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OZET

Bilginer, B. Temporal lob epilepsi modelinde grup | metabotropik
glutamat reseptor ekspresyonu uzerine lakozamid’in etkisi. Hacettepe
Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii, ileri Nérolojik Bilimler Programi
Doktora Tezi, 2016. Epilepsi bir hastalik ya da sendrom olmaktan ¢ok beyin
fonksiyonlarini etkileyen semptomlar kompleksidir. Gelismis ulkelerde
oldukga sik rastlanan bir tablo olup, 100.000de 20-70 arasinda
gorulmektedir. Epilepsinin en sik gorilen formu olan mesial temporal lob
epilepsisi (MTLE) genellikle hipokampal sklerozla birliktedir. Bu hastalardan
alinan oOrneklerde hipokampal hucre yogunlugunun hipokampal odakli
olmayan epilepsi hastalarina gére daha az olmasi hipokampal skleroz ve
temporal lob epilepsi arasinda bir iligki oldugunu destekler bulgulardir.
Glutamatla olusan vyaygin sinaptik uyarima sonucu iyonotropik ve
metabotropik glutamat reseptorleri ile etkilesim TLE patofizyolojisinde énemli
etken olarak kabul edilmektedir. Bu ¢alismanin amaci olusturulan temporal
lob epilepsi modelinde grup | metabotropik glutamat reseptér ekspresyonu
Uzerine bir antiepileptik ajan olan lakozamid’in etkilerini incelemektir. Bdylece
TLE etyopatogenezinin anlasilmasina ve tedavi edilmesine katki
saglanabilecegi dusunulmektedir. Bu c¢alismada denekler 4 gruba
ayrilmiglardir. Bunlar; Grup 1 Sham grubu (n=8): Sadece burr hole agilan,
intrahipokampal enjeksiyon yapilmayan grup; Grup 2 Kontrol grubu (n=8):
Burr hole acilarak, intrahipokampal serum fizyolojik (SF) enjeksiyonu yapilan
ancak intrahipokampal kainik asit ve lakozamid uygulanmayan grup; Grup 3
Kainik asit (KA) grubu (n=8): Burr hole agcilarak, intrahipokampal KA
enjeksiyonu yapilan, ancak lakozamid tedavisi yerine 2 hafta boyunca
intraperitoneal SF uygulanan grup; Grup 4 Lakozamid (LCS) grubu (n=8):
Burr hole agilarak, intrahipokampal KA enjeksiyonu yapilan ve 2 hafta
boyunca 50 mg/kg dozunda intraperitoneal LCS tedavisi uygulanan grup. Bu
deneklere anestezi uygulandiktan sonra Rat Brain Atlas’tan faydalanilarak
dorsal hipokampus hedeflenmis ve sterotaksik cergeve kullanilarak hamilton
ignesi yardimi ile hipokampal enjeksiyon yapilmistir. Daha sonra denekler
dekapite edilerek histopatolojik incelemeler yapilmistir. Histopatolojik olarak
bakildiginda kontrol grup olarak kullanilan 2. Grup deneklerde hipokampusta
skleroz gorulmezken, grup 3 ve grup 4 deneklerde sklerozun olustugu
g6zlenmistir. Enjeksiyonun yapildig1 taraf hipokampuslarda mGIuR1 ve
mGIuR5 miktarlari ylksek olarak bulundu. Lakozamid enjekte edilen grupta
grup 1 mGIuR ekspresyonu iizerine etki gorilmedi. intrahipokampal olarak
enjekte edilen kainik asit sonrasinda TLE modeli olusturuldu. Yapilan
immunohistokimya ve Western Blot galismalari sonucunda grup 1 mGIuR
ekspresyonunda anlaml artis gozlenmedi. Yine yeni bir antiepileptik ajan
olan Lakozamid’in grup 1 mGIuR ekspresyonu uzerine herhangi bir etkisi
goOrulmedi.

Anahtar Kelimeler: Kainik asit, lakozamid, epilepsi, temporal lob epilepsi,
glutamate



ABSTRACT

Bilginer, B. The effect of lacozamide on expression of group 1
metabotropic glutamate receptors at temporal lobe epilepsy model.
Hacettepe University Institute of Health Sciences, Advanced Program in
Neuroscience PhD Thesis, 2016. Rather than being a disease or a
syndrome, epilepsy is conglomerate of symptoms that effect brain functions.
It is a frequent condition with a prevalance of 20-70 per 100.000 population in
developed countries. Hippocampal sclerosis accompanies the most common
form of epilepsy — the mesial temporal epilepsy (MmTLE). Histologic
examinations of hippocampal specimens in patients with temporal lobe
epilepsy shows a decreased cellular density compared to that of
extrahippocampal epilepsy patients; this finding suggests a relation between
hippocampal sclerosis and temporal lobe epilepsy. It is accepted that
interaction with ionotropic and metabotropic gluamate receptors due to
widespread synaptic situmalation with glutamate, is an important factor in
temporal lobe epilepsy. Our aim is to investigate the effects of lacozamide —
an antiepileptic agent — on group | metabotropic glutamate receptor
expression in a temporal lobe epilepsy model. Thus this study is thought to
contribute the understanding of TLE etiopathogenesis and treatment.
Subjects were divided into 4 groups. These are: Group 1 Sham (n=8): Only
burr hole was performed without intrahippocampal injection; Group 2 Control
(n=8): Burr hole and intrahippacampal saline injection without kainic acid and
LCS; Group 3 Kainic acid (KA) group (n=8): Burr hole, intrahippocampal
kainic acid injection and 2 weeks of intraperitoneal saline treatment without
LCS; Group 4 Lakozamid (LCS) group (n=8): Burr hole, intrahippocampal KA
injection and 50mg/kg intraperitoneal LCS treatment for 2 weeks. After
anesthesizing animals, they were fixated in stereotactic frame. With the aid
of coordinates shown in Rat Brain Atlas, injection was performed at dorsal
hippocampus using a Hamilton needle. Soon animals were decapitated and
histopathologic examination were performed. There was no hippocampal
sclerosis in group 2 (control); however sclerosis was visualized in group 3
and 4. Measurements shows increased expressions of mGIuR1 and mGIuR5
on the side of injection. There was no effect of lacozamide injection on group
1 mGIuR expression. We have performed a rat model of TLE with
intrahippocampal kainic acid injection. Immunohistochemical and Western
Blot studies shows that there is no significant increase in group 1 mGIuR
expression. Similarly the new antiepileptic drug lacozamide has no effect on
group 1 mGIluR expression.

Key Words: Kainic acid, lacozamide, epilepsy, temporal lobe epilepsy,
glutamate
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1. GIRIS VE AMAG

Temporal lob epilepsisi, lokalizasyonla iliskili epilepsilerin yaklasik Ggte
ikisini olusturmaktadir. Gerek klinik, gerekse de elektrofizyolojik ve radyolojik
Ozellikleri oldukga iyi anlasilmig olan bu epilepsi turine erigkin ¢agda ¢ok
daha siklikla rastlanmaktadir. Febril konvulsiyonlar temporal lob epilepsisinde
en sik gorulen risk faktorleri arasindadir. Nobetler bu formda genellikle erken
erigskin cagda ortaya c¢ikar. Uzun sdreli elektroensefalografi (EEG)
monitérizasyonunda temporal lob baslangi¢li ndbetler %90 oraninda
kaydedilebilir. Manyetik rezonans géruntilemede, hipokampal atrofinin yani
sira saptanan hipokampal intensite artisi 6nemlidir. Cerrahi girisim sonrasi
alinan hipokampal dokularin patolojik incelemesinde hipokampusta CA1,
CA3, CA4 ve dentat granul hucrelerinde néronal kayip dikkati geker.

Elektrofizyolojik, radyolojik ve patolojik gelismelerin hipokampal
skleroz ve epilepsi iligkisinin aydinlatiimasinda onemli katkilar sagladigi
ortadadir. Ancak temporal lob epilepsilerine yol acan molekiler
mekanizmalar bugiin halen tam olarak aydinlatilamamistir. iyonotropik ve
metabotropik  glutamat reseptorlerinin - temporal lob  epilepsisinin
patofizyolojisinde dnemli rol oynadidi disunulmektedir. Bugune kadar yapilan
calismalarda temporal lob epilepsi hastalarindan alinan hipokampal
rezeksiyon materyallerinde ve hayvan deneylerinde iyonotropik glutamat
reseptorleri olan NMDA, AMPA ve kainat reseptorlerindeki degisiklikler
ayrintili olarak g¢alisiimistir ancak literattirde epilepside metabotropik glutamat
reseptor ekspresyonunu ve fonksiyonunu arastiran c¢alisma sayisi son
derece kisithdir. Bununla birlikte metabotropik glutamat reseptorlerinin
modullasyonunun epileptogenezde ve ndbetlerin indiksiyonunda ve
Onlenmesinde roli olabilecegine dair kanitlar son yillarda ortaya
konulmaktadir. Ozellikle yan etki profilinin diisik olmasi nedeniyle klasik
antiepileptik ajanlara alternatif olabilecegi distnilen mGIuR agonist ve
antagonistleri giderek daha ¢ok ilgi gormektedir.

Metabotropik glutamat reseptorleri, G-proteinleri ile iliskiye girerek

presinaptik inhibisyon ve postsinaptik eksitasyona yol acarlar. Bu



reseptorlerin birinci grubu iginde yer alan mGIuR1 ve mGIuR5 alt gruplari
hipokampal CAl1 ve CA2 sektorlerinde bulunurlar. Modulator etkilerinin
oldugu bilinen ve beyinde yaygin olarak bulunan grup 1 metabotropik
glutamat reseptérlerinin nébet fizyopatolojisinin ortaya konmasi agisindan
onemli biyokimyasal parametreler olduklarini diginmekteyiz.

Biz yaptigimiz galismada deneklerin hipokampusuna direk olarak
enjekte ettigimiz kainik asit sonrasinda olusturdugumuz hipokampal skleroz
modelinde; grup 1 metabotropik glutamat reseptdrleri olan m GIuR1 ve
mMGIuRS’in ekspresyonu Uzerine yeni bir antiepileptik ajan olan lakozamid’in

etkilerini incelemeyi hedefledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Epilepsinin Tarihgesi

Kelime olarak “epilepsi”, tarihi insanlhigin baslangicina kadar giden ve
Yunanca tutukluk yapmak anlaminda kullanilan “Epilambanein” kelimesinden
tiremis bir sozciktir. Epilepsi ile ilgili ilk bilgilere M.O. 2080 yilinda
yayimlandigi dusunulen Hammurabi kanunlarinda rastlanmaktadir. Bu yazida
nobet ile ates arasinda bir iliski oldugundan bahsedilmektedir. Yine M.O.
1067 yillarinda Akatlar tarafindan kaleme alinan Sakikku metninde
epilepsiden bahsedilmektedir. Hipokrat M.O. 460 yilinda yazdi§i “On the
sacred disease” adli eserinde epilepsinin beyin dokusundan kaynaklandigini
belirtmis ve epilepsiye “mal caduque” adini vermistir. Kasgarli Mahmut
yazdigl “Divan’u Lugat-it Turk” adli eserinde ndbet kelimesi yerine kullanilan
“talgan” kelimesinden sikga bahsetmistir (1).

Cagdas anlamda epilepsinin tanimlanmasindaki en énemli adim 19.
yiizyllda ingiliz bilim adami John Huglins Jackson tarafindan atiimis ve
epilepsiyi beynin gri cevherinin akut ve lokal desarjlar olarak tariflemigtir.
Daha sonra Gowers epilepsi ile ilgili ilk siniflamay1 yapmis ve Hans Berger de
ilk kez insanlarda EEG ¢ekerek beyin dalgalarini gostermigtir. Epilepsi ile ilgili
ilk beyin ameliyati ise yine ingiliz beyin cerrahi Victor Horsley tarafindan 1886

yihinda basari ile uygulanmistir (1).

2.2. Epilepsi Tanimi

Epileptik ndbet beyindeki néronlarin asiri ve hipersenkron aktivitesi
sonucu ortaya cikan nérolojik bir islev bozuklugudur. Ozellikle 1929 yilinda
Hans Berger’in beyinde olusan aksiyon akimlarini kaydetmesinden sonra
fizyopatolojik anlamda epilepsi ¢ok farkli boyutlara taginmistir. Buglnku
calismalarin 1siginda epilepsinin; inhibisyonun azalip, dengenin eksitasyon
lehine bozulmasi sonucu olugan uzamig ndronal senkron desarjlarina bagl
oldugu soylenmektedir. Hucresel duzeyde olusan bu hipereksitabilite ve
hipersenkronizasyon sonucu goérulen biyokimyasal degisiklikler epilepside
altta yatan anormal elektriksel aktiviteye neden olmaktadir (2). Ancak bir

noronun anormal desarji her zaman klinik nobet olusturmak igin yeterli



degildir. Bu anormal desarjlar genis bir néronal ag icerisinde ise klinik nobete
neden olurlar. Inhibitér transmitter maddeler hiicrede hiperpolarizasyona
neden olup hicre zarinin daha zor desarj olmasini saglarken, eksitator olan
maddeler hlcre zarindaki potansiyel farkini azaltarak daha kolay
depolarizasyona neden olurlar. Dolayisiyla olusan sinaptik etki eksitator ise,
desarjlarin ard arda vyinelemesine neden olarak komsu noronlarla

senkronizasyon sonucu epileptik nébetin temelini olusturur (2,3).

2.3. Epilepsi insidans ve Prevalansi

Toplumlara ve vyapilan istatistiksel g¢alismalarin yontemlerine gore
degismekle birlikte epilepsinin gelismis Ulkelerdeki insidansi 100.000 de 20-
70 arasinda degismektedir. Erkeklerde gorilme orani kadinlara gore biraz
daha fazladir. Bunun nedeni olarak erkeklerin travmaya daha fazla maruz
kaldiklari gibi etkenler gosterilmisti. Dinya Saglk Orgitinin yaptig
¢alismalarda epilepsi prevalansi 1000 de 6 olarak belirtilmistir (4,5).

Genel anlamda bakildiginda parsiyel ndbetler, tim yas gruplarinda en
yaygin ndbet tipidir ve bu ndbetler gocukluk ¢agi ndbetlerinin %50’sinden
daha fazlasini olusturur. Kompleks parsiyel ndbetler ise en yaygin alt tiptir.

Jeneralize nobetler cocuklarda erigkinlere nazaran daha siktir (4).

2.4. Epilepside Etyoloji

Epilepsi, altinda yatan nedenler g6z ©Onlne alindiginda oldukca
heterojen bir tablodur. Ozellikle iyonik kanallarda iletim bozukluguna yol
acabilecek molekller kanal degisiklikleri, inhibitdr noérotranmitterlerde
yetersizlige yol acabilecek tablolar ve iyon pompalama ve repolarizasyonunu
duzenleyen enzimlerin yetersizligi gibi durumlarda nobet gorulme sikhigi artar.

Edinsel nedenler icinde kafa travmalari, enfeksiyonlar, santral sinir
sistemi tumorleri, damar hastaliklari, iskemik inmeler ve beyin kanamalari en
sik nedenler arasindadir. Bunlarin diginda Lafora, MERRF, Lipofuksinozlar,
Tuberoskleroz, Angelman, MELAS ve Aicardi gibi bir takim metabolik
hastaliklar 6zellikle gocukluk caginda ndbetlere neden olabilirler (3,4).



2.5. Epilepsi Siniflamasi

Oldukg¢a karmasik bir semptomlar toplulugu seklinde karsimiza gikan
epilepsinin siniflandiriimasi c¢alismalari ilk olarak 1954 yilinda Penfield ve
Jasper tarafindan yapilmistir. Uluslararasi Epilepsi ile Savas Derneg@i'nin
(International League Against Epilepsy, ILAE) 1981'de yayinladigi epilepsi
siniflamasi (Tablo 2.1) ginumuzde halen gegerliligini koruyan bir siniflamadir
(6,7).

Gunumuzde gerek goruntiileme, gerek molekller dizeyde yapilan
calismalar ve gerekse de cerrahideki gelismelerin 1siIginda Luders ve
arkadaglari 1998 yilinda semiyolojik bir ndbet siniflamasi 6nermiglerse de
uzun tartismalarin ardindan ILAE 2010 vyilinda epilepsi siniflamasini
guncellemistir (8).

Epileptik sendromlara bakildiginda ise karsimiza daha tipik ndbet
tipleri ile giden ve belli bir yag grubunda gorulen tablolar ¢cikmaktadir. 1989
yihinda ILAE tarafindan epilepsi ve epileptik sendromlar bashigi altinda yeni
bir siniflandirma yapilmistir (Tablo 2.2). Bugln halen ILAE’nin 1981 ndbet
siniflamasi ve 1989 epilepsi sendrom siniflamasi ana siniflamalar olarak

gecerliliklerini korumaktadir (6).



Tablo 2.1. Epileptik ndbetlerin siniflandiriimasi (ILAE 1981).

PARSIYEL (lokal, fokal) NOBETLER
1. Basit Parsiyel Nobetler (biling durumunda bozulma olmaksizin)
a) Motor bulgularla seyreden
Yayginlagsmayan fokal motor
Yayginlasan fokal motor (jacksonien)
Versiv
Postural
Fonotuvar
b) Somatosensoryel veya spesifik duyusal semptomlu
Somatosensoriyel
Viziel
Odituvar
Olfaktor
Gustator

c) Otonomik semptom ve bulgular olan (epigastrik his, korku, terleme,
pupil dilatasyonu vb.)

d) Psisik belirtilerle seyreden (yuksek kortikal fonksiyonlarda bozulma)
Disfazik
Disamnezik (deja vu)
Kognitif (dissel hal, zaman duyumunun bozulmasi)
Affektif (korku, dfke)
ilizyon (makropsi)
Bigimlenmis halusinasyonlar (muzik, manzara)
2. Kompleks Parsiyel Nobetler (biling bozuklugu ile giden)
a) Basit parsiyel baslangici biling bozuklugunun izledigi
Basit parsiyel nobeti biling bozuklugunun izlemesi ile
Otomatizm ile
b) Biling durumunun baslangigtan itibaren bozuldugu
Yalniz biling bozuklugu ile
Otomatizm ile




Tablo 2.1. (Devam) Epileptik ndbetlerin siniflandiriimasi (ILAE 1981).

3. Sekonder jeneralize olan parsiyel nObetler
Jeneralize nobete donusen basit parsiyel nobetler
Jeneralize ndbete donusen kompleks parsiyel ndbetler

Basit parsiyelden, kompleks parsiyele ve jeneralize ndbetlere
donusenler

JENERALIZE NOBETLER (Konviilsif ve Konvilsif olmayan)
1. Absans Nobetleri
a) Tek veya digerleri ile birlikte
Yalniz biling bozuklugu ile
Hafif derecede klonik 6zelligi olan
Atonik dzellikleri olan
Tonik 6zellikleri olan
Otomatizm ile
Otonomik dzellikleri olan
b) Atipik absanslar
Motor semptomlu, basit parsiyel ndébetlerden daha az belirgin olanlar
Ani baslamayan ataklar
c) Miyoklonik Nobetler (tek veya multipl jerkler)
d) Klonik N6betler
e) Tonik Nobetler
f) Tonik-klonik Nobetler
g) Atonik Nobetler (Astatik)

SINIFLANDIRILAMAYAN EPILEPTIK NOBETLER




Tablo 2.2.  Epilepsilerin ve epileptik sendromlarin uluslararasi siniflamasi
(ILAE 1989).

LOKALIZASYONLA iLGILi (Fokal, Lokal, Parsiyel)

a) idiyopatik (yasla ilgili ataklar)
Sentro temporal dikenli benign ¢ocukluk epilepsisi
Oksipital paroksizmlerle giden cocukluk epilepsileri
Primer okuma ile giden epilepsi

b) Semptomatik

Cocukluk ¢caginin progresif epilepsia parsiyalis kontinuasi
(Kojewnikow Sendromu)

Spesifik faktorlerle uyarilan nébetlerle karakterize sendromlar
Temporal, frontal, parietal, oksipital lob epilepsileri

c) Kriptojenik (semptomatik ama etiyolojisi bilinmeyen)
Temporal, frontal, parietal, oksipital lob epilepsileri

JENERALIZE EPILEPSiI VE SENDROMLAR
a) idiyopatik (yasa bagl baslangig)
Bebeklik donemi benign miyoklonik epilepsisi
Benign neonatal familyal konvulsiyonlar
Benign neonatal konvulsiyonlar
Cocukluk caginda gorulen absans tipi epilepsi(piknolepsi)
Juvenil gagd absans epilepsisi
Juvenil ¢cag myoklonik epilepsisi (impulsif petit mal)
Uyanma sirasinda ortaya ¢ikan jeneralize tonik-klonik nébetler
Uyarici spesifik durumlarla cabuklastiriimis epilepsiler
b) Kriptojenik veya semptomatik epilepsiler (yagsa gore)
West sendromu (infantil spazmlar, Blitz-Nick-Salaam Kraempfe)
Lennox Gastaut
Myoklonik astatik ndbetli epilepsi
Miyoklonik absansla karakterize epilepsiler
c) Semptomatik (Non-spesifik etyolojili)
Erken miyoklonik ensefalopati
Supresyon burst ile bebekligin erken epileptik ensefalopatisi
Diger semptomatik jeneralize epilepsiler
Spesifik norolojik hastaliklara baglh semptomatik epilepsiler




Tablo 2.2. (Devam) Epilepsilerin ve epileptik sendromlarin uluslararasi
siniflamasi (ILAE 1989).

FOKAL VEYA JENARALIZE OLUP OLMADIKLARI BELIRLENEMEYEN
EPILEPSILER VE SENDROMLAR

a) Jeneralize ve fokal nobetler birlikte
Neonatal nobetler
Bebeklik donemi ciddi miyoklonik epilepsi
Yavas dalga uykusu sirasinda devamli diken dalgal epilepsi
Kazanilmis epileptik afazi(Landau-Klefner Sendromu)
Diger belirlenemeyen epilepsiler
b) Belirli fokal veya jeneralize bulgusu olmayanlar

OZEL SENDROMLAR
a) Belirli durumlarlailgili nébetler
Febril konvilsiyonlar
izole ndbetler veya izole status epileptikus
Akut metabolik veya toksik nedenlere bagli ndbetler
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2.6. Epilepsi ve Genetik

Epilepsi ile ilgili genetik calismalar 1990’1 yillarda baglamig ve 1995
yihinda CHRNA4 gen mutasyonunun otozomal dominant nokturnal epilepsiye
neden oldugu bulunmustur. Daha sonra SCN1A, SCN1B ve GABRB2 gibi
genlerdeki  mutasyonlarin  monogenik  epilepsiye  neden  olduklari
gOsterilmigtir. 2009 yilinda epilepsi ile iligkili mikrodelesyonlarin
tanimlanmasiyla epilepsi alaninda genetik anlamda buyuk gelismelerin onu
acllmistir. Epilepsi ile iligkili bazi genler tablo 2.3’de verilmigtir.

Epilepsi ile gelen hastalarin yaklasik %40’inda multifaktoryel bir
kalitimin oldugu bilinmektedir. Epileptik hastalarin birinci derece yakinlarinda
ndbet riski %12’lere kadar ¢ikmakta iken bu oran normal populasyonda
yaklagsik %0,5 civarindadir. Mendelyan kalitim gdsteren 200’den fazla
hastaliga bugln nobetlerin eslik ettigi bilinmektedir (Tablo 2.4).

Cocukluk ¢aginda gorilen idiopatik jeneralize epilepsilerin ¢ok buyuk
bir kisminda pozitif aile hikayesi vardir. Bu oran monozigotik ikiz
calismalarinda %95’lere kadar c¢ikmaktadir ki bu da jeneralize epilepsi
etyolojisinde genetik bir neden oldugunu destekler.

Yapilan epileptogenetik calismalar epilepsinin X’e bagli, otozomal,
multifaktoryel ve kompleks kalitim modelleri gibi pek c¢ok genetik gegis
yollarinin oldugunu gostermistir. Tum gen DNA dizi analizleri bu hastalik ile

ilgili kompleks genetik mekanizmalari ortaya koymaktadir (8).



Tablo 2.3. Epilepsi ile iligkili genler.

11

iligkili Sendrom Genler
Absans CACNA1A
Ailesel infantil myoklonik epilepsi TBC1D24
Benign ailesel infantil konvulsiyon ATP1A2

Benign neonatal ailesel konvilsiyon
Cocukluk ¢agi absans epilepsi
Dravet sendromu

Erken infantil epileptik ensefalopati
Erken baslangic¢h absans epilepsi
Febril ndbetle birlikte genetik epilepsi

Gelisim bozukluguyla birlikte fokal
epilepsi

infantil spazm
Juvenil myoklonik epilepsi

Otozomal dominant noktirnal frontal
lob epilepsisi

Otozomal dominant igitsel dzellikli
parsiyel epilepsi

Paroksismal diskenezi ile birlikte
jeneralize epilepsi

KCNQ2- KCNQ3-SCN2A
CLCN2- GABRG2

SCN1A

ARX-STXBP1

SLC2A1

GABRD- SCN1A-SCN1B-SCN2A
TBC1D24

ARX
CACNB4-CHNRA7-EFHC1-GABRA1
CHRNA4- CHRNB2

LGI1

KCNMA1
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Tablo 2.4. Mendelyan kalitimli epilepsilerde tanimlanan genler.

Alt grup

Fenotip

Gen

a) Idiyopatik epileps

ide iyon kanal genleri

Sodyum kanallari
Potasyum kanallar
Klor kanallari
Nikotinik asetilkolin

reseptorleri

GABA A
reseptorleri

Febril nébetle birlikte
jeneralize epilepsi

Benign neonatal ailesel
konvulsiyon

idiopatik Jeneralize epilepsi

Otozomal dominant
nokttrnal frontal lob
epilepsisi

idiopatik Jeneralize epilepsi
Febril ndbetle birlikte
jeneralize epilepsi

SCN1A-SCN1B-SCN2A
KCNQ2- KCNQ3
CLCN2

CHRNA4- CHRNB2-

GABRG2/GABRA1

b) Idiyopatik epileps

ide iyon kanall olmayan genler

Fonksiyonu Otozomal dominant lateral LGI1
bilinmeyen temporal epilepsisi
G-proteinine bagll | Febril nébet MASS1/VLGR1
reseptorler
c) Progresif myoklonik epilepsiler
Poliglikozan Lafora hastaligi EPM2A/EPM2B
metabolizmasi
Respiratuar zincir | Myoklonik epilepsi ve MTTK /MTTL1
'ragged red fibers'
Sistein proteaz Lundborg hastahgi CSTB
inhibisyonu
Glikopeptit/ Sialidozis metabolizmasi NEU1
oligosakkarit
Lipidozis infantil néronal seroid PPT
lipofuksinozis
Gegc infantil néronal seroid CLN2
lipofuksinozis
Juvenil néronal seroid CLN3
lipofuksinozis
Gegc infantil néronal seroid CLN5
lipofuksinozis
Gegc infantil néronal seroid CLN®6

lipofuksinozis
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2.7. Epilepsinin Biyokimyasi

Merkezi sinir sisteminin  en ©6nemli eksitatbr norotransmitteri
glutamattir. Bu eksitator yollarin agiri aktivasyonu epileptik aktiviteden 6lume
kadar giden bir takim yollari aktive eder (4).

Glutamat reseptorleri iyonotropik ve metabotropik olarak iki gruba
ayrilirlar. lyonotropik reseptorler AMPA, kainat ve NMDA olmak (izere 3 alt
tipe ayrilirlar. AMPA reseptorleri merkezi sinir sisteminde oldukca
yaygindirlar ve hizli eksitator iletimden sorumludurlar. NMDA reseptorleri Na*
ve Ca*?un hiicre igine K*un ise hiicre disina akisini saglarlar. Kainat
reseptorleri de hipokampuls bolgesinde bulunurlar ve dusuk ile yiksek
affiniteli olmak Uzere degisik alt gruplari vardir.

Metabotropik reseptdrler G-proteinleriyle iliskiye girerek presinaptik
inhibisyon ve postsinaptik eksitasyona yol acarlar. Bu reseptérler ¢ gruba
ayrilmiglardir. Birinci grup (mGIuR1-5) hipokampal CA1 ve CAZ2de
bulunurlar. ikinci grup (mGIuR2,3,8) serebellar golgi, neokorteks ve
hipokampusta bulunur. Ucuincii grup (mGIuR 4,6,7) ise serebellumda
bulunur.

Glutamaterjik sinapslar epilepside kritik 6neme sahiptirler ve hem
ionotropik hem de metabotropik glutamat reseptdrlerinin aktivasyonu

prokonvulsan etki gdsterir.

2.8. Hipokampus Anatomisi

Hipokampus anterioru daha genis posteriora dogru gidildikgce daha
daralan bir yapi olarak genellikle deniz atina benzetilir (Sekil 2.1). Bas govde
ve kuyruk olmak uzere ug¢ ana yapidan olusur. Yaklasik olarak uzunlugu 4,5
cm civarindadir. Cornu ammonis ve gyrus dentatus adi verilen ve birbirine
sarilan iki kortikal laminadan olusur. On tarafina “pes hippocampi” adi verilir.

Bu bolgedeki pencgeye benzer ¢ikintilara “digitationes hippocampi” adi verilir.
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Hipokampus'un butin ylzeyi alveous adi verilen bir tabaka ile
ortuliddr. Bu tabakanin lifleri medialde birbirine yaklagsarak fimbria
hipokampiyi meydana getirirler. Fimbria’nin 6n ucu uncusta sonlanirken, arka
ucu alveous ile birlikte crus forniksi olusturur. Hipokampus hlicre yapisindaki
degisiklikler nedeniyle CA1, CA2, CA3, CA4 gibi farkh alanlara ayriimistir
(10).

e CAIl Insanda en genis hipokampal bolgeyi kaplayan sektérdiir.

Hipokampus ile subikulum arasindaki baglantiy1 saglayan bolgedir.
Sommer sektoru olarak ta adlandirilir. Anoksi ve iskemiye oldukga
duyarli bir bolgedir.

e CA2 Hipokampusun inferior kismini olusturur. Hipoksiye daha
dayanikli bir bolgedir. Dolayisiyla direncli sektor olarak ta bilinir.

e CAS3 Spielmeyer sektoru olarak ta bilinir. Burasi da CA2 gibi
hipoksiye dayaniklidir. Hipokampusun inferiorunda yerlesmistir ve
miyelinsiz yosunsu lifler icerir.

e CA4 Bratz sektori olarak bilinir. Hipokampus ile dentat girus
arasinda gegis bdlgesidir. Hipoksiye orta derecede duyarlidir.

Buradaki yosunsu lifler myelinlidir.

Hipokampus temel olarak posterior serebral arter dallarindan beslenir.
Ayrica anterior koroidal arter de hipokampusa dallar verir. Venoz drenaji ise
sulkal ve subepandimal venler yolu ile superfisyal hipokampal venlere olur.
Bu venler 6nde inferior ventrikiler ven arkada ise medial atrial venler yolu ile

bazal vene dokulurler.
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1, alveus; 2, stratum oriens; 3,

stratum pyramidale; 3',
stratum lucidum; 4, stratum
radiatum; 5, stratum
lacunosum; 6, stratum
moleculare; 7, vestigial
hippocampal sulcus. Gyrus
dentatus; 8, stratum
moleculare; 9, stratum
granulosum; 10, polimorfik
katman; 11, fimbria; 12,
margo denticulatus; 13,
fibrodentate sulcus; 14,

superfisial hipokampal sulkus;

15, subiculum

Sekil 2.1. Hipokampusun kesitsel goruntisu.

Histolojik olarak ise hipokampus 7 farkli tabakadan meydana gelmistir.

Bunlar;

Alveus: En derin tabaka
Oriens tabakasi
Piramidal tabaka
Lusidum tabakasi
Radiatum tabakasi

Lakiinozum tabakasi

N o g M wDd PR

Molekiler tabaka: En ylzeyel dis tabaka

Bunlarin diginda hipokampusa gelen afferent ve hipokampustan gikan

efferent liflerde vardir. Bunlar;

A) Afferent yollar

1. Singulat girustan baslayip hipokampusa giden lifler

2. Septal nukleustan baslayip posteriordan hipokampusa gelen

lifler

3. Bir taraf hipokampustan baslayip orta hattan fornix yolu ile

diger hipokampusa giden lifler

4. indusium griseumdan baslayip posteriordan longitidunal

striay1 kullanarak hipokampusa gelen lifler

5. Entorinal alandan hipokampusa gelen lifler
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6. Dentat girus ve parahipokampal girustan baslayip

hipokampusa gelen lifler
B) Efferent yollar

1. Anterior kommissur posteriorundan gecerek mamiller
bodilere gelen lifler

2. Anterior kommissur posteriorundan gecgerek talamus anterior
ndkleuslarina gelen lifler

3. Anterior kommissir posteriorundan gecerek tegmentuma
gelen lifler

4. Anterior kommissur posteriorundan gecerek septal nukleus,
lateral preoptik alan ve hipotalamusun 6n tarafinda sonlanan
lifler

5. Habenular nikleusa gitmek Uzere stria medullaris talami ile

birlesen lifler

2.9. Hipokampal Skleroz

Hipokampal skleroz ve epilepsi arasindaki iligkiyi ortaya koyan
calismalar cok eski donemlere dayanmaktadir. ilk zamanlar da hipokampal
skleroz ile ilgili deneyimler sadece post mortem calismalara ait iken 20.
Yuzyilin ortalarina dogru yapilan epilepsi cerrahisi sonrasi ¢ikarilan dokular,
skleroz ile ilgili cok dnemli bilgilere i1sik tutmustur (3,4,10,11).

Hipokampal skleroz ilaca direncli mesial temporal lob epilepsi
sendromu’nun en 6nemli patolojik bulgusudur. Histolojik olarak hipokampal
skleroz CA1 ndronlarda piramidal hicre kaybi, reaktif gliozis, dentat gyrusta
granuler hicreler de vyaygin inflamasyon ve yosunsu hicrelerde
reorganizasyon ile karakterizedir. Hipokampal sklerozda CA1 ve CA4 néronal
kaybin en yogun oldugu bdlgeler olarak gdze c¢arparken, CA2 ve dentat girus
hicre dlumune karsi direngli olan bolgelerdir (Sekil 2.2) (10-12).

Epilepsi  cerrahisi sonrasi  ¢ikarilan  hipokampal  dokularin
incelenmesinde ILAE’nin 2013 hipokampal skleroz klasifikasyonu bugun
yaygin olarak kullaniimaktadir (Tablo 2.5) (13).
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Sekil 2.2. Hipokampal formasyon. immunhistokimya boyama sonrasinda

hipokampus i¢ yapisinin gérinumu. Sag taraf normal i¢ yapi, sol

taraf sklerotik hipokampus gorinima.
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Tablo 2.5. Hipokampal skleroz siniflamasi (ILAE 2013).

Noéronal hiicre kaybi ve gliozis paterni Noéronal hiicre kaybi ve gliozis
(Biitiin halinde rezeke edilebilmis materyal) | Paterni (inkomplet drnek)

Siniflama |ILAE tip 1a| ILAE tip |ILAE tip 2 |ILAE tip 3| HS yok Buyuk [Muhtemel
(Klasik HS) 1b (CAL- | (CA4- olasilikla HS

(Agir HS) |sklerozisi)|sklerozisi) HS

SUB 0-1 0-1 0-1 0 0 0-1 n.a.
CAl 2 2 2 0-1 0 1-2 n.a.
CA2 0-1 1-2. 0-1 0-1 0 n.a. n.a.
CA3 0-1 2 0-1 0-1 0 n.a. n.a.
CA4 2 2 0-1 1-2 0 n.a. 1-2
DG 0-2 1-2 0-2 0-2 0-1 n.a. 0-2

0: Saptanabilen néronal kayip yok/sadece gliozis;

1: Kismen-orta néronal kayip ve/veya gliozis;

2: Agir ndronal kayip (néronlarin biydk bélimu) ve fibriler gliozis.

HS’nin degerlendirmesinde énem tasiyan temel noktalar:

a: Formalin fikse parafine gémulmus cerrahi materyalden elde edilen 4-7 um lik kesitlerin
H+E, CV/LFB, NeuN ve GFAP boyalari ile degerlendiriimesi;

b: Fasia dentataya ait granil hicreler normalse (0), dispersiyon varsa (1), agir kayip
iceriyorsa (2) olarak skorlanmasi (bu bulgu fokal de olabilir);

c: Eger cerrahi olarak hipokampus “en bloc” ¢ikarildiysa “en bloc” koronal doku takibi dnerilir.
d: Eger CA1 ile subikulum gecisi cerrahi materyalde mevcut ise subikulum piramidal hicre
kaybli icermeyisiyle taninir.

Tayin edilemeyen HS: materyal inkomplet gikariimis ise yada patolojik prosedir dogru
uygulanmadiginda hipokampusun anatomisi tam degerlendiriilemez ise skorlama
yapilamadigi durumlar igin kullanilacak tanim.

n.a.: Histolojik incelemeye uygun degil.
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2.10. Temporal Lob Epilepsisi

Temporal lob epilepsileri, lokalizasyonla iligkili epilepsilerin oldukga
onemli bir kismini olusturmaktadir. Mesial ve neokortikal olmak Uzere kendi
icinde iki farkli tipi vardir. Mesial temporal epilepsi eriskin ¢cagda en sik
tanimlanan semptomatik parsiyel epilepsi tipidir. Cocukluk ¢aginda gegirilen
febril konvulsiyonlar buradaki en o6nemli risk faktoradur. Yine g¢ocukluk
¢aginda maruz kalinan kafa travmalari ve santral sinir sistemi enfeksiyonlari
onemli risk faktorleri arasindadir. Klinik bulgular, elektroensefalografi (EEG)
bulgulari, manyetik rezonans goruntileme (MRG) ve SPECT (single photon
emission computed tomography) ¢alismalari sayesinde tani konulur.

Bu hastalarin yaklasik %80’inde skalp Gzerinden alinan EEG kayitlari
tanida yeterlidir. Tetkikler arasinda tutarsizliklar oldugunda intrakranyal
olarak konulan elektrotlarla kayitlar almak gerekebilir (5,11,12).

Mesial temporal lob epilepsi (MTLE) tanisi konulan ve ameliyat olan
hastalarin patolojilerinde CA1, CA3, CA4 ve dentat grandl htcrelerinde
ndronal kayip dikkat cekerken, CA2 hicreleri genellikle korunmustur. MTLEli
hastalarin cerrahi orneklerinde hipokampal sklerozun yani sira %15-20
oraninda tumor, gelisimsel ya da vaskiler malformasyonlar gibi ek
patolojilere rastlanilabilir (11,12).

Neokortikal temporal lob epilepsisindeki gerek Kklinik gerekse de
radyolojik ve elektrofizyolojik 6zellikler daha disuk oranda tanimlanabilmistir.
Burada noébetler genellikle G¢linct dekattan sonra baglar ve 6n planda risk

faktoru olarak kafa travmalar ve santral sinir sistemi enfeksiyonlari bulunur

(8).

2.11. Antiepileptik ilaglar

Hucreler arasi etkilesim, iyon kanallari ve bunlardaki voltaj duyarh
sapmalar ile eksitator ve inhibitdr ndrotransmitterlerin post sinaptik etkileri
epilepsi ile baglantili klinik bulgulari ortaya cikardigina gore, antiepileptik
ilaglarin da bu noktalara etkili olmalari gerektigi muhakkaktir. Ornegin
difenilhidantoin voltaja duyarli Na* kanallarini etkileyerek glutamat gibi

eksitator norotransmitterlerin salinimini azaltirken, vigabatrin ve tiagabin
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GABA metabolizmasint ve GABA geri alinbmini  inhibe ederler.
Benzodiazepinler klorid kanallarinin agilmasini uyararak etkilerini gosterirler.

Epilepsi ile gelen bir hastada kullanilacak ilag genellikle nébet tipine
gore belirlenir. Klasik olarak bilinen tum epilepsi ilaglar birinci basamak
ilaclardir ve tedaviye genellikle bunlarla baglanir. Birinci basamak ilaglarin
uygun doz ve surede kullaniimalarina ragmen nobetler devam ediyorsa ikili
ya da Uglu tedaviler denenebilir. Ancak ikili tedavi kullanilmasina ragmen
nobetlerin devam ettigi hastalarda tguncu ilacin ndbetleri durdurma sansi
oldukca duguktur (8,14).

2.12. Lakozamid

Lakozamid, kimyasal adiyla 2-asetamido-N-benzil-3-
metoksipropionamid, 2,3-diaminomaleonitrilin R-enantiomeri, (Vimpat®), 2008
yilinda erigkinlerde parsiyel baslangi¢li ndbetlerin tedavisi igin onaylanmig
olan yeni nesil bir antiepileptik ilactir. Islevsellestirilmis aminoasit yapisinda
olan lakozamid, klasik sodyum kanal blokerlerinden farkli olarak voltaj
bagimh sodyum kanallarinin hizli aktivasyonunu degil yavas aktivasyonunu
artirmaktadir. Bu etki mekanizmasi; asir uyarilabilir durumdaki néronal
membranlarin stabilizasyonu, néronal ateslemenin inhibisyonu ve fizyolojik
islevleri  etkilemeksizin  uzun ddénemde kanallarin azalmasi ile
sonuclanmaktadir (Sekil 2.3). Yakin zamanda yapilan calismalar jeneralize
veya kompleks parsiyel nobetlerde, status epileptikusta etkili oldugunu
gOstermistir (14-17). Bunun yaninda lakozamidin periferik diyabetik néropati
tedavisinde sinirh etkisi de hem deneysel hem Kklinik ¢alismalarda
gOsterilmistir.

Lakozamid iyi tanimlanmis ve arzu edilen bir farmakolojik profile
sahiptir. Gastrointestinal sistemden hizli absorbe edilmekte, sitokrom p-450
izoenzimleriyle neredeyse hi¢ etkilesime girmemekte ve ilag etkilegimleri
acisindan dusuk potansiyel tasimaktadir. Hayvan deneklerle yapilan
toksikoloji ve guvenlilik caligmalari da lakozamidin iyi tolere edilebilen,
yalnizca minér yan etkilere sebep olan, guvenli bir ila¢g oldugu gostermistir
(18).
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Sekil 2.3. Lakozamidin olasi etki mekanizmasi.



22

2.13. Deneysel Epilepsi Modelleri

Deneysel epilepsi modeli secilirken akilda bulundurulmasi gereken en
onemli nokta hicbir modelin bu hastaigin kompleks yapisini tam olarak
karsilayamadigidir. Bu olay, epilepsinin karmasik orijini, genetik c¢esitliligi,
davranigsal vyapisi, EEG tipi, farmakolojik ve histopatolojik profili
dusundldugunde dogru bir varsayim olarak karsimiza gikmaktadir.

Hipotetik olarak bakildiginda mukemmel bir model su Ug¢ Kkriteri
kargilamalidir;

1. Insanla benzer etyolojiye sahip olmaldir,

2. Ayni fizyolojik, davranigsal ve genetik fenotipi olmalidir,

3. Ayni tedaviye cevap vermelidir.

Basitce literatirde kullaniimis olan nobet modelleri su sekilde
siniflandirilabilir;

- Basit parsiyel nobetler

- Kompleks parsiyel ndbetler

- Jeneralize absans nobetleri

- Jeneralize tonik-klonik ndbetler

- Status epileptikus (19).

2.14. Temporal Lob Epilepsi Modelleri

Temporal lob epilepsi modelleri genellikle kainik asit ve pilokarpin gibi
ekzitotoksik maddelerin verilmesi veya kindling model denilen elektrikle
uyariilmis kronik tekrarlayan nodbetler olusturulmasi sekliyle yapilan
modellerdir. Kainik asit'in intraperitoneal olarak uygulanmasi temporal lob
epilepsi modelinin en sik kullanilan gseklidir. Ancak bu model bilateral
hipokampal degisikliklere neden olmasi ve temporal lob disinda yaygin beyin
hasarina neden olarak jeneralize tonik klonik ndbetlere yol agmasi nedeniyle
elestiri almaktadir (19).

Bunun yerine bizimde c¢alismamizda kullandigimiz  denegin
hipokampusuna direk olarak enjekte edilen kainik asit modeli, insan temporal
lob epilepsisinde gorlilen degisikliklere benzer histopatolojik degisiklikleri

ortaya koyan bir epilepsi modeli olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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Sistemik enjeksiyonun aksine burada olusan yapisal hipokampal degisiklikler
tek taraflidir ve fokal parsiyel nobetler agiga ¢ikmaktadir (20, 21).

2.15. Glutamat Reseptorleri

Glutamat merkezi sinir sisteminin en dnemli nérotransmitterlerindendir
ve reseptorlerinin agiri uyarilmasi epilepsiye neden olabilecek degisikliklere
yol agabilir. Glutamat tasiyici proteinleri sodyum bagimhdirlar ve néronlar ile

glial hiicrelerde lokalizedirler (22).

Glutamate

lon channel-associated G protein-coupled

A

Fast Slow Slow
excitatory excitatory inhibitory

Sekil 2.4. Glutamat reseptor tipleri ve etkileri.

Glutamat reseptorleri iyonotropik ve metabotropik olmak Uzere iki
gruba ayrilirlar (Sekil 2.4). iyonotropik reseptorler AMPA, kainat ve NMDA
olmak Uzere u¢ alt tipte incelenirler. AMPA reseptorleri santral sinir
sisteminde olduk¢a yaygindir ve hizli eksitator iletimden sorumludurlar. L-
glutamat affinitesi NMDA reseptdrlerinden daha azdir. Dort alt Gnitesi (GluR
1-4) ve her alt Unitenin iki tipi (flip, flop) vardir.

Kainat reseptorleri hipokampal bélgede bulunur ve disuk (GIuR 5-7)
ve de yuksek affiniteli alt Gniteleri vardir (KA1, KA2) (21).
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NMDA reseptorleri ise NA*, K* ve Ca*?iyon kanallarina baglanarak Na
ve CA'un hucre igine K’'un ise hlcre disina akigini saglarlar. NMDA glisin’e
gereksinim duyan tek aminoasit reseptéridir. Ortamda glisin olmazsa kanal
inaktif durumdadir. NMDA reseptorlerinin NMDA R1 (sekiz alt Uniteli) ve
NMDA R2 (dort alt Uniteli) olmak Uzere iki alt Unitesi vardir.

Metabotropik reseptdrler ise bir ligandin baglanmasiyla kanallarda
yapisal degisiklik olusturmayan reseptorlere denir. G-proteinleriyle iligkiye
girerek presinaptik inhibisyon ve postsinaptik eksitasyona neden olurlar.
Dogrudan membran kanallarini etkileyerek enzimlerin aktivasyonuna ve
ikincil ileticilerin Uretimine yardimci olurlar. Bu reseptorler U¢ gruba
ayrilmislardir (Sekil 2.5) (22-24);

1. Grup (mMGIuR 1-5): Reseptor aktivasyonu ile inositol trifosfat yapimi

artar, hiicre ici Ca*?> mobilize olur.

2. Grup (mGIuR 2,3,8): Aktivasyonuyla GABA ve glutamat gecisinde

azalma sonucu uzun sureli potansiyasyon ve depresyona neden olur.

3. Grup (mGIuR 4,6,7): Etkileri genellikle ikinci grup gibidir.

Retinada yerlesim gosteren mGIuR6 disinda diger tum metabotropik
glutamat reseptdr ailesi memeli merkezi sinir sisteminde hem glial hem de
noronal hicrelerde bulunurlar. Grup 1 metabotropik glutamat reseptdrleri
somatodendritik postsinaptik alanlarda yerlesirken, grup 2 ve grup 3

reseptorler aksonal alanlarda yer almaktadirlar (24).
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Sekil 2.5. Glutamat reseptor alt tipleri, transmembran yapilari ve etki

mekanizmalari.

Temporal lob epilepsilerinin altinda yatan molekuler mekanizmalar
bugin halen tam olarak bilinmemektedir. Hem ionotropik hem de
metabotropik glutamat reseptorlerince olusturulan yaygin sinaptik eksitasyon
temporal lob epilepsilerinin patofizyolojisinde énemli role sahiptir (Sekil 2.6).

MGIuR reseptor ailesi G protein-coupled reseptorler olup gesitli iyon
kanallarini ve hucre ici ikincil mesajci sistemleri aktive ederek noéronal
uyarilabilirligi ve sinaptik gegisi arttirirlar. Genel olarak bakildiginda grup 1
mGluR’lar eksitatdr, grup 2 ve 3 ise inhibitdr etkiye sahiptirler. Yapilan invivo
ve invitro galigmalarda hipokampal grup 1 mGluR’lerin epileptogenezde
oldukga énemli rollerinin oldugunu ortaya koymustur (Sekil 2.7) (23,24).

Buglne kadar insan temporal lob epilepsilerinde grup 1 mGluR’lerin
ekspresyonu ile ilgili galigmalar kisithdir. Ozellikle ilaca direngli epilepside
grup 1 mGluR’ler tedavide 6nemli farmakolojik hedeftirler (23-27).
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Sekil 2.6. Eksitatdor sinapslarda metabotropik glutamat reseptorlerinin

dagihmi ve sinaptik modulator islevleri.
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Sekil 2.7. Glutamat reseptorleri, sinaptik dagilimi ve etkilesimi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Gruplar

Planlanan arastirma Hacettepe Universitesi Cerrahi Arastirma
Laboratuvarlar’nda yapilmigtir. Arastirmada erkek Sprague-Dawley albino
siganlar (n=32, 200-250 gram) kullaniimistir. Siganlar standart laboratuvar
kosullarinda (polikarbon kafesler icerisinde, nem araligi %50-60, ortam
sicakhgr 20-25°C, 12 saatlik karanlik — aydinlik déngustinde olacak sekilde)
tutulmus ve serbestce ulasabilecekleri su ve yemle (ad libitum) beslenmistir.
Haftada bir kez talas ve yem degisimi yapilmis ve kafesler temizlenmistir.
Siganlar Uzerinde uygulanan tim deney paradigmalari Hacettepe
Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan 21.03.2014 tarih ve
2013/57-01 karar numarasi ile onaylanmigtir.

Arastirma igin siganlar 4 ayri gruba bolinmustar.

e |. Grup (Sham Grubu) (n=8 adet): Skalp insizyonu yapilan,
kraniyuma yalnizca burr hole agilan ancak hicbir enjeksiyon
yapilmayan grup

e |l. Grup (Kontrol Grubu) (n=8 adet): Skalp insizyonu yapilan,
kraniyuma burr hole agilip intrahipokampal (i.h.) serum fizyolojik
(SF) enjeksiyonu yapilan ancak i.h. KA ve LCS uygulanmayan
grup

e |ll. Grup (Kainik Asit (KA) Grubu) (n=8 adet): Skalp insizyonu
yapilan, kraniyuma burr hole acilip intrahipokampal (i.h.) kainik
asit enjeksiyonu yapilan, ancak LCS vyerine 2 hafta boyunca
intraperitoneal (i.p.) SF uygulanan grup

e |V. Grup (Lakozamid (LCS) Grubu) (n=8 adet): Skalp insizyonu
yapilan, kraniyuma burr hole agilip intrahipokampal (i.h.) kainik
asit enjeksiyonu yapilan ve 2 hafta boyunca 50 mg/kg dozunda i.p.
LCS tedavisi uygulanan grup

islemden 14 gin sonra histopatolojik ve immunohistokimyasal

calismalar igin sakrifiye edilmis ve beyinler gikartiimistir.
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Sonuglar hematoksilen eozin boyamasi, imminohistokimya (IHK) ve

Western Blot (WB) ile degerlendirilmistir.

3.2. Anestezi

Deneklere intraperitoneal olarak 1 mg/kg ketamin (Ketalar, Pfizer) ve
1mg/kg ksilazin (Alfazyne, Alfasan) uygulanarak genel anestezi saglandi.
Anestezi derinligi parmak kistirma yontemi ile kontrol edildi. Deneklere deney

boyunca %100 Oz destegi verildi.

3.3. intrahipokampal Kainik Asit Enjeksiyonu ile status epileptikus
olusturulmasi

Sicanlara anestezi uygulandiktan sonra, her iki dig kulak yolu ve
ceneden sabitlenecek sekilde stereotaksik cerceveye yerlestirildi. Orta hattan
lineer skalp insizyonu yapilarak cilt her iki yana ekarte edildi ve kranyum
ortaya kondu. Periost da kemik Uzerinden siyrildi. Diseksiyon sonrasinda
Sigcan Beyin Atlasr’'ndan yararlanarak dorsal hipokampusu (Sekil 3.1 ve 3.2)
hedefleyecek sekilde kranyuma burr hole agildi (koordinatlar: bregmaya gore
5,5 mm posterior, 4,8 mm lateral). Hamilton enjektért ile burr hole’den
girilerek 90 derece agl ile vertikal olarak 5 mm derinlige, dorsal
hipokampusun CA3 alanina yavas olarak, toplam 2 dakika sureyle 0,2 pL
hacimde kainik asit (0,4 pgr) (Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD) enjeksiyonu
yapildi. Kainik asit enjeksiyonu, 0,1 uL/dk hizla uygulandi (Sekil 3.1, 3.2 ve
3.3). Tum deneklerin enjeksiyonu takiben status epileptikus gecirdikleri
g6zlendi. Kendiliginden durmayan nobetler en fazla 10 dk sonra 0.2 mg/kg

diazem (i.p.) uygulamasi ile durduruldu.
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Sekil 3.1. intrahipokampal kainik asit enjeksiyonu. A) Sican beyninde
hipokampusun izdugumu ve intrahipokampal enjeksiyon rotasi.

B) Kainik asitin kimyasal formuld.
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Sekil 3.3. Stereotaksik ¢ergeveye yerlestirilen siganda intrahipokampal

enjeksiyon duzenegi.

3.4. Lakozamid (LCS) Verilmesi

Calismada deneklerin bir grubuna (4. Grup) yeni bir antiepileptik olan
LCS tedavisi uygulandi. Bunun igin siganlara ilk doz intrahipokampal
enjeksiyonu takiben 30. dakikada olmak Uzere 14 gun sureyle intraperitoneal
olarak her gun tek doz 50 mg/kg LCS (Vimpat 500 mg, Union Chimique
Belge (UCB); 5 ml SF igerisinde ¢ozulerek) verildi. 3.Gruptaki deneklere ise
LCS c¢oziucusu olarak kullanilan serum fizyolojik (SF) ayni hacimde ayni
sureyle uygulandi.

3.5. intrakardiyak perfiizyon ve beyinlerin gikartilmasi

14 gun sonunda denekler vyiksek doz kloralhidrat anestezi
uygulandiktan sonra sakrifiye edilerek beyinler ¢ikarildi. Bunun igin su
asamalar uygulandi: i) torakotomi, ii) sag atriyumun kesilerek vendz kanin
bosaltiimasi, iii) sol ventrikliin kanule edilerek 6nce heparinli serum fizyolojik
ardindan %4’luk paraformaldehid (0,1 M PBS iginde, pH: 7,4) ile perfiizyon
(Sekil 3.4), iv) Karaciger ve ekstremitelerin beyazlasincaya ve vicut
sertlesinceye kadar (yaklasik 2-3 dk) perflize edilen hayvanin dekapite
edilerek, forseps, beyin kasigi ve makas yardimiyla kranyumunun agilarak
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beyinin zarar veriimeden c¢ikarilmasi. v) Cikarilan beyinlerin  %4’lik
paraformaldehit  solisyonu igerisinde  fiksasyonu  (24-48  saat).
immiinohistokimyasal boyamalar icin bu sekilde elde edilen beyinlerden
alinan kesitler kullanilirken, Western Blot icin ise intrakardiyak perfiizyon
yapillmaksizin anestezi altindaki hayvan dekapite edilerek beyin dokusu
cikarildi ve homojenizasyon islemine kadar — 80°C derin dondurucuda

saklandi.

Sekil 3.4. Torakotomi ve intrakardiyak perfizyon.

3.6 Hematoksilen-Eozin ile Histopatolojik inceleme

Deneklerin beyninde intrahipokampal kainik asit enjeksiyonu ile gec¢
donemde (2 hafta) ortaya c¢ikan histolojik degisikliklerin ve LCS’in bu
degisikliklere olan etkisinin degerlendiriimesi icin histopatolojik ¢alisma
yapilmigtir.  Paraformaldehit solisyonunda fikse edilen beyinlerden
hipokampus kesitlerini icerecek sekilde 3 mm’lik koronal dilim kesilerek
ayrildi. Elde edilen dilimler parafine gémuldi. Parafin bloklardan mikrotom
cihazi ile 6 pm kalinhginda koronal Kkesitler lama alindi. Kesitler
hematoksilen-eozin ile boyanarak gesitli buyutmelerde 1sik mikroskobu ile

degerlendirildi.
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3.7. immiinhistokimyasal Degerlendirme

Dokulardan alinan kesitlerde proteinleri ve bunlarin hucrelerde ve
hicrealti yapilardaki dagilimini gostermek icin immunhistokimya yodntemi
(IHK) kullanilir. Bu calismada, mGIuR-1 ve mGIuR-5 reseptor alt tiplerinin
dokudaki ekspresyonunu gostermek amaciyla spesifik antikorlar (anti-
MmGIuR-1 (Abcam, ab82211) ve anti-mGIluR-5 (Abcam, ab76316))
kullanilmistir.

IHK yonteminin; Western Blot ve ELISA gibi diger immunolojik
yontemlere kiyasla niceliksel hassasiyeti daha dusuktlr. Proteine 6zgi
antikorlar kullanildigi icin doku 6rneklerinde sadece hedeflenen proteinlere

baglanirlar. Bu ylzden spesifiktirler.
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Sekil 3.5. imminhistokimyasal boyama agamalar.
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Calismamizda paraformaldehit (PFA) ile fiksasyon sonrasi doku
parafine gomulerek mikrotomla 5 mikrometre kalinlikta kesildi. Boyama
yapiimadan o©Once kesitler %100’lik Xylene ve %95lik etanol ile
deparafinlestirildi ve rehidrate edildi. Antijen uygulanana kadar camlar musluk
suyunda saklandi. Formalinle fikse edilen dokulara IHK boyanmadan 6nce
antijen retrieval icin TrisSslEDTA pH 9,0 solusyonu uygulandi. Daha sonra
kesitler iki kez 5 dakika sireyle TBS ve %0,025 Triton X-100 ile yikandi.
Ardindan %10’luk serum ve %7lik bovine serum albimin kullanilarak
bloklama yapilip TBS icginde iki saat 25°C’de tutuldu. Kesitlerin tzerindeki
supernatan alindiktan sonra TBS ve %1’lik bovine serum albimin ile dilie
edilmis primer antikorlar (metabotropik glutamat reseptért 1 ve 5) uygulandi.
Antikor ile muamele edilen kesitler gece boyunca 4°C’de inkibe edildi.
Sonrasinda iki kez beser dakika TBS ve %0,025 Triton ile, ardindan ise 3 kez
5’er dk TBS ile durulandi. Horseradish peroksidaz (HRP) ile konjuge edilmis
sekonder antikor uygulamasini takiben 10 dk oda sicakhginda kromogen
(Peroksit/DAB) uygulandi. Counterstain (capraz boyama) yapildi. Sinyal
kalitesini artirmak amaciyla avidin-biyotin kompleksi ile sinyal amplifiye edildi
(Sekil 3.5).

3.8. Western Blot (immunblotting)

Niceliksel olarak protein ekspresyonunun degerlendiriimesi igin
Western Blot yontemi kullanildi. Bunun igin &ncelikle; sakrifikasyon
sonrasindan ¢ikarilan ve fiksasyon uygulanmayan beyin dokulari homojenize
edildi. Homojenizasyon igin hiicre membranlarini pargalayacak lizis tamponu
(RIPA tampon: 150 mM sodyum kloriir, %0.1 Triton X-100, %0.5 sodyum
deoksikolat, %0.1 sodyum dodesil silfat, 50 mM Tris-HCI, pH: 8.0 ve proteaz
inhibitorleri) ve sonikasyon kullanildi. Hicresel lizisi takiben meydana gelen
proteoliz, defosforilasyon ve denaturasyonun engellenmesi icin islemler buz
uzerinde yapildi ve lizis tamponuna proteaz inhibitorleri eklendi. Pargalanmis
hicrelerden olusan lizat, +4 derecede yirmi dakika sureyle 12000 rpm’de

santrifllj yapildi ve ultrafiltrat hiicresel bilesenden ayrildi.
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Ornekler, proteinlerin agilarak denatiire edilmesi icin anyonik tampon
(Laemmli 2X buffer) ve bir denatiire edici deterjan olan SDS ile 95-100°C’de
5 dk kaynatildi. Daha sonra makromolekiiller poliakrilamid jel elektroforezi
(PAGE) kullanilarak ayrigtirildi. Molekuler agirliklarina gére bantlara ayriimis
proteinler ikinci bir matrikse (nitroseliloz membran) aktarildi (transfer).
Transfer (blotting) islemi protein iceren poliakrilamid jel ile nitrosellloz
membranin direkt temasi ve sandwich modeli ile gergeklestirildi. Membran
Uzerindeki spesifik olmayan baglanma bdlgelerinin bloke edilmesi amaciyla
sut tozu kullanildi. Imminoblotlama igin primer (mGIuR1 ve 5 antikorlari) ve
HRP ile konjuge sekonder antikorlar uygulandi. Son olarak membranlar
kemiluminesan madde (ECL WB Detection Reagent, Amerisham) ile

muamele edilerek goruntiler elde edildi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Western blot asamalari.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik ve immiinohistokimyasal Bulgular

a) Sham Grubu: Toplam 4 denekten olusmustur. Bu deneklere
sadece bir adet burr hole agilmis (sag taraf) ve herhangi bir enjeksiyon
yapillmamistir.

- Bu gruptaki deneklerden elde edilen dokularin hemotoksilen eozin
boyamasinda, entorinal kortekste herhangi bir patolojiye
rastlanmamistir. CA sektorl piramidal néronlarinda, néronal kayip
ve (gliozis izlenmemigtir. Dentat girus granuler noéronlarinda
herhangi bir degisiklige rastlanmamistir.

- mGIuR 1 boyamasinda;

- Kortikal néronlarda somatodendritik boyanma

- Hipokampal piramidal néronlarda somatodendritik boyanma

- Dentat girustaki néronlarda somatodendritik boyanma
paternleri gdzlenmisgtir.

- mGIuR 5 boyamasinda;

- Kortikal néronlarda dendritik boyanma

- Hipokampal piramidal néronlarda dendritik boyanma

- Dentat girustaki néronlarda dendritik boyanma
paternleri gdzlenmistir.

b) Kontrol Grubu: Toplam 4 denekten olusmustur. Bu deneklere

intrahipokampal SF enjeksiyonu yapilmistir (sag taraf).

- Bu gruptaki deneklerin her iki tarafindaki hipokampustan elde
edilen dokularin hemotoksilen eozin boyamasinda, entorinal
kortekste herhangi bir patolojiye rastlanmamistir. CA sektora
piramidal ndoronlarinda, noéronal kayip ve gliozis izlenmemigtir.
Dentat girus granuler noéronlarinda herhangi bir degisiklige
rastlanmamistir (Sekil 4.1).
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- m GIuR1 boyamasinda;
- Kortikal néronlarda somatodendritik boyanma
- Hipokampal piramidal néronlarda somatodendritik boyanma
- Dentat girus néronlarinda somatodendritik boyanma
paternleri izlenmigstir (Sekil 4.2).
- m GIuR 5 boyamasinda;
- Kortikal néronlarda dendritik boyanma
- Hipokampal piramidal ndronlarda dendritik boyanma
- Dentat girus néronlarinda dendritik boyanma
paternleri izlenmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.1. Kontrol grubu, normal hipokampus, HE boyasi (A, Aa), mGIuR-1
(B, Bb) ve mGIluR-5 antikorlariyla (C, Cc) boyali kesitler (A, B ve
C 4X; Aa, Bb ve Cc 10X buyltme).
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Sekil 4.2. immiinohistokimya - Kontrol Grubu (normal hipokampus); mGIuR
- 1 (A (4x) ve B (10x)) ve mGIuR - 5 antikorlariyla (C (4x) ve D
(10x)) boyanma paternleri.
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c) Kainik Asit Grubu: Toplam 4 denekten olusmustur. Bu gruptaki

deneklere intrahipokampal kainik asit enjeksiyonu yapiimistir.

- Bu gruptaki deneklerin her iki tarafindaki hipokampustan elde
edilen dokularin hemotoksilen eozin boyamasinda; kainik asit
enjeksiyonu sonrasi her iki taraf dentat girus granuler néronlarinda
degisim saptanmamistir. Enjeksiyon tarafinda (sag) CA3 ve CA1
sektorlerinde skleroz olusmustur. CA2 ise kismen korunmustur.
Yine enjeksiyon tarafinda (sag) entorhinal kortekste siddetli
iskemik degisiklikler meydana gelmistir (Sekil 4.3 ve 4.4).

- m GIluR 1 boyamasinda;

- CA3 piramidal néronlarinda somato dendritik ekspresyon
kaybi olusmustur.

- CA1 piramidal néronlarinda somato dendritik salinimda kayip
izlenmisgtir.

- DG noéronlarinda somato dendritik salinimda kayip
goralmemigtir. (Sekil 4.5).

- m GIuR 5 boyamasinda;

- CA3 piramidal hicrelerinde dendritik salinim ndron kaybina
sekonder olarak azalmistir.

- CA1 piramidal hicrelerinde dendritik salinim néron kaybina
sekonder olarak azalmistir.

- CA2 piramidal hucrelerinde ve DG ndronlarinda dendritik

salinim izlenmigtir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.3. Kainik asit enjeksiyonu sonrasi hipokampal skleroz. HE boyall
kesitler. A) 4x B) 10x C) 40x.

Sekil 4.4. Kainik asit enjeksiyonu sonrasi hipokampal skleroz. A-C

lezyonun kargi tarafi, B-D lezyon tarafi (hipokampal skleroz).
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Sekil 4.5. Kainik asit enjeksiyonu ile olusturulan hipokampal sklerozun HE
boyasi (A, Aa), mGIluR-1(B, Bb) ve mGIuR-5 (C, Cc)
antikorlariyla boyanma paterni.
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d) Kainik Asit + Lakozamid Grubu: Toplam 4 denekten olugsmustur.
Bu gruptaki deneklere intrahipokampal (sag taraf) kainik asit enjeksiyonu
yapildiktan sonra 2 hafta boyunca intraperitoneal yolla lakozamid verilmigtir.

- Bu gruptaki deneklerin her iki tarafindaki hipokampustan elde
edilen dokularin hemotoksilen eozin boyamasinda; kainik asit
enjeksiyonu sonrasi her iki taraf DG granuler hicrelerinde farklilik
saptanmamistir. Kainik asit verilen tarafta (sag) CA3 ve CA1
sektorlerinde skleroz olusmustur. CA2 ise kismen korunmustur.
Enjeksiyon vyapilan taraf (sag) entorinal korteks iki denekte
korunmus olup kalan iki denekte iskemik degisiklikler olugsmustur
(Sekil 4.6 ve 4.7).

- m GIuR 1 boyamasinda;

- CA3 piramidal néronlarinda somato dendritik ekspresyon
kaybi olusmustur.

- CA1 piramidal néronlarinda somato dendritik salinimda kayip
gozlenmistir.

- DG noéronlarinda somato dendritik saliniminda eksiklige
rastlanmamistir. (Sekil 4.8).

- m GIuR 5 boyamasinda;

- CA3 piramidal hicrelerinde dendritik salinim néron kaybina
sekonder olarak azalmistir.

- CA1l piramidal hicrelerde dendritik salinim néron kaybina
sekonder olarak azalmistir.

- CA2 piramidal hucrelerinde ve DG noronlarinda dendritik
salinim izlenmistir (Sekil 4.8).

Sonug olarak immunohistokimyasal agidan bakildiginda deneklerdeki
MGIuR1 boyanma paterni dentat girus noéronlari, Kkortikal ndronlar ve
hipokampal piramidal noronlarda somatodendritik boyanma paterni
seklindedir. mGIuR5 boyanma paterni ise ayni bolgelerde dendritik boyanma

paterni seklinde kargimiza ¢gikmaktadir.
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Kainik asit kullanilarak temporal lob epilepsi modeli olusturulan
deneklerin sklerotik alanlarinda mGIuR1 ve mGIuR5 boyanma paterninde
somatodendritik boyanmada azalma izlenmistir. Bu boyamalarda izlenen
ekspresyon kaybi muhtemelen hipokampal skleroz ve néron kaybi nedeniyle
meydana gelmis olabilir. Ayni deneklerin beyinlerinin farkli bdlgelerinden
alinan orneklerde ise boyanma paterninde degisiklik izlenmemigtir.

Sekil 4.6. Lakozamid grubunda hipokampuslarin HE boyamasi. A)

enjeksiyonun karsi tarafl (normal hipokampus); B) enjeksiyon

tarafl (hipokampal skleroz).
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Sekil 4.7. Lakozamid uygulamasi sonrasi hipokampal sklerozdaki degisim.
HE boyali kesitler. A) 4x B) 10x C) 40x D) 100x.
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Sekil 4.8. Lakozamid uygulanmasi sonrasinda hipokampusta

immunohistokimyasal boyama. mGIluR-1 (A-C) ve mGIuR-5 (B-D)
antikorlariyla boyanma paterni.
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Imminohistokimyasal bulgulari 6zetlemek gerekirse; higbir islem
yapillmamis, naive sigan beyinlerinde mGIuR 1 ve 5 antikorlari ile yapilan
boyamada kortekste yerlesen néronlar ile hipokampusta yerlesen piramidal
noronlar ve DG ndéronlarinda boyanmanin oldugu goértlmustir. mGIuR1 ile
daha c¢ok somatodendritik boyanma izlenirken mGIuR5 ile ise 0zellikle
dendritlerinde boyanma saptanmigtir. Bunun yaninda intrahipokampal kainik
asit enjeksiyonuyla olusturulan epilepsi modelinde ise siganlarin enjeksiyon
yapilan sklerotik alanlarinda antikorlarla yapilan boyamada soma ve
dendritlerdeki boyamada azalma gdzlenmistir. Ancak beynin diger
bolgelerinde belirgin fark gdzlenmemistir. Orneklerdeki bu metabotropik
glutamat reseptéri 1 ve metabotropik glutamat reseptéri 5 saliniminin
azalmasinin buyidk oélctide hipokampus dokusundaki skleroz ve néron kaybi
ile iligkili oldugu dusunulmektedir. Hipokampusun farkh boélgelerinde yapilan

boyamalar sonucunda elde edilen veriler tablo 4.1’ de 6zetlenmisgtir.
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Tablo 4.1. Histopatolojik degerlendirmede etkilenen hipokampus boélgelerinin skleroz derecesinin dagihmi ve antikorlarla
boyanma derecesi.
DG CA1l CA2 CA3 EC mGIluR1 MGIuRS5
n | Skleroz | n | Skleroz | n | Skleroz | n | Skleroz | n | Skleroz | n |Boyanma| n |Boyanma
miktar miktar miktar miktari miktari durumu durumu
Sham 4/4 - 4/4 - 4/4 - 4/4 - 4/4 4/4 + 414 +
n=4
Kontrol 4/4 - 4/4 - 4/4 - 4/4 - 4/4 4/4 + 4/4 +
n=4
KA 4/4 - 4/4 ++ 4/4 - 4/4 ++ 4/4 ++ 4/4 - 414 -
n=4
KA+LCS | 4/4 - 4/4 + 4/4 - 4/4 ++ 4/2 ++ 4/4 - 414 -
n=4

(-) = Noron kaybi yok
(+) — Orta derecede néron kaybi ve gliozis mevcut

(++) — Agir derecede ndron kaybi ve gliozis mevcut
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4.2. Western Blotlama

Beyinlerin sag ve sol hemisferlerinden elde edilen hipokampus
(Sekil 4.9) ve kortikal dokular (Sekil 4.10) ayri ayri incelendi. intrahipokampal
enjeksiyon yapilan sag taraf ile saglam olan sol taraf arasinda mGIuR1 ve 5
protein igerikleri agisindan belirgin bir farklilik izlienmedi.

Her bir ornegin protein miktarinin standardizasyonu igin b-tubulin
antikorlari kontrol olarak uygulandi. Membranlarda mGIuR1 ve mGIuR5
antikorlari ile 130 kDa civarinda bantlar izlendi. Ozel bir programla her bir
banta ait intensite degerleri 6lculdi ve b-tubulin kontrollin intensitesine
oranlanarak her bir 6rnek igin (Lakozamid grubu 2. hayvan korteks-sol gibi)
normalize edilmis degerler hesaplandi (Tablo 4.2). Bu dederler kullanilarak
gruplar arasi karsilastirmalar yapildi. Hipokampal orneklerde ve korteks
drneklerinde sag-sol hemisferler arasinda gerek grup ici gerekse gruplar

arasi anlamli fark saptanmadi.
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Tablo 4.2. Hipokampus ve korteks orneklerinin mGIuR1 ve 5 icerigine dair

Western Blot ile elde edilen normalize edilmis degerler.

HIiPOKAMPUS

LCS KA Kontrol Sham
MGIuR1- hipokampus-R 0,39 0,30 0,25 0,77
MGIuR1- hipokampus-L 0,46 0,19 0,49 0,44

LCS KA Kontrol Sham
MGIUR5- hipokampus-R 0,31 0,32 0,34 0,39
MGIuR5- hipokampus-L 0,30 0,20 0,51 0,29
KORTEKS

LCS KA Kontrol Sham
MGIuR1- korteks-R 0,56 0,36 0,54 0,34
MGIuR1- korteks-L 0,30 0,32 0,45 0,16

LCS KA Kontrol Sham
MGIuR5- korteks-R 0,49 0,50 0,39 0,33
MGIuR5- korteks-L 0,34 0,36 0,70 0,20
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MEMBRAN 1 (HIPOKAMPUS) MEMBRAN 2 (HIPOKAMPUS)

ViR - V1L - KA1R - KA1L - K1R - K1L - S1R - S1L V2R - V2L - KA2R - KA2L - K2R - K2L - S2R - S2L

mGIluR1

B L I

MEMBRAN 3 (HIPOKAMPUS) MEMBRAN 4 (HIPOKAMPUS)

tubulin '

V3R - V3L - KA3R - KA3L - K3R - K3L - S3R - S3L V4R - VAL - KA4R - KA4L - K3R - K3L - S3R - S3L

- =SaeeE -~~~
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mGluR1

tubulin ¥

Sekil 4.9. Hipokampus o&rneklerinde Western Blot membranlarinin

goruantisu (V: Vimpat (lakozamid); KA: Kainik asit; K: Kontrol;

Sham; R: sag; L: sol).

S:

MEMBRAN 5 (KORTEKS) MEMBRAN 6 (KORTEKS)

VIR - V1L -KA1R - KA1L - K1R - K1L - S1R - S1L V2R - V2L - KA2R - KA2L - K2R - K2L - S2R - S2L

i ,
mGlurs T - W~ -~

MEMBRAN 7 (KORTEKS) MEMBRAN 8 (KORTEKS)

V3R - V3L- KA3R - KA3L-K3R- K3L-S3R-S3L  V4R-V4L-KA4R - KA4L - BO§ - BO§ - K2R - BO§

mGIURS W - v D = ) - - gy -
tubulin Dm “ -

Sekil 4.10. Korteks drneklerinde Western Blot membranlarinin gorantisua (V:
Vimpat (lakozamid); KA: Kainik asit; K: Kontrol; S: Sham; R: sag;

L: sol).
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5. TARTISMA

Temporal lob epilepsisinin en sik goértlen formu olan mesial temporal
lob epilepsisi (MTLE) hipokampus, amigdala, parahipokampal girus gibi beyin
bdlgelerinde histopatolojik  bozukluklarla giden bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir (7,9,50). Mezial temporal lob epilepsilerinin ¢oguna eslik
eden hipokampal sklerozun; nébetlerin hem nedeni hem de sonucu oldugu
dusundimektedir. Nébet sonrasinda 6zellikle hipokampusta skleroza ikincil
olarak gelisen noron kaybi, aksonlarda dallanma ve reaktif gliozis olugsumu
goze carpar. Ote yandan mesial temporal bolgeden kaynaklanan nébetleri
olan hastalarin hipokampuslarinin histopatolojik incelemesinde, hicre
yodunlugunun beynin diger bdlgelerinden orijin alan epileptik hastalara
kiyasla daha az olmasli, hipokampal skleroz ve temporal lob epilepsili
hastalar arasinda bir iliski oldugunu gdstermektedir. ilaca direncli mesial
temporal sklerozu olan hastalarin sklerotik hipokampuslarinin ¢ikariimasi
sonucunda ndébetlerin azaldigi ya da tamamen kayboldugu gorilmektedir
(28,29). Hipokampal skleroz ile ndbet arasindaki badin ortaya konmasinda
en Onemli parametreler deneysel modellerden elde edilmistir. Hayvan
modelleri kullanilarak yapilan c¢alismalarda, ndbet sonrasi olusan agir
hipokampal néron kaybinin sinyal iletiminde degisikliklere neden olarak
epileptik ndbetleri olusturdugu gosterilmistir (30).

Travmatik beyin hasari, enfeksiyonlar, hipoksik beyin hasari, inme,
tumor ve genetik sendromlarin TLE’'ye neden olabildigi bilinse de
patofizyolojideki asil sorumlu olaylar tam olarak aydinlatilamamigtir.
Glutamatin ortaya c¢ikardigi sinaptik uyariima sonucu, gerek iyonotropik,
gerekse de metabotropik reseptorler ile etkilesim mesial temporal lob
epilepsisinin  patofizyolojisinde 6nemlidir. MTLE hastalarinda interiktal
donemde yapilan mikrodiyaliz ¢alismalarinda epileptojenik hipokampusta
karg! non-epileptojenik hipokampusa gore glutamat konsantrasyonunun 5 kat
daha ylUksek oldugu ve ndbet aninda da bu artisin daha da belirgin hale

geldigi tespit edilmistir (31).
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Mesial temporal lob epilepsili hastalarin hipokampuslarindan alinan
drneklerde, alfa amino-3-hidroksi-5-metil-4 izoazolepropionik asit (AMPA), N-
metil-d-aspartat (NMDA) ve kainat reseptorlerinde meydana gelen
degisiklikler ortaya konmustur. Ancak mesial temporal lob epilepsisinde
metabotropik glutamat reseptor salinimi ile ilgili bilgiler kisitlidir. Astrositik
mGluR’larin ekstraselller glutamat konsantrasyonunun ayarlanmasinda araci
rol oynadigi dusunulmektedir. Ayrica yapilan hucre i¢i ve hucre disi
deneylerde hipokampustaki grup | metabotropik glutamat reseptorlerinin
(mGIuR1 ve mGIuR5) ndbet fizyopatolojisinde etkin oldugu bulunmusgtur.
Temporal lob epilepside grup | metabotropik glutamat reseptdr salinimini
arastiran ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Ameliyat sonrasi hastalardan
alinan doku ornekleri incelenmis ve bu sayede kortekste yaygin olarak
salinan grup | metabotropik glutamat reseptorlerinin ndbet olusumundaki
etkileri daha net anlasiimisgtir. Bu nedenle bugiin ndbetlerin tedavisinde bu
reseptorler ciddi hedef olarak gérulmektedir (32,33).

Bu calismada hipokampus icine direk olarak verilen kainik asit ile
yapilan epilepsi modelinde grup | metabotropik glutamat reseptor salinimi ve
lakozamidin bu salinim Uzerine olan etkisi incelenmistir. Calismamizda elde
edilen bulgular literatirdeki bulgulari kismen desteklemekle birlikte,
lakozamidin grup 1 mGIluR ekspresyonu Uzerine anlamli bir etki gostermedigi
gorulmustar.

Metabotropik glutamat reseptorlerinin (mGIuR) epileptik n6betleri
baglatmada ve baslayan epileptik desarjlarin yayilmasinda énemli rollerinin
oldugu dusunulmektedir. Metabotropik glutamat reseptorlerinin yapisal
Ozelliklerinin ortaya konmasiyla yeni sentetik bilesikler gelistirilebilecektir.
Gelistirilen bu sentetik bilesenler, ilgili reseptérler Gzerinden etki ederek
epileptik dejarglarin kontroliinde alternatif olarak kullanilabilecek kan-beyin
bariyerini gegebilen ilaglarin ortaya ¢ikmasini saglayabileceklerdir. (23).

Grup | metabotropik glutamat reseptérleri (mGIuR), glutamaterjik
hipokampal ve kortikal hicreler ile GABAerjik internéronlar Uzerinde
postsinaptik olarak yerlesmistir ve beyinde 6zellikle hipokampusun CA3

bolgesinde daha yaygindir.
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Bu reseptorlerin aktivasyonu bazi potasyum kanali turlerinin fosforilasyonu ve
inaktivasyonuna neden olmakta ve sonugta néronlarin depolarizasyonuna yol
acmaktadir. insan beyin dokusundan alinan &rneklerde metabotropik
glutamat reseptorleri incelenmis ve bu reseptorlerin  piramidal néron
govdelerinde az, dendritlerinde ise ¢ok sayida bulundugu gosterilmigtir.
Ayrica hipokampal skleroz da bu reseptorlerin saliniminda artig bildirilmistir
(32). Yapilan c¢alismalarda grup | metabotropik glutamat reseptor
agonistlerinin depolarizasyona neden olarak prokonvilzan etki gosterdikleri,
antagonistlerinin ise deneysel modellerde antikonvulzan etki ortaya
cikardiklari g6zlenmigtir. Bunun aksine grup Il ve Ill mGIluR agonistleri ise
potansiyel antiepileptik ve noéroprotektif ajanlar olarak degerlendiriimektedir.
Ayrica metabotropik glutamat reseptdrlerinin ayni zamanda non-konviilsif
nobetlerin regulasyonunda da rol oynadigi dusunulmektedir, zira bu
reseptorlerin ligandlari korteks ve talamustaki hiperaktif glutamaterjik sinaptik
iletimi selektif olarak azaltarak nébet aktivitesini baskilayabilmektedir (33,49).

Absans epilepsi genetik modeli olan WAG/RIj siganlariyla yapilan bir
calismada, kortiko-talamik agda mGIuR1 ve 5 ekspresyonu/aktivitesi azalmig
olarak bulunmustur. Bu hayvanlarda mGIuR 1 ve 5 reseptorlerinin pozitif
allosterik modulatérinin uygulanmasi ise ciddi anlamda diken-dalga
desarjlarinda azalmayla sonuclanmigtir (45).

Merlin ve ark. yaptiklari bir calismada pikrotoksin ile indiklenen kisa
sureli interiktal uyaranlarin mGIuR agonistleri tarafindan uzun surel
uyarimlara donuasturulebildiklerini gézlemlemiglerdir. Bu etki agonist ortadan
kalktiktan sonra da belli bir sure daha devam etmekte ve antagonist ile de
baskilanabilmektedir. Dolayisi ile grup 1 mGluR’larin bu 6zelligi nedeniyle
epilepsinin induksiyonuna yol agtigi fikrini ileri stirmuslerdir. Buradan yola
cikarak grup 1 mGluR’larin ndbet uzamasinda o6nemli rollerinin oldugu
uzerinde durmuslardir (40,41).

Yapilan diger bir galismada Rutecki ve arkadaslari grup 1 mGluR’larin
uyariimasiyla ikincil haberci yolaklarinin aktive oldugunu ve bu sayede in

vitro epileptiform desarjlarin ortaya ¢iktigini belirtmislerdir.



55

Olusan bu desarjlar L-tipi kalsiyum kanallarinin devre disi birakilmasi ile
baskilanabilmektedir. (43).

Akbar ve ark. olusturduklari deneysel model de 1. giin sakrifiye edilen
hayvanlarin dentat giruslarinda bilateral olarak mGIuR1 artisi gézlemlerken,
28. gunde sakrifiye ettikleri hayvanlarin dentat giruslarinda tek tarafli m
GluR1 artisina rastlamiglardir (46).

Yine Chapman ve ark. mGIuR5 reseptorlerinin uyariimasi sonucu
olusan epileptik aktivitenin yine ayni reseptérlerin antagonistleri tarafindan
engellendigini  gbdzlemlemislerdir.  Buradan yola g¢ikarak mGIuR
antagonistlerinin epilepsi tedavisinde alternatif olabilecedi hipotezini ortaya
atmislardir (44).

Otopsi Orneklerinde yapilan bir calismada Notenboom ve ark.
hipokampal sklerozu olan ve olmayan hastalarda grup 1 mGIuR
ekspresyonuna  bakmiglar ve  epileptik olmayan hastalar ile
kargilastirildiginda, temporal lob epilepsi hastalarinin hipokampuslarinda
MGIuRS ekspresyonunun arttigini  gézlemlemiglerdir. Ayni calismada
hipokampal sklerozu olan ve olmayan hastalardaki mGIuR boyanma
paterninin benzer oldugunu bulmuslardir.

Yine Notenboom ve ark. hipokampal sklerozu olan ve olmayan grupta
mGIuRS immiunreaktivitesinin dentat girus dis molekuler tabakasinda arttigini
géstermislerdir. ic molekiiler tabakaya bakildiginda ise hipokampal sklerozu
olmayan grupta mGIuR5 immunreaktivitesinde azalma tespit etmiglerdir. Bu
hastalarin yillar siren ndbet sorunlari géz 6nune alindiginda, bu azalmanin
hipokampal patoloji ile baglantili oldugu dusunulmustur (33,47).

Epilepsi hastalarinin dokularindan yapilan calismalarda mGIuR5
ekspresyonundaki artisin tekrarlayan nobetler sonucunda mi  yoksa
ndbetlerin nedeni olarak artisin ortaya ¢iktigini mi sdylemek zordur. Hasar
gérmemis dokularda mGIuR5 yuksekligi asiri uyarima neden olmaktadir. Bu
resptor seviyesindeki yuksekligin asiri uyarilabilirlik ve norotoksisiteye kargi

bir bariyer olmasi fikri yanhs dedgildir.
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Sistemik enjeksiyon sonrasinda olusturulan epilepsi modelleri
gunumuzde oldukca fazla elestiri almaktadir. Bunun nedeni hipokampusta
bilateral degisikliklere neden olmalari ve temporal doku diginda ileri derecede
beyin hasari olusturarak jeneralize tonik klonik nébetlere neden olmalaridir.
Biz calismamizda kainik asidi dorsal hipokampusa direk olarak enjekte
ederek insan temporal lob epilepsisini taklit eden bir modeli elde etmeyi
hedefledik. Bu modelde sistemik modelin tersine, olusan degisiklikler tek
taraflidir ve hipokampus kaynakli fokal parsiyel nébetler olusturulur. Bu insan
modelini de daha iyi yansitan bir metottur.

Hayvanlar Uzerinde yapilan galismalarda ortama verilen glutamat ve
iGluR agonistlerinin epileptiform aktiviteye yol actiklari gosterilmistir. Buradan
yola c¢ikarak epilepsi tedavisinde iyonotropik glutamat reseptérlerini ele alan
pek cok deneysel galisma yapilmig ve bunlarin antagonistlerinin ndbetleri
engelledigi gosterilmistir. Fakat bunlara bagli ortaya ¢ikan ¢ok sayida yan
etki bu calismalarin etkinligini azaltmistir. mGIuR reseptorleri ise iGluR’lerin
aksine ani etki gostermezler ve modulator etki gostererek genellikle aktif zon
diginda yer alirlar (51).

Bizim c¢alismamizda kainik asit enjeksiyonu sonrasinda lakozamid
tedavisi alan deneklerin hipokampus bdlgelerinde skleroz olugsmustur. Bu
deneklerin dentat giruslarinda belirgin degisiklige rastlanmazken CAS3
bdlgelerinde ileri derecede hlcre kaybi izlenmis, CA1 bolgesel olarak
korunmus, CA2 bodlgeleri ise butunuyle korunmustur. Beynin diger bolgelerine
bakildiginda hipokampal mGIuR1 ve mGIuR5 immunreaktivitesinde
degisiklie rastlanmamistir. Sham ve kontrol grubu deneklerde hipokampal
skleroz olusmamis, entorinal kortekste herhangi bir degisiklige rastlanmamig
ve mGIuR1 ve mGIuR5 immdunreaktivitesinde artis izlenmemistir. Alinan
preperatlarin histopatolojik incelemesinde kainik asit enjekte edilen tim
deneklerin hipokampuslarinda skleroz olustugu goruldi. Tedavi verilen
grupta hipokampusun CA1 bdlgesinde sklerozda bir miktar azalma gdsterildi.

Ayrica lakozamid verilen deneklerin 6nemli bir kisminda entorinal
korteksin korundugu gézlemlendi ki, bu da lakozamidin ndroprotektif

etkilerinin oldugunu gosteren dnemli bir bulgudur.
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Ortaya cikan bu etkiyi, ndbet sayisini azaltarak olugsacak olan hipoksik hasari
en aza indirmek suretiyle ortaya c¢ikardigini dasunmekteyiz. Grup |
metabotropik glutamat reseptdér salinimi olusan néron kaybina bagl olarak
segmental bir dagilim farkhligi géstermedi.

Bu konu ile ilgili olarak daha once yapilan sinirli sayidaki ¢alismada
ise bulgular tartismalidir. Akbar ve ark. yaptiklari deneysel ¢alismada dentat
girusta iki tarafli, CA3 ve CA4 te ise tek tarafli metabotropik glutamat reseptér
immunreaktivitesinde artis oldugunu belirtmislerdir. (46). Notenboom ve ark.
ise hipokampusun piramidal ve graniler htcrelerinde mGIuR5 immin
reaktivitesinde artis oldugunu belirtmigleridir (47). Tang ve ark. metabotropik
glutamat reseptord 1 immin reaktivitesinde degisiklik gdzlemlemezken,
metabotropik glutamat reseptdori 5 immun reaktivitesinde artis oldugunu
belirtmiglerdir. Bu grup hastalarda grup 1 mGIuR ekspresyonunu inceleyen
calisma oldukg¢a kisithdir. Biz yaptigimiz c¢alismanin sonucunda grup 1
mGIuR immunreaktivitesinde azalmaya rastladik. Enjeksiyon yapilan taraf ile
saglam taraf arasinda dentat giruslarda ekspresyon farkina rastlanmadi.
Beynin saglam bolgeleri dikkate alindiginda mGIuR1 ve mGIuRS5
ekspresyonunda belirgin degisiklik izlenmedi.

Lakozamid, yeni nesil bir antiepileptik ilag olup, fokal no6betlerin
tedavisinde ikincil ilag olarak kullaniimaktadir. Temel etkisini yavas sodyum
kanal inaktivasyonunu artirarak gostermektedir (15-18). Kindling veya post-
status  epileptikus  modellerinde  epileptogenezi  engelleyici  etkisi
gOsterilememigtir. Ayrica hucresel elektrofizyolojik ¢alismalar, lakozamidin
hizli sinaptik transmisyona aracilk eden AMPA, NMDA ve GABAA
reseptorleri gibi eksitator ve inhibitor ligand kapili iyon kanallariyla
etkilesmedigini gostermistir (18). Ancak metabotropik glutamat reseptdorleriyle
etkilesimine dair bir calisma henuz literatlirde bulunmamaktadir.

Bu calismada lakozamidin, grup | metabotropik glutamat reseptor

salinimi Uzerine belirgin olarak arti yada eksi yonde bir etkisi izlenmedi.
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Bu calismada test edilen, yeni bir antiepileptik ilag olan lakozamidin
grup | metabotropik glutamat reseptoérlerinin ekspresyonunu etkileyerek
antikonvulsif ve néroprotektif etkiler gosterdigi seklindeki hipotez, elde edilen
bulgularla  dogrulanamamigstir.  Dolayisiyla  lakozamidin  olusturdugu
antiepileptik ve kismen noroprotektif etkilerin, metabotropik glutamat
reseptorleri disindaki mekanizmalarla gergeklestigi dusunulebilir.

Bu mekanizmalarin aydinlatiimasi ve mGluR’larin epilepsi patogenezindeki
yerlerinin daha iyi anlasilmasi, gelecekte daha etkili tekli veya c¢oklu

antiepileptik tedavilerin klinik kullanima girmesine katki saglayacaktir.
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6. SONUC

Sonug¢ olarak intrahipokampal kainik asit enjeksiyonu sonrasinda
olusturdugumuz hipokampal skleroza bagli gelisen epilepsi modelinde,
deneklerin tumunde hipokampal skleroz olugtugu goéruldl. Sistemik
enjeksiyonun tersine olusturulan lezyon enjeksiyon tarafi ile sinirli kaldi.
Dolayisiyla beynin saglam olan diger bdlgelerinde histopatolojik agidan
anlamli bir iskemik siire¢ ya da sklerotik degisiklik izlenmedi. incelenen tim
deneklerde dentat girus ve CA2 sektorl histopatolojik olarak korunmustu.
CA3 boélgesinde hipokampal skleroza rastlanirken CA1 sektorinde kismen
néron kaybi izlendi. imminohistokimyasal agidan boyanma 6zelliklerine
bakildiginda, mGIluR1’lerde grantler ve piramidal hiicrelerde somatodendritik
boyanma paterni izlenirken, mGluR5’lerdeki granuler ve piramidal hicrelerde
dendritik boyanma paterni izlendi. Kainik asit enjeksiyonu sonrasinda grup 1
metabotropik glutamat reseptér saliniminda bir artma gorilmedi. Kainik asit
verilen bdlgelerde ise hiicre azalmasina bagli olarak hipokampuslarda grup 1
metabotropik glutamat reseptdr saliniminda azalma izlendi. Lakozamid
enjekte edilen gruptaki deneklerde ise grup 1 mGIuR ekspresyonuna etki
gorulmedi ancak lakozamidin entorinal korteksteki iskemik dedgisiklikleri
onledigi gorulda.

Bu calismada test edilen, yeni bir antiepileptik ila¢ olan lakozamidin
grup | metabotropik glutamat reseptorlerinin ekspresyonunu etkileyerek
antikonvulsif ve noroprotektif etkiler gosterdigi seklindeki hipotez elde edilen

bulgularla dogrulanamamistir.
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