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OZET

intrahipokampal kainik asit enjeksiyonu ile olusturulan temporal lob epilepsi modelinde
grup | metabotropik glutamat reseptorlerinin ekspresyonu ve levetirasetamin ekspresyona

etkisi.

Giris: Mezial Temporal Lob Epilepsisi (MTLE) eriskinlerde goriilen epilepsinin en sik
formudur ve genellikle hipokampal sklerozla seyreder. Temporal Lob Epilepsili hastalarin
yaklasik %30’u ilaca direnglidir. TLE’ye neden olan molekiler mekanizmalar hala
bilinmemektedir. Glutamatla olusan yaygin sinaptik uyarilma sonucu iyonotropik ve
metabotropik glutamat reseptoérleri ile etkilesim TLE patofizyolojisinde o6nemli rol
oynamaktadir. in vitro ve in vivo ¢alismalarda hippokampal grup | mGIuR reseptorlerinin
(mGIuR 1 ve 5) epileptogenezisdeki rolli gosterilmistir. Modulator etkileri bulunan ve
beyinde yaygin olarak eksprese edilen grup | mGluR reseptdrlerinin epilepsi etyogenezinin
daha iyi anlasilmasi ve potansiyel tedavi hedefleri olmalari agisindan 6nemli oldugunu

distndlmektedir.

Amag: Bu calismanin amaci intrahipokampal kainik asit enjeksiyonu sonrasi
olusturulan epilepsi modelinde grup | mGIuR ekspresyonunu ve bir antiepileptik olan

levetirasetamin ekspresyon Gzerine etkilerini incelemektir.

Metod: Burr hole agilan (Sham grubu — grup 1), sadece serum fizyolojik verilen (SF
grubu — grup 2), intrahipokampal kainik asit verilen (KA grubu — grup 3), intrahipokampal
kainik asit + intraperitoneal levetirasetam verilen (KA + Lev grubu — grup 4) ve dort gruptan
olusan deneyde stereotaksik baslik ve Hamilton ignesi ile intrahipokampal enjeksiyon (grup
2, grup 3 ve grup 4) yapilmistir. 2 haftalik latent periyot sonrasinda denekler dekapite
edilerek bir kismi immunhistokimyasal ¢alisma igin, diger grup ise Western Blot ¢alismasi igin

alinmstir.

Bulgular: intrahipokampal KA enjeksiyonu sonrasinda grup 3 ve grup 4’te
histopatolojik olarak hipokampal skleroz olustugu goéraldi. Histopatolojik olarak
hipokampustaki skleroz agirlikli olarak CA3’te goriilsede CAl’de de kismen noron kaybi
izlendi. Dentat girus ve CA2’nin korundugu gorildi. istatistiksel anlamhhga ulasmamakla

birlikte kainik asit enjeksiyonu grubunda, enjeksiyonun yapildigi sag hipokampusta sol



hipokampusa gore hem mGIluR1 hem de mGIuR5 miktarlari gorece daha yiiksek bulundu.

Levetirasetam KA enjekte edilen deneklerde grup | mGluR ekspresyonuna etki géstermedi.

Sonug: Yaptigimiz calismada intrahipokampal kainik asit enjeksiyonu sonrasinda
epilepsi modelinin olustugu teyit edildi. immunhistokimya ve Western Blot calismalari
sonucu grup | mGIluR ekspresyonunda belirgin artis izlenmedi. Levetirasetam grup | mGIluR

ekspresyonu Uzerine etki gostermedi.

Anahtar kelimeler: epilepsi, temporal lob epilepsisi, hipokampal skleroz, metabotropik

glutamat reseptorleri, levetirasetam, kainik asit, intrahipokampal



ABSTRACT

The expression of group 1 metabotroptic glutamate receptors and the effect of

levetiracetam on it in intrahippocampal kainic acid injection epilepsy model.

Introduction: Mesial temporal lobe epilepsy is the most common type of epilepsy in
adults and is usually caused by hippocampal sclerosis. Approximately 30% of cases of
temporal lobe epilepsy (TLE) are drug resistant. The molecular mechanisms behind TLE are
still unknown. The widespread synaptic exitement triggered by glutamate causing
interaction between ionotropic and metabotropic glutamate receptors is considered as an
important process in the pathophysiology of TLE. Several in vitro and in vivo studies have
shown hippocampal group | mGIuR receptor’s (mGIuR 1 and 5) role in epileptogenesis.
Group | mGIuR receptors are widely expressed in the brain, have modulating effect and are
considered important from etiological perspective as well as potential targets for epilepsy

treatment.

Aim: The aim of this study is to research the group | mGIuR receptor expression as
well as the effect of an antiepileptic agent levetiracetam (LEV) on this expression in epilepsy

model triggered by intrahippocampal injection of kainic acid.

Methods: There were four groups in this study: group 1 burr hole only (Sham), group
2 normal saline injection (NS), group 3 intrahippocampal kainic acid injection (KA), group 4
intrahippocampal kainic acid + intraperitoneal levatiracetam (KA+LEV). Injections were done
with Hamilton needle on a stereotactic frame (groups 2, 3 and 4). After 2 weeks of latent
period animals were sacrificed by decapitation and were send for either

immunohistochemistry or WB analysis.

Results: After intrahippocampal KA injection we observed histopathological evidence
of hippocampal sclerosis in groups 3 and 4. Histopathologically the hippocampal sclerosis
was mostly observed in CA3, although there was a partial neuronal loss in CA1 as well.
Dentate gyrus and CA2 were unaffected. Although statistically not significant, in KA groups
right hippocampi demonstrated more mGIluR1 and mGIuR5 expressions. Levatiracetam did

not affect the expression of mGIuR1 in KA injection group.



Conclusion: We observed the development of epilepsy model after the
intrahippocampal kainic acid injection. There was no significant increase in group | mGIluR
expression according to immunohistochemistry and Western blot analysis. Levatiracetam did

not affect the expression of group | mGluR.

Keywords: epilepsy, temporal lobe epilepsy, hippocampal sclerosis, metabotropik glutamat

