglarimizda ise GAERS ya da Wistar hayvanlarda BLA’ya uygulanan
elektriksel uyarinin SNR,nerior bOlgesindeki GAD67 immunoreaktivitesi Uzerindeki etkisine
bakildiginda, Wistar kontrol grubu ile Wistar-uyari grubu ya da Wistar konrol grubu ile
GAERS-uyari grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi tespit edilmigtir.
Ancak analizi yapilan GAD67 immdunreaktivitesinin SNR’nin GABAerjik néronlarindan mi
yoksa projeksiyonlarindan mi kaynaklandigi aragtirilmamistir. Ayni zamanda GAERS kontrol
ve Wistar kontrol gruplari arasinda da SNRanerior bOlgesindeki GAD67 immunoreaktivitesi
bakimindan bir farklihk olmadigi géralmuastir. SNRpeswerior bOlgesi  ise  GADG7
immunreaktivitesi analizinde elektriksel uyari alan GAERS ve Wistar siganlar arasinda

farklilik gostermigtir. GAERS-uyari grubu ile Wistar-uyari grubu arasinda SNRpesterior

39



bolgesindeki GADG7 aktivitesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu, Wistar-
uyari grubunda elektriksel uyari ile SNRposerior DOIgesindeki GAD67 immunreaktivitesinde bir
artis olurken, GAERS-uyari grubunun SNRpqsterior DOIgesindeki GAD67 immunreaktivitesinde
bir azalma oldugu belirlenmistir. GAERS’lerde gorulen kindlling rezistansi prokonvdlsif olarak
dasundlen SNRposerior bOlgesinde  GAERS-uyari grubunda gorulen GABAerjik  aktivite
farkhihgindan kaynaklaniyor olabilir. Wistar siganlarda BLA’ya uygulanan elektriksel uyari ile
SNRposterior DOIgesindeki  GABAerjik  aktivitenin - artmig  olmasi  SNR’nin  hedef bdlgeler
Uzerindeki inhibe edici etkisinin artmasina ve dolayisiyla konvilsan ndbetlerin ortaya
cikmasinin kolaylasmasina neden oluyor olabilir. GAERS’lerde ise BLA'ya uygulanan
elektriksel uyari ile SNRposterior DOIgesindeki GABAerjik aktivitenin azalmasi ile SNR’nin
konvllsan epilepsi nobetleri Uzerindeki koruyu etkisi sonucunda ortaya cikiyor olabilir.
GAERS’lerde Wistar sicanlardan farkh olarak SNR’nin epilepsi nébetleri Uzerindeki
baskilayici mekanizmasi BLA’ya uygulanan elektriksel uyari ile GAERS’lerin SNRosterior
bolgesindeki GADG67 aktivitesinde ortaya cikan farkliliktan 6tird daha 6n planda yer aliyor
olabilir. Ayrica elektriksel uyari alan GAERS’lerde SNRposterior bOlgesindeki GABAerjik
aktivitenin azalmasi ile SNR’nin hedef bélgeleri Uzerindeki inhibe edici etkisinin ortadan
kalkmasi ve disninhibisyon ile talamik nukleuslarin ya da superior kollikulusun aktive olmasi
GAERS’lerde konvulsif epilepsi ndbetlerinin ortaya ¢cikmasini engellemede rol aliyor olabilir.

Daha o6nce yapilan bir ¢calismada 1-10 aylik WAG/RIj sicanlarda SN bdlgesinin
hicresel icerigi arastinimistir (Sitnikova vd., 2012). Bu bdlgede daha az sayida ndéron igeren
hayvanlarin daha az, daha fazla ndron iceren hayvanlarin ise daha fazla absans ndébeti
gecirdigi saptanmistir. SN bdlgesindeki néronlarin azalmasinin absans noébeti gelisimini
onlemek icin adaptif bir stre¢ oldugu sonucuna varmiglardir. Bizim calismamizda da ise
genetik absans epilepsili GAERS susu hayvanlar kullaniimis ve GAERS kontrol grubunda
bazal GABA'nin hem SNRueior hem de SNRpeserior bOlgelerinde istatistiksel farklilik
bulunmamigtir. Yukaridaki ¢alismanin bulgular 1si§ginda duasunuldagiande, her 2 genetik
absans epilepsi modelinde farkli sonuglarin bulunmasi farkh poligenik 6zelliklerinin sonucu
olabilir (Jones vd., 2011; Rudolf vd., 2000).

Castillo vd. (2006) yaptiklari calismalarinda sicanlarin SN bélgesine GABAerjik hiicre
transplante etmisler ve kainik asit uygulamiglardir (Claudia vd., 2008). Transplantasyon
grubunda 5. derece ndbete ulagsmak igin daha fazla zaman ve daha fazla dozda kainik asit
ihtiyaci dogdugu ve bu hayvanlarda daha az 5. derece ndbet goruldugunu izlemiglerdir.
Arastirmacilar GABA dreten hicrelerin intranigral transplantasyonunun kainik asit ile
induklenen ndbetlerin azalmasini saglayabilecegi sonucuna varmiglardir. Castillo vd. (2010)
genetik absans epilepsi modelinde yaptiklari bir calismada GABA (Ureten hicrelerin

intranigral transplantasyonunun absans ndbetlerini azaltip azaltmadigini incelemigler, ancak
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transplantasyonun absans nobetlerini azaltmada etkisiz kaldigini gbézlemislerdir. Diger
calismalarda fotal GABAerjik hucrelerin veya immortalize GABAerjik hucrelerin intranigral
transplantinin kindling veya pilokarpin modellerinde epileptik nébetlerin siddetini azalttigi
gOsterilmistir (Loscher vd., 1998; Thompson vd., 2004). Bizim c¢alismamizda da GAERS
kontrol grubunda SNRanerior V€ SNRyosterior DOIgelerinde bazal GABA'da farklilik bulmadik ve
ancak biz calisamizda intranigral transplantasyon gerceklestirmedik. GAERS’lerde gérulen
kindling direncinde GABA Ureten hucrelerin nigral transplantasyonunun etkisinin
saptanmasinin ileri bir hedef olabilecegini distinmekteyiz.

NObet baslangicinda hemen 6nce SNRosterior DOIgesinde deoksiglukoz aliminda artis
oldugu bildiriimis ve bu bdlge nébet yayilimi icin ana giris olarak dusunudlmustir (VeliSkova
vd., 2005). Calismamizda SNResterior DOIgesinde hem GAERS kontrol, hem de Wistar kontrol
gruplarinda terminallerdeki bazal GABA degerleri agisindan farkhlik saptamadik. Ancak
SNRposterior DOIgesindeki bolgesindeki GADG7 aktivitesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli
bir fark oldugu, Wistar-uyari grubunda elektriksel uyari ile SNRyosterior bOIgesindeki GAD67
immdinreaktivitesinde bir artis olurken, GAERS-uyari grubunun SNRp.serior bOlgesindeki
GADG67 imminreaktivitesinde bir azalma oldugu belirlenmistir. GAERS’lerde gorilen kindlling
rezistansi prokonvdilsif olarak duglnulen SNRpeswerior bOlgesinde GAERS-uyari grubunda
gorulen GABAerijik aktivite farklihgindan kaynaklaniyor olabilir.

Bu galismanin tim sonuglari g6z 6niinde bulunduruldugunda, SNRanterior V€ SNRposterior
bdlgelerinin absans epilepsisi ile temporal lob epilepsisi arasindaki karsikli etkilesmede
o6nemli bir role sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Bu proje, adigegcen 2 tip epilepsi
arasindaki kargilikh zit yonlu etkilesmede hangi beyin bdlgelerinin énemli olduguna dair ilk
¢alisma olma 6zelligini tasimaktadir ve ilerde yapilacak olan arastirmalar bu bulgularin 1131
altinda tasarlanacaktir. Uluslararasi dergilerde yayimlanacak olan bu sonuglar epilepsinin
mekanizmalari ve antiepileptogenez konusundaki bilgi birikimine &énemli bir katki
saglayacaktir. Ileride tasarlanacak olan galismalarda, SNRanerior V€ SNRposterior DOIgelerinin
diger absans epilepsi modellerinde de kindling direncinde dnemli bir yapi olup olmadiginin
ortaya konmasi bilgi birikimini ileriye tasiyacaktir. Ayrica hem GAERS’lerde hem de diger
absans epilepsi modellerinde kindling ndbet aktivitesi sirasinda SNRanterior V&€ SNRposterior
bolgelerinin elektrofizyolojik 6zelliklerinin incelenmesi uygun olacak ve epilepsinin altinda

yatan mekanizmalarin aydinlatiimasi agisindan énem tasiyacaktir.
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