reseptors, levetiracetam, kainic acit, intrahippocampal



Vi

ICINDEKILER
TESEKKUR vttt e et et ee e et et e eeaeee e eeseeseeeseeseeeeseeeeeeseeeeseeeeeeeaeeeeeeeeeasaeeeeesesesesesenees
OZET ettt ettt ettt ettt ettt ettt ae ettt et et a et et et e et ae et et et et ene et eae et reaene I
JAN 2 R 27 Y G TP PP PP TP PP P PP PPPPOPPPOPPPPPPPPPRt v
ICINDEKILER -t ee et e e e eeseeeeeeeseeeeeeeeeeeesesseeaeeeeeseseeseseseeseseeeaseseesesesesseseasesensnens Vi
R I 1Y 1LY 2 R IX
SEKILLER DIZINI .ottt eee e e et eeeeeee e s eeeeeeeeeesaeeseeaeessaeeseesesesseeseaseeeseaseseanans XII
TABLOLAR DIZINI 1.ttt ettt ettt ettt st st sseteseesese s etensenessesenensanen Xl
RESIMLER DIZINI...vviiveviietceeeteeeeetee ettt ettt ettt es ettt ensetese et esensesensssetensanes X
L. GIRIS VE AMAC oot ee e e e e et eeeeeeseeeaseeeeseeeeeeseeeeeeeeeeeeeeesessesesseseetsesesseseseanaees 1
2. GENEL BILGILER ...ttt ettt ettt et s et et eveasetese et ese s etenseseneesesensesensssenis 3
N Y o T1 L= T I = L] o[l =LY U PRPPPPPTRN 3
2.2 Temporal |ob epilepsisi (TLE)....cccueiruieeriieeiiieeiieeertee et st sree e e s e e e sveeens 3
2.3 Epilepsi ve TLE epidemiyolojiSi......ccouuieiireriiiieeiiiiiiiiieeeee e eccirieee e e e eesireeeee e e e eeans 4
2.4 Nobet etiyolojisi ve patofizyolojisi .....cccueeeeieiiiieiiiiiie e 4
2.5 Epilepsinin DIYOKIMYASI.....cccvuviieiiiiieiieiiiieeeee ettt eeeetreee e e e e s eennbbeaeeeeeeeeenans 6
P I I YIS oY o =1 o] (o | ] F PRSPPI 6
2.7 Nobet ve Epilepsi SINIFIAamMast ...ttt eseenrreaeee e e e e ee e 8
2.8 Temporal Iob @anatomiSi.....ccccurreeiiiiiiiiiiireeeec e e e 14
2.9 Hipokampal anatomi ve fOrmasyon .........ccovviiiiiiniieee e 14

2.0.1 HipoKampal SKIEIOZ ......ccoocuvrrveeiiiei ittt araeeeee e 17



Vil

2.0.2 Ilyonotropik ve metabotropik glutamat reseptorleri.......ccoovevveveveveeiiereeeennn. 19
2.0.3 Grup | metabotropik glutamat reseptorlerinin (mGIuR) epilepside roli............ 23
2.0.4 Epilepsi tedavisinde antiepileptik ilaglar.......cccoevveeeiniiiiiin 24
2.0.5 Levetirasetam ...t 26
2.0.6 Deneysel epilepsi MOdEllEri ....c.viiiiiiiiieeee e 28
3. GEREG VE YONTEM ...ovetiuiuiiietetsseestetetesese sttt s b s s st ass s ssebesasa st sesesasessssesesessnnsens 32
3.1 DENECY BrUPIAIT coeeeiee ettt e st e e e st e e e st a e e e e e aaa e e e e naees 32
3.2 ANESTRZI covieiviiiiiiiiii e 32
3.3 Deneysel epilepsi modelinin olusturulmast.......cccoccveeeiiiiiieiinciee e 32
3.4 Levetirasetam (LEV) VEIIIMESi v.uueuiiiiiiiiiiieeeiiie ettt nnraeeee e 34
3.5 Sakrifikasyon ve dokularin elde edilmesi ........cccovviveeeiiiiiieiine e 34
3.6 Histopatolojik degerlendirme .......c..coovviiieiiniiie e 34
3.7 immunhistokimyasal degerlendirMe ........ccoocveveeveeiieeeeeceeeeee e 35
3.8 IMMUNRISEOKIMYA ...viviierieiereeiceeteee ettt ettt ettt st as et e e 35
3.8.1 FIKSASYON .euuvtrieiiiieeiiiiiitreeeee et e e e e e e s e e e e e e e s e enntbeaeeeeeeeeesanaeeans 36

3.8.2 DeparafiniZasyon .......cocceeeiiiiiieeiiiiiee et 37

3.8.3 ANLiJEN UYBUIGMAST ceevierriiiieieeieiieiiiteeee e ettt e e e e eennarrreeee e e e e s seaannres 37

3.8.4 immunhistokimyasal BOyanmMa.........ccccueeeveeeiereeeeeeeee e 38

3.9 Western blot (IMmMUNBIOTEING) «.c.vevvivviieiiieieieeeeeeeeete ettt 39
3.9.1 Orneklerin hazirlanmasi.........cccoveveveueieeeierereeeeeee e, 40

I I A 1= (o] o L7 2O PP 41



Vil

4. BULGULAR L.ttt ettt ettt e e e e ettt e e e e e e st e e e e e e s e mnseneeeeeeeessnnnrraneeeeens 43
4.1 Histopatolojik ve immunhistokimyasal bulgular..........ccccceeveieiiiveeiieciiiieeee, 43
A.2 WeESEEIN DIOT....eiiiiiiieee e s s 55
S TARTISIMA ettt ettt e e e ettt e e e e e s e et e e e e e s e s nnsreteeeeeessanansrnneeeeeesannans 57
B. SONUG .. e e e e e e e e e e e e e e ns 67

T REFERANS Lo e 68



AB

ABD

AC

ACho

AED

AEi

AMPA

AQP4

BOS

CA

Ca2+

DAB

DG

EC

EDTA

EEG

ELiSA

GABA

GAD

GFAP

KISALTMALAR

: Avrupa Birligi

: Amerika Birlesik Devletleri

: Adenylyl cyclase

: Asetilkolin

: Antiepileptic drug

: Antiepileptik ilag

: a-amino-3-hidroksi-5metil-4izoazolepropionik asit

: Aquaporine 4

: Beyin omurilik sivisi

: Cornu ammonis

: Kalsiyum iyonu

: 3,3’,- diaminobenzidintetrahidroklorid

: Dentat girus

: Enthorinal cortex

: Etilendiamin tetraasetik asit

: Elektroensefalografi

: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

: y-amino-butirik asit

: Glutamik asit dekarboksilaz

: Glial fibriler asidik protein


http://tr.wikipedia.org/wiki/Asetik_asit

HE

HIER

HRP

HS

Hz

IBE

ILAE

iGIuR

iHK

KA

LEV

MES

MEFS

mGIuR

MRG

MTLE

Na*

NMDA

PFA

PLC

: Hematoksilen eozin

: Heat-induced epitop retrieval

. Horseradish peroxidase

: Hipokampal skleroz

: Herz

: International Bureau for Epilepsy
: International League Against Epilepsy
: lyonotropik glutamat reseptorii

: Immunhistokimya

: intraperitoneal

: Kainik asit

: Levetirasetam

: Maximal electroshok seizure

: Mossy Fiber Sprouting

: Metabotropik glutamat reseptori
: Magnit rezonans goriintiileme

: Mezial temporal lob epilepsisi

: Sodyum iyonu

: N-metil-d-aspartat

: Paraformaldehit

: Phospholipase C


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FHorseradish_peroxidase&ei=r-9GUv7BOqmg4gSY9oG4Bw&usg=AFQjCNHWZiuvbltQmnWSk0dXm8bmNc2TpA

PMSF

PTZ

PVDF

RiPA buffer

SDS

SSS

SV2A

TLE

T™MB

WB

: Phenylmethylsulfonyl fluoride

: Pentylenetetrasole

: Polivinilidin difluorid

: Radio Immuno Precipitation Assay

: Sodyum dodesil slfat

: Santral sinir sistemi

: Sinaptik vezikll proteini 2A

: Temporal lob epilepsisi

: 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin

: Western blot

Xl



Xl

SEKILLER DiziNi
Sekil Sayfa:
Sekil 1. HipOKAMPUS GIZIMi uvveeriiiiiiiiiiiiiieieieeeeecetieee e e e e eertbereeeseeeseseabsrareeeeeessenansbeseeesesesennns 17
Sekil 2. Metabotropik glutamat reseptorleri, yapisi ve etki mekanizmalari........ccccvvveeeieeennnes 21
Sekil 3. Glutamat reseptorleri, sinaptik dagilimi ve etkilesimi.......ccccoevvvreeeieiiiiiiiiiiiieeneeeens 23
Sekil 4. Rat Brain Atlas, KA enjeksiyonu yapilacak bdlge — dorzal hipokampus....................... 33
Sekil 5. immunhistokimyasal boyama asamalars ........c.ecveeveeeeeieiieiieceeeeee e 36

Sekil 6. Peroksidazin bloke edilmesi. A) DAB’ni peroksidazla etkilesimi sonucu yanlis pozitif

sonug vermesi B) Endojen peroksidazin H,0, ile bloke edilmesi.........ccccocoveeeieciieeieciiieeeee, 39

Sekil 7. Western blot @5amalari.........cc e 42

Sekil 8. Rat Brain Atlas. Bregmadan 3,3 mm posteriordan gecen keside hipokampusun

SEMALIK HUSTIASYONU et st e e e s abe e e s s nsbaeeessaaeee 47

Sekil 9. Rat Brain Atlas. Bregmadan 5,2 mm posteriordan gegen keside hipokampusun

SEMALIK HUSTIASYONU i e st e e s s are e e s e nabaeeessaaees 48



Xl

TABLOLAR DiziNi
Tablo Sayfa:
Tablo 1. Parsiyel (fokal, lokal) nébet siniflamast (ILAE,1981)......cccccvvveievecrecriireeeeereseeeeeeennns 9
Tablo 2. Jeneralize nébet siniflamasi (kovulziv ve nonkonvulziv) iLAE, 1981 ...........ccccueueee. 10
Tablo 3. Epilepsilerin ve epileptik sendromlarin siniflandirilmasi (iLAE, 1989) ...........ccu...... 11
Tablo 4. Epileptik ndbet tipleri ve Refleks nébetler icin tetikleyici uyarilar .......cccceeeeveennnneee. 13
Tablo 5. HS siniflamasi, WyIer 1992 .......coo ittt e s e s st e e s snae s 18
Tablo 6. ILAE hipokampal skleroz klasifikasyonu (2013).......ccceeviriiieieieeeeeeeee s seeeeeeeenean 19
Tablo 7. iyonotropik ve metabotropik glutamat reseptérleri ve etki mekanizmalart. ............ 20
Tablo 8. Standart ve yeni AET etki SPEKETUMU. c..c.ovviieiieieeeieeeceeee ettt 25
Tablo 9. Zhang SKAlaSH ..cceeuuiiiiiiiiieiecite e sbre e s s ba e e s arae s 30

Tablo 10. Histopatolojik degerlendirmede etkilenen entorinal korteks (EC), dentat girus (DG)
ve hipokampus bolgelerinin (CA1, CA2 ve CA3) skleroz derecesinin gruplara gore dagilimi.

Antikorlarla boyanan gruplarin (mGIluR1 ve mGIuR5) boyanma derecesi.......c..ccccceeuvvvveennn.. 46

Tablo 11. Entorinal kortekste (EC) olusan degisiklikler . Gruplara gore dagilimi..................... 49

Tablo 12. Gruplara gore hipokampal zedelenme.......cccuieviiiiiieiiniieec e 50



XIv

RESIMLER DiZiNi
Resim Sayfa:
Resim 1. HipOKamMPUS V& DENIZATI. ..ueeeviiiiieiiiiiieeiee ettt e e e e e eentreaee e e e e e s e sansnes 15

Resim 2. immunhistokimyasal boyamada hipokampus. a)Normal hippokampus; b)Klasik
hippokampal skleroz. isaretli bélgelerde belirgin hiicre kaybi. CA1 ve CA4’te agir néronal

kayip gorilmekte. CA2 ve CA3 (kismen) KOruNMUSTUL. .....ccveeeiiieiiieeciee e 18

Resim 3. A) Sicanlarin stereotaksik basliga yerlestiriimesi ve B) Hamilton ignesi ile enjeksiyon

(V=] 11 4= ] 1S PP PPPPRRRPPP 33
Resim 4. A)G6gls duvarinin acilmasi. B) %4’lik Paraformaldehit ile doku fiksasyonu ........... 34
Resim 5. Western blot GNiteSi. ......eeeviireerieeiese e e 42
Resim 6. mGlurlantikoru ile boyanma paterni......cccceuveeiiriiiiiiiiiee e 51
Resim 7. mGlur5 antikoru ile boyanma Paterni......ccccccuveeeeiiiiiiiicireeee e 52
Resim 8. Hipoksi sonucu olugmus KIrmizi NOroNnIar .........ceeevcveeeiiiiieeeesiiieeeerieee s ssieeee e 53

Resim 9. Normal hipokampus. A) Hematoksilen eozin boyasi (HE), B) mGIuR antikorlari ile

immunhistokimyasal boyama (IHK) ........ccoeeiieieeeeiceceeeeeeeee ettt ren 54

Resim 10. Hipokampal skleroz. A) Hematoksilen eozin boyasi (HE), B) mGluR antikorlari ile

immunhistokimyasal boyama (IHK) ........cceeeiiiieeeeieeeceeeeeeeeeteeee ettt ven 54

Resim 11. Temsili Western Blot membran goriintileri. mGIluR1 ve mGIuRS5, yaklasik 130 kDa
bandina karsilik gelmektedir. Tubulin kontrol olarak kullaniimistir. Kisaltmalar: L-RH:
Levetirasetam grubu sag hipokampus; L-LH: Levetirasetam grubu sol hipokampus; KA-RH:
Kainik asit enjeksiyon grubu sag hipokampus; KA-LH: Kainik asit enjeksiyon grubu sol
hipokampus; K-RH: Kontrol grubu sag hipokampus; K-LH: Kontrol grubu sol hipokampus; S-

RH: Sham grubu sag hipokampus; S-LH: Sham grubu sol hipokampus.........cccccvvveeeiieiiincnnneee. 56



1. GIRIS VE AMAC

Mezial Temporal Lob Epilepsisi (MTLE) limbik yapilarda epileptojenik anormalliklerle
seyreden bir sendrom olarak tanimlanmaktadir (13,109). NoObet sonrasinda 0zellikle
hipokampusta noronal hiicre kaybi, nérogeneziste artis, aksonal filizlenme ve reaktif gliozis
gelismektedir. Eriskinlerde gorilen epilepsinin en sik formudur ve genellikle hipokampal
sklerozla (HS) seyreder. Temporal Lob Epilepsili hastalarin yaklasik %30’u ilaca direnclidir.
Epileptojenik dokunun 6zellikle de hipokampusun gikarilmasi nébetlerin kontrol edilmesini

saglamaktadir.

Temporal lob epilepsi (TLE) hastalarinin hipokampal hiicre yogunlugunun kontrol
orneklere ve ekstra-hipokampal fokuslu epilepsi hastalarina gére daha az olmasi, HS ve TLE
arasinda bir iliski oldugu dusiincesini desteklemektedir. ilaca direncli TLE hastalarinda
hipokampal yapinin cerrahi girisimle eksizyonu sonucunda hastalarda nébetlerin azaldigi ya
da ortadan kalktig1 goriilmustiir. Ozellikle HS’nin eslik ettigi TLE hastalarinda cerrahi sonrasi

basari oraninin yiiksek olmasi da bu iliskiyi desteklemektedir (108,114).

Retroskpektif calismalar MTLE hastalarindaki HS ile cocukluk c¢agi uzun febril
nobetlerin, kafa travmasinin, ensefalit, menenjit ve hipoksi gibi hasarlarin da HS

gelismesinde etken olabilecegini gbstermistir (111,112,113).

HS ve epilepsi iliskisinin aydinlatiimasinda en blyik katki deneysel hayvan
modelleridir. Yapilan calismalarda hipokampustaki agir noéron kaybinin sinaptik
reorganizasyon ve sinyal iletiminde degismelere neden oldugu ve beraberinde epileptik

nbbetleri ortaya ¢ikardigl 6ne sirilmektedir (105).

TLE’ye neden olan molekiiler mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. Glutamatla
olusan yaygin sinaptik uyarilma sonucu iyonotropik ve metabotropik glutamat reseptoérleri ile
etkilesim TLE patofizyolojisinde énemli etken olarak kabul edilmektedir. TLE hastalarindan
alinan hipokampal rezeksiyon materyalinde AMPA, NMDA ve Kainat reseptoérlerindeki
degisiklikler gosterilmistir. TLE’de metabotropik glutamat reseptér (mGIuR) ekspresyonunu
gosteren bilgiler son derece kisithidir. in vitro ve in vivo ¢alismalarda hipokampal grup |
MGIuR reseptorlerinin (mGIuR1 ve mGIuR5) epileptogenezisde rollii gosterilmistir. Bugline

degin TLE'de grup | mGIuR ekspresyonunu arastiran vyalnizca iki ¢alhisma vardir. Bu



calismalarda cerrahi rezeksiyon materyalleri incelenmistir. Modilator etkileri bulunan ve
beyinde yaygin olarak eksprese edilen grup | mGluR reseptorlerinin epilepsi etyogenezinin
daha iyi anlasilmasi ve potansiyel tedavi hedefleri olmalari agisindan énemli oldugunu

distinmekteyiz.

Bu calismanin amaci intrahipokampal kainik asit enjeksiyonu sonrasi olusturulan
epilepsi modelinde grup | mGIuR ekspresyonunu ve bir antiepileptik ajan olan
levetirasetamin ekspresyon Uzerine etkisini incelemektir. Boylece TLE etyopatogenezinin

anlasilmasina ve tedavisine katki saglayabilecegi disuniimustar.



2. GENEL BILGILER
2.1 Epilepsi tarihgesi

Epilepsi, Yunanca “épilambdnein” kelimesinden tiretilmistir. Anlami “tutukluk
yapmak” demektir. Epilepsi hakkindaki en eski bilgi MO-1067’de Akat’lar tarafindan yazilan
Sakikku metninde kaydedilmistir (1). Glinumizde kullandigimiz “sara” kelimesi Arapca
kokenlidir ve “yere serme” anlamina gelmektedir. Tirklerin tarihinde epilepsiyi tanimlayan
ilk s6zcik Kasgarlh Mahmud’un yazdigi “ Divanl Ligat-it Tirk”te sara karsiligi kullanilan

“talgan” kelimesidir.

Epilepside cagdas fizyopatolojik gelisme diizeyine ulasmada en énemli adim, ingiliz
hekimi J.Hughlings Jackson’un c¢alismalariyla baslamistir. Jackson 1873 yilinda “Epilepsiler
ikinci kategoriden fonksiyonel degisikliklerdir ve beynin gri maddesinin ani, asiri ve hizli
desarjidir” seklinde fokal epilepsiyi tanimlamistir (29). ilk epilepsi cerrahisi ise Ingiliz
Norosirurjiyen Victor Horsley tarafindan, ¢cokme kirigina bagl fokal motor ndbetleri olan bir

hastada 1886’da basariyla uygulanmistir (30).
2.2 Temporal lob epilepsisi (TLE)

Epilepsi en yaygin kronik norolojik hastaliklardan biridir. Genel populasyon icin
prevalansi %0,5-1 dir. Yeni tani alan epilepsi hastalarinin yaklasik %30’u ilaca direng
gostermektedir (114). Temporal lob epilepsisi (TLE) fokal refraktor epilepsinin en sik gorilen
tipidir ve lokalizasyona bagli epilepsilerin de (cte ikisini olusturmaktadir (Wieser and ILAE
Commission on Neurosurgery of Epilepsy 2004). Nobetleri kontrol altina alinamayan epilepsi

hastalarinda ani 6limler gortlmektedir.

Parsiyel baslangich epilepsiler eriskin epilepsi vakalarinin %60’n1 olusturmaktadir.

Parsiyel epilepsilerin en sik gorlen tipi TLE'dir ve genellikle ilaca direnglidir.

International League Against Epilepsy (ILAE) ve International Bureau for Epilepsy
(IBE) tanimlamalarina gore epileptik nobet: beyinde olusan yaygin, anormal, senkronize
noronal aktivasyon sonucu gorilen bulgu ve belirtidir (115,116). Epilepsi, beyinin epileptik

ndbet olusturan ve bu durumun norobiyolojik, kognitif, psikolojik ve sosyal sonuglari ile



karakterize beyin hastaligidir. Epilepsi kaza, ani ve beklenmedik 6lim riskini arttirmaktadir

(88).

International League Against Epilepsy (ILAE) tanimlamasina gore epilepsi 24 saatten
uzun siirede sebepsiz iki ve daha fazla epileptik nébetin olmasidir. Yeni tanimlamaya gore ise

en az bir nébet olmasi ve altta yatan predispozan faktoriin bulunmasi gerekmektedir.

Temporal lob epilepsisi 1989 ILAE siniflamasina gore lokalizasyona bagl semptomatik
epilepsiler altinda yer almaktadir. Bu siniflamaya gore nobetler amigdala-hipokampal
bolgeden (mediobazal limbik veya rinensefalik) ve lateral temporal bolgeden (neokortikal

TLE) olusmak Gzere iki gruba ayrilir.

ILAE 2010 siniflamasinda hipokampal sklerozun (HS) eslik ettigi mesial temporal lob
epilepsisi (MTLE) yer almistir. Limbik epilepsinin bir alt grubu olarak bilinen bu formun ilaca

direngli ve epilepsi cerrahisi 6nerilen en biyik grup oldugu gésterilmistir.
2.3 Epilepsi ve TLE epidemiyolojisi

Gelismis Ulkelerde epilepsi prevalansi 4-10/1000’dur. Gelismekte olan ulkelerde daha
yliksek olup 14-57/1000dir.

Epilepsinin gelismis tlkelerdeki yillik insidansi ise 25-50/100,000 iken, gelismekte olan
ulkelerdeki yillik insidansi 30-115/100,000’dir. Gelismis tlkelerde epilepsi ¢cocuk ve yashlarda
yuksek oranda gorilse de, gelismekte olan llkelerde geng erigkinlerde daha yiiksek oranda

gorulmektedir.

ilk tani alan epilepsi hastalarindan %60’inda nébetler fokal orijinlidir. Bu hastalarin

%80'nde ndbet odagi temporal lob kaynakhdir (117,118,119).
2.4 Nobet etiyolojisi ve patofizyolojisi

Nobet beyindeki bir grup ndéronun ani, anormal, beklenmedik asiri elektriksel
desarjina bagh olan degisikligi tanimlar. Cogunlukla kendiliginden sonlanan kisa epizodlardir.
Epileptogenezden sorumlu mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir. Patofizyolojik
olarak epilepsi sendromlari farklilik gosterse de tim epilepsi tiirlerinde artmis noronal

uyarilabilirlik ve senkronizasyon gibi 6zellikler mevcuttur.



Nobet olusumundaki ana mekanizmanin beyindeki ana inhibitor nérotransmitter
GABA aktivitesindeki azalma ve ana eksitator norotransmitter Glutamat etkinligindeki artma

oldugu disunilmektedir.

Epileptik sendromlarin en 6nemli ortak 6zelligi artmis hicresel uyarilardir. Anormal
hiicresel uyarilar travma, hipoksi, timor, enfeksiyon, metabolik bozukluklar vb. nedenlere
bagh olabilir. Altta yatan nedenler ve patofizyolojik mekanizmalar bazi epilepsi tiplerinde
kismi de olsa anlasilmistir (n6ronal migrasyon hastaliklari, monojenik epilepsiler).
Tuberoskleroz, periventrikiiler heterotopi ve subkortikal band heterotopisi bunlara érnektir.
Berkovic ve ark. 1996’da yeni epileptik sendrom, Familial temporal lob epilepsisini tarif
etmislerdir. Bu sendromun 10g22-24 kromozomuna bagli gectigi belirlenmistir (120). Jacobs
ve ark. calismalarinda mikrogirik kortekste postsinaptik glutamat reseptorlerinde artis ve

GABA reseptorlerinde azalma oldugunu gostermistir.

Uyarilabilirlik iktogenezin temel ozelligidir ve 0zglin noronlardan, noéronal

mikrocevreden ve bir grup néron populasyonundan gelisebilir.

I.  Ozgiin noronlardan gelisen uyarilabilirlik: postsinaptik membranda fonksiyonel ve
belki de yapisal degisiklikler gelisir. Epileptik noronlarda ca* iletkenligi artigi
mevcuttur.

Il.  Noronal mikrogevreden gelisen uyarilabilirlik: epileptik odakta hem fonksiyonel hem
de yapisal degisiklikler gorlir.

lll.  Epileptik hiicre populasyonundan gelisen uyarilabilirlik: anatomik ve fizyolojik
noronal degisiklik sonucu artmis uyarilabilirlik. inhibitér néronlarin selektif kaybi
gorulir. Artmis uyarilabilirligin noronal degisikligine 6rnek olarak Mossy liflerindeki
filizlenme (Mossy Fiber Sprouting — MFS) gosterilebilir. MFS hipokampal sklerozun
eslik ettigi temporal lob epilepsilerinde gosterilmistir. Normal sartlarda dentat grandl
hiicreleri ndbet olusumunu hipokampal ag vasitasiyla baskilasa da MFS dentat grandil

hiicrelerini epileptojenik néron populasyonuna dontstliirmektedir (121).



2.5 Epilepsinin biyokimyasi

Epilepsinin GABA hipotezi GABA-erjik inhibisyondaki azalmanin ndbete yol agtigini ve
GABA-erjik inhibisyondaki artisin nobeti engelledigini savunmaktadir (91). Direncli epilepsi
hastalarindan alinan BOS’da ve cerrahi eksizyonla elde edilen patoloji materyallerinde
epileptojenik odakta GABA diizeyinde ve glutamik asit dekarboksilaz (GAD) aktivitesinde
dists izlenmistir (91). Deneysel epilepsi modeli olusturulan koépeklerden alinan BOS
orneklerinde GABA diizeyinde disus izlenmistir (38,79). Baska deneysel epilepsi modeli
olusturulan siganlarin substantia nigra’larindan alinan 6rneklerde GAD aktivitesinde dusus
izlenmistir (38,79,122,123). Genetigi degistirilen ve ndbet geciren farelerde GABA reseptor
sayisinda azalma kaydedilmistir (124). Bircok antiepileptik ajan GABA analogudur, GABA
metabolizmasini bloke eder (vigabatrin, tiagabin, valproate) veya GABA’nin postsinaptik

etkilerini arttirir.

Glutamaterjik sinapslar bitin epileptik olaylarda kritik rol alir. Hem iyonotropik
hemde metabotropik glutamate reseptorlerinin aktivasyonu prokonvulzan etki gosterir.
Metabotropik glutamate reseptor fonksiyonundaki degisiklik epileptogeneziste kilit rol

oynayabilir (59,61,66,125).
2.6 TLE histopatolojisi

Hippokampal sklerozla seyreden TLE’de hippokampusun ndbet orijininde dominant

fokus oldugu gosterilmistir. Sklerotik hippokampusta iki ana patolojik olay izlenmistir:

1. Dentat girus’ta néronal devre reorganizasyonu: Subgranuler hilar internéron, mossy
hiicreleri ve granil hicrelerinde kayip mevcuttur. Granuler hiicre mossy liflerinde
dentat ic molekiler katmana dogru kollateral yaylanma olusmaktadir.

2. Ammon boynuzunda noéral hicre kaybinin yerini glial aktivasyon ve proliferasyon
almaktadir. Glutamat reseptér ekspresyonunda artis, AQP4 yeniden dagilimi, Na* ve

Ca’"iyon kanallarinda artis ve Kir4.1 kanallarinda azalma ortaya ¢ikmaktadir.

Bu degisiklige maruz kalan astrositler yogun GFAP pozitif ve zayif GFAP pozitif olarak iki

gruba ayrilr.

TLE biatin dinyada 40 milyon kisinin etkilendigi en yaygin epilepsi hastaligidir.

Histopatolojisi en cok incelenen ve histolojik lezyonu en iyi anlasilan epilepsi tipidir.



TLE histopatolojisini inceleyen en eski calisma Sommer tarafindan yapiimistir (41 ).
Sommer Ammon boynuzundaki patolojinin hastalarin %30’da goriildigini ve genellikle tek
tarafli oldugunu gostermistir. Diffliz hicre kaybinin hippokampusun sinirli bdlgesini
etkiledigini (CA1 alani) ifade etmistir. Daha sonra bu alan Sommer alani olarak tanimlanmistir
(42). Bratz otopsi yapilan epilepsi hastalarinin %50’sinde Ammon boynuzundaki degisikligi
gostermis ve bu degisikligin tek tarafli oldugunu kanitlamistir (43). Bratz daha detayl

inceleme sonucunda Ammon boynuzunda asagidaki degisiklikleri gostermistir (44,45):

- CA1l alaninda yaygin piramidal hiicre kaybi,

- Korunmus subiculum ve stratum oriens,

- Daha az hiicre kaybi izlenen hilus ve dentate gyrus,
- CA2 alanindaki piramidal hiicrelerin korunmasi ve

- CA1 alaninda neovaskiilarizasyon.

Hipokampal patolojinin TLE ile iliskisi tartisma konusu olmasina ragmen

hipokampusun TLE’de énemli rol oynadigi bilimsel olarak kanitlanmistir.

Stauder ilk kez hippokampal sklerozu TLE ile iliskilendirmistir (46). ilaca direncli
epilepside temporal lobun en bloc rezeksiyonunu tarif eden Falconer, rezeke temporal
lobdaki mesial temporal skleroz varliginin iyi cerrahi sonucla yiksek korelasyon gosterdigini
vurgulamigtir (47). Sonraki yillarda intrakranial EEG kayitlari hippokampal sklerozlu TLE
hastalarinda nébet odaginin sklerotik hippokampus oldugunu goéstermistir (48). Bratz TLE'de
hippokampal sklerozun nébet sonucu olugsmadigi fikrini 6ne strmustir (43). Hippokampal
sklerozun ndébetlerin nedeni ya da sonucu olmasi tartisma konusudur. MRG volumetrik
Olglimleri hippokampal sklerozun derecesi ile nébet sikligi ve siddeti arasinda korelasyonun

olmadigini gostermistir (49).

Bruton ilaca direngli TLE’de ndéronal, miyelin ve immunohistokimyasal boyalarda
hippokampal sklerozun farkli tiplerini tanimlamistir (44,50,51,52). Konvansiyonel
histopatolojik kriterlere gére hippokampuslar iki gruba ayrilmistir: hippokampal sklerozu
olmayanlar (otopsi kontrollerine gére normale yakin olanlar) ve hippokampal sklerozu
olanlar. Hippokampal sklerozu olmayan grupta hiicre kaybi %25’in altindayken, hipokampal
volim normaldir ve immunhistokimyasal degisiklik gérilmemektedir. Non-sklerotik olarak

degerlendirilen bu grubun iki alt grubu vardir: lezyonel TLE grubu (dusiik evreli gliomlar,



kavernomlar); ve paradoksal TLE grubu. Bu grupta lezyon olmadigi gibi febril ndbet veya

baska bir etyolojik neden de yoktur.
2.7 Nobet ve Epilepsi siniflamasi

Epileptik hastaliklarin siniflandiriimasinin temel amaci tani icin altyapi olusturmak,

dogru tedaviyi yapmak ve prognozu belirlemektir (7).

Henri Gastaut 1964 yilda ilk olarak nobet ve epilepsilerin siniflandirmasini yapmistir.
Bu siniflama ILAE tarafindan modifiye edilerek 1981’de ndbet siniflamasi ve 1989’da epilepsi
ve epileptik sendromlarin yeni siniflamasi olarak énerilmistir. 2010’da iLAE’nin Terminoloji ve
Siniflama Komisyonu noébet ve epilepside yeni terminolojiler ile birlikte siniflamada
modifikasyonlar yapmistir. Her ne kadar 1989 siniflamasi elestirilse de giinlimizde yaygin

olarak kullanilmaktadir (8).

1981 ILAE nébet siniflamasi klinik ve EEG (iktal ve interiktal) bulgularina dayanilarak

yapilmigtir. Nébetler asagidaki gibi tiplendirilmistir:

I.  Parsiyel (fokal veya lokal) nébetler
II.  Jeneralize nébetler (tonik, klonik, tonik-klonik, myoklonik ve tipik ya da atipik absans)
lll.  Siniflandirilamayan epileptik ndbetler (neonatal ndbetler, ritmik gbz hareketleri vb.)

IV.  Uzamis veya tekrarlayan nobetler (status epileptikus)

Bu siniflamada ILAE parsiyel ve jeneralize olmak {izere temel ayirim yapmustir. Parsiyel
nobetlerde (g alt gruba ayrilmistir: biling kaybi ile seyredenler (kompleks parsiyel), kognitif

disfonksiyon olmayan (basit parsiyel) ve sekonder jeneralize nébetler.



Klinik nébet tipi

iktal EEG

interiktal EEG

A) Basit parsiyel nobetler (biling etkilenmez)
1. Motor bulgularla seyreden

a. ilerleme olmayan fokal motor

b. ilerleyen fokal motor (Jacksonian)
c. Versif

d. Postural

e.

Fonatuar (vokalizasyon ve ya konusmanin durmasi)
2. Somatosensoriyel ve ya 6zel duyusal belirtilerle giden
(halUsinasyonlar, ignelenme, isik cakmasi ve b.)
a. Somatosensoriyel

b. Gorsel

c. lsitsel

d. Koku

e. Tat

f.  Vertiginoz

3. Otonom belirti ve bulgularla seyreden
(epigastrik his, solukluk, terleme, kizariklik,
piloereksiyon ve pupil dilatasyonu)
4. Psisik belirtilerle seyreden
(yuksek serebral fonksiyonlarin bozulmasi)
Disfazik
Dismnezik (deja vu)
Bilissel (riiya durumu, zaman duygusu bozulmasi)
Affektif (korku, kizginhk)
illizyonlar (makropsi)
Yapilanmis haltsnasyonlar (muzik, gérinti)
B) Kompleks parsiyel nébetler (biling kaybi ile beraber)
1. Basit parsiyel baslangis sonrasinda bilincin
kaybolmasi
a. Basit parsiyel 6zellikleri takiben biling kaybi
b. Otomatizmalarla birlikte
2. Biling kaybi ile baslayan
a. Sadece biling kaybi
b. Otomatizmalarla birlikte
C) Sekonder jeneralize nébetlere doniisen parsiyel
noébetler (jeneralize tonik —klonik, tonik ya da klonik)
1. Basit parsiyel nébetlerin jeneralize nébetlere
donismesi
2. Kompleks parsiyel nobetlerin jeneralize ndbetlere
donismesi
3. Basit parsiyel ndbetin kompleks parsiyel nobete
daha sonra jeneralize nébete doniismesi

-0 o0 T

bulgular

ilgili kortikal
temsil alaninin
Uzerinden
baslayan
kontralateral
fokal desarj

Unilateral ya
da siklkla
bilateral
desarjlar
temporal ya
da fronto-
temporal fokal
ve ya diffiiz
Desarijlarin
hizla sekonder
bilateral
jeneralize
olmasi

bulgular

Fokal
kontralateral
desarj

Unilateral ya da
bilateral
genellikle
asenkron fokus;
genellikle
temporal ve ya
frontal
bolgelerde

Tablo 1: Parsiyel (fokal, lokal) nébet siniflamasi (iLAE,1981)




Klinik nébet tipi

iktal EEG bulgulari
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interiktal EEG bulgulari

A. Absans nobetleri
Sadece biling kaybi
Hafif klonik bilesenle beraber
Atonik bilesenle beraber
Tonik bilesenle beraber
Otomatizmalarla beraber
. Otonom bilesenle beraber
B. Atipik absans nobetleri
a. Tonus degisiklikleri daha belirgin
b. Baslangici ve bitisi ani degil

Q

oD oo o

C. Myoklonik nobetler
Myoklonik atimlar
D. Klonik nébetler

E. Tonik nébetler

F. Atonik nobetler (astatik)

Genellikle reguler ve
simetrik 3Hz, 2-4 Hz diken-
yavas dalga, coklu diken-
yavas dalga kompleksleri.
Anormallikler bilateraldir

EEG daha heterojendir.
irreguler diken, yavas dalga
kompleksleri. Bilateral,
diizensiz ve asimetrik

Coklu diken dalga ve keskin
yavas dalgalar

Hizli aktivite(sn. 10 Hz ve
Uzeri), yavas dalga, nadiren
diken-dalga

Disuk voltajli hizli aktivite.
Frekansin azalip
amplitlidin arttig (9-10Hz)
hizh ritm

Coklu diken dalga, dislik ya
da ¢ok distik amplititla
hizli aktivite

Zemin aktivitesi normal.
Diken ve diken-yavas
dalga gibi paroksizmal
anormallikler
gorilebilir. Dizenli ve
simmetrik

Zemin aktivitesi
genellikle anormaldir.
Diken ve diken-yavas
dalga kompleksleri
dlizensiz ve asimetrik
iktal EEG’ye benzer

Diken dalga ve ya ¢oklu
diken-dalga

Az ve ya ¢ok ritmik
keskin-yavas dalga

Coklu diken-yavas dalga

Tablo 2: Jeneralize nobet siniflamasi (kovulziv ve nonkonvulziv) iLAE, 1981

Epilepsi ve epileptik sendromlarin 1989’da yapilmis siniflamasinda iLAE temel olarak

iki kriter ele almistir. Lokalize veya jeneralize nobetler olusum sebebine gore de idiyopatik,

semptomatik ve kriptojenik altgruplara ayrilmistir.
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Tablo 3: Epilepsilerin ve epileptik sendromlarin siniflandiriimasi (iLAE, 1989)

I.  Lokalizasyona bagl epilepsiler ve sendromlar (fokal, parsiyel)
1. idiyopatik (yasa bagli baslangic)
a. Sentrotemporal dikenli iyi huylu ¢cocukluk ¢agi epilepsisi
b. Oksipital paroksizmli cocukluk ¢agi epilepsisi
c. Primer okuma epilepsisi
2. Semptomatik
a. Temporal lob epilepsisi
Frontal lob epilepsisi
Parietal lob epilepsisi
Oksipital lob epilepsisi
Cocukluk caginin kronik progresif epilepsia parsialis kontinuasi
(Kojevnikov sendromu)
Spesifik faktorlerle uyarilan nébetlerle karakterize sendromlar
Il. Jeneralize epilepsiler ve sendromlar
1. idiyopatik (yasa bagli baslangic — yas sirasina gére siralanmustir)
a. lyi huylu ailesel yenidogan konvulzyonlari
lyi huylu yenidogan konvulzyonlari
Sut cocuklugunun iyi huylu myoklonik epilepsisi
Cocukluk ¢agi absans epilepsisi(piknolepsi)
Juvenil absans epilepsisi
Juvenil myoklonik epilepsi (impulsif petit mal)
Uyanmada grand mal epilepsisi
Diger jeneralize idyopatik epilepsiler
i.  Belirli aktivasyon yontemleriyle uyarilan epilepsiler
2. Kriptojenik ve ya semptomatik (yas sinirina gore)
a. West sendromu (infantil spazmlar, Blitz-Nick-Salaam Kraempfe)
b. Lennox-Gastaut sendromu
c. Myoklonik astatik nobetli epilepsi
d. Myoklonik absans epilepsisi
3. Semptomatik
a. Spesifik olmayan etiyoloji
Erken myoklonik ensefalopati
Erken infantil epileptik ensefalopati (baskilanim bosalim ile)
Diger semptomatik jeneralize epilepsiler
b. Spesifik sendromlar
lll.  Fokal ve ya jeneralize olduklari belirlenemeyen epilepsiler
1. Jeneralize ve fokal konviilzyonlu epilepsiler
a. Yenidogan konviilzyonlari
b. Sit cocugunun agir myoklonik epilepsisi
c. Yavas dalga uykususirasinda devaml diken dalgali epilepsi
d. Edinsel epileptik afazi (Landau-Kleffner sendromu)
e. Diger belirlenemeyen epilepsiler
2. lJeneralize ve ya fokal konviilzyon 6zelligi belirlenemeyen epilepsiler
Jeneralize tonik klonik nébetleri olan ancak klinik ve EEG bulgulari jeneralize ya da
fokal epilepsi ayriminda kesin bilgivermeyen tim olgular
IV.  Ozel sendromlar
1. Duruma bagh nébetler
a. Febril konvilzyonlar
b. izole nébet ve ya izole status epileptikus
c. Akut metabolik ve ya toksik nedenlere bagli nébetler

o oo o

bl
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Zamanimizda halen kullanilsa da eski siniflamalarin yenilenmesi ihtiyaci ortaya
cikmistir. Yeni norogorintileme yontemleri ve norofizyolojik calismalar jeneralize nébetlerin
tiim korteksten kaynaklandigi fikrini ortadan kaldirmistir (53,54). Bircok nobet tipinde fokal
veya jeneralize ayirimini uygulamak zordur. EEG bulgulari yenidogan ve cocukluk doneminde
farkli olabilir. Ornek olarak Dravet sendromlu hastalar hem jeneralize hemde fokal nébetlerin
goruldiigi EEG bulgular ile seyredebilir. 1989 iLAE siniflamasinda jeneralize ndbet tiplerinde
yer alan West sendromu fokal ndbet geciren ve rezektif cerrahi sonrasi tedavi edilebilen

hastalik grubundandir (55,56).

2010’da Epilepsi Organizasyonlari jeneralize ndbetleri: bir noktadan kaynaklanan ve
hizlica bilateral yayilarak bitin agi tutan ndbetler olarak tanimlamistir. Bu ag: korteksi ve
subkortikal yapilari igerebilir, bitlin korteksin tutulmasi sart degildir. Jeneralize nobetler

asimetrik olabilir (7).

Jeneralize nobet tiplerinde rasyonellestiriime vyapilmistir. Absans noébetleri (g
kategoriye ayrilmis: tipik, atipik ve farkl ozellikleri olan (myoklonik absans ve gbz kapagi
myoklonisi). Myoklonik nébetler de myoklonik, myoklonik-atonik ve myoklonik-tonik olarak

siniflandiriimistir (7).

‘Parsiyel’ kelimesinin yerini ‘fokal’ kelimesi almistir. Fokal nobetler bir hemisfere
sinirli, bir odaktan kaynakli nobetler olarak tarif edilmistir. ‘Kompleks’ kelimesi bilincin,
uyanikligin degismesi anlamina gelmektedir, alternatif olarak ‘diskognitif’ kelimesi kullanima
girmigtir. ‘Basit’ kelimesinin yerini ‘bilincin degismemesi’ almistir. ‘Kompleks parsiyel’ nébet
yeni deyimiyle ‘fokal diskognitif’ nobet olarak ifade edilmektedir. Neonatal ndbetler farkli

antite olarak kullanimdan kaldirilmistir (7).

Etiyolojik gruplandirilima tamamen degistirilerek idiyopatik, semptomatik ve
kriptojenik kelimeler kullanimdan kaldiriimistir. Genetik, yapisal, metabolik ve bilinmeyen

seklinde yeniden yapilandirilmistir (7).

Benign ve katastrofik kelimeleri kullanimdan kaldirilarak, kendini sinirlayan, ilaca

yanit veren ve ilaca direngli kavramlari getirilmistir (7).



Tablo 4: Epileptik nobet tipleri ve Refleks nébetler igin tetikleyici uyarilar
. Kendini sinirlayan nébetler
Jeneralize nobetler

a. Tonik-klonik nébetler (klonik ve ya myoklonik pazli bailangici olanlar dahil)

b. Klonik nébetler
Tonik 6zelligi olan
Tonik 6zelligi olmayan
Tipik absans nobetleri
Atipik absans nobetleri
Myoklonik absans nobetleri
Tonik nébetler
Spazmlar
Myoklonik nébetler
Gozkapagl myoklonisi
Absansla beraber olan
Absansla beraber olmayan
j. Myoklonik atonik ndbetler
k. Negatif myoklonus
I.  Atonik nébetler
Fokal nébetler
a. Fokal duyusal nébetler
Basit duyusal semptomlarla (oksipital ve paryetal lob epilepsisi)
Hayali duyusal semptomlarla (temporo-pariyeto-oksipital bileske)
b. Fokal motor nébetler
Basit klonik motor nébetler
Asimetrik tonik motor nobetler (suplementar motor alan)
Tipik otomatizmalar (mezial temporal lob epilepsisi)
Hiperkinetik otomatizmalar
Fokal negatif myoklonus
inhibitér motor nébetler
c. Gelastik ndbetler
d. Hemiklonik ndbetler
e. Sekonder jeneralize nobetler
1l Tekrarlayan ve ya devamli nébetler
Jeneralize status epileptikus
a. Jeneralize tonik-klonik SE

T S@ o a0

b. Klonik SE
c. Absans SE
d. Tonik SE

e. Myoklonik SE

Fokal status epileptikus
a. Epilepsia parsiyalis kontinua (Kojevnikov)
b. Aura kontinua
c. Limbik SE (psikomotor status)
d. Hemikonvulziv status

1. Refleks nébetler igin tetikleyici uyarilar
Vizual, mizik, yemek, sicak su, okuma ve b.
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Engel tarafindan yapilmigtir (2001).
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2.8 Temporal lob anatomisi

Temporal lob beynin yan tarafinda yerlesmis telensefalon bolgesidir. Konusma, hafiza
ve duymanin dahil oldugu bircok gorevi bulunmaktadir. Lateral, inferior ve medial olmak
Uzere Ug yuzeyi vardir. Temporal lobun lateral ylzeyi preoksipital ¢entikle pariyetooksipital
sulkusu birlestiren hayali cizginin éniinde yer almaktadir. U¢ paralel yerlesimli (superior,
middle ve inferior) gyrustan olusmaktadir. Temporal lobun bazal yiizeyi oksipital lobun bazal
ylzeyi ile ayni giruslardan olusmaktadir. Bunlar oksipitotemporal, kollateral ve rinal
sulkuslarla ayrilmistir. Medialden laterale dogru yerlesen parahipokampal, oksipitotemporal

ve inferior temporal giruslardan olugsmustur.

Temporal lobun medial ylzeyi medial kortikal yapilar arasinda en kompleks olanidir.
Medial yizey hippokampusu olusturan ve longitudinal yerlesimli {ic néral doku bandindan
olusmustur. Alttaki bant subikular zona denk gelen parahipokampal girustan, ortadaki bant
dentat girustan ve Ustteki bantta fimbria fornicis'ten olusmustur. Parahipokampal girus
spleniumun alt hizasinda kalkarin sulcusla ikiye ayrilir. Bunlar arkaya ve yukariya uzanarak

singulat girusla devam eden isthmus, ve arkaya dogru uzanan lingual giruslardir.

Dentat gyrus, lUzerindeki dise benzer gikintilar nedeniyle bu ismi almaktadir. Dentat
girus spleniumun arkasina dogru once fasciolar girus ve sonra indusium griseum olarak
devam eder. Dentat girusun medialinde ige katlanti yapan ve gri maddeden olusan yapi,
Ammon boynuzu adini alir. Ammon boynuzu sikica yerlesmis piramidal hiicre tabakasiyla

karakterizedir.
2.9 Hipokampal anatomi ve formasyon

Hipokampusun ilk tanimlamasi 1587’de Arantius tarafindan yapilmistir. 1729°da
J.G.Duvernoy hipokampusun seklini ¢izmistir. Her iki otér de “hipokampus” ve “ipekbdcegi”
terimi arasinda kalmistir. 1732’de Winslow “ko¢ boynuzu” terimini dnermistir. 1742’de De
Garengeot cornu Ammonis ifadesini kullanmistir (Misir mitolojisinde tanri Ammun Kneph).
Daha sonra 1672’de Diemerbroeck tarafindan ifade edildigi distintlen pes hippocampi terimi

kullanima girmistir.
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Resim 1.
Hipokampus ve Denizati.

Hipokampus ventrikiile kabaran bir yapi olup, bir birine sarilan iki kortikal laminadan
“Cornu Ammonis ve gyrus dentatus”tan olugsmustur. Hipokampus limbik lobun bir pargasidir,
hemisferin inferomedialinde yerlesmistir ve cevresindeki parahipokampal korteksten limbik

fisstirle ayrilmistir. Broca (1878) limbik lobu, limbik ve intralimbik girus olarak ikiye ayirmistir:

1. Limbik girus subkallozal, singulat ve parahipokampal girus olmak tzere (¢ kisimdan
olusmustur. Parahipokampal girus iki segmente ayrilir: (1)Subiculum ince ve yassi
olan posterior kisimdir, (2)Piriform lob uncus ve entorinal bolgeyi kapsayan daha
hacimli kisimdir.

2. Intralimbik girus’un anterior kismi prehipokampal rudimentten (paraterminal girus)
ve superior kismi ise prehippokampal rudimentin devami olan korpus kallozumun

lizerinde yer alan indusium griseum’dan olusmustur.

Hipokampus lateral ventrikil temporal hornu’na dogru kabariklik yapan ve disaridan
denizatina benzeyen yapiya sahiptir (Resim 1). Mezensefalonu cevreleyen bu yapi (¢

segmente ayrilir:

1. Orta segment veya hipokampusun gévdesi
2. Anterior segment veya hipokampusun basi

3. Posterior segment veya hipokampusun kuyrugu

Hipokampus bilaminar yapidadir. Bir birine sarilan Cornu Ammonis (hippocampus
proper) ve gyrus dentatus’tan (facsia dentata) olusmustur. Bu yapilarin ikiside allocortex’in

pargalaridir.
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Cornu Ammonis icten disa dogru siralanan alti tabakadan olusmustur: alveus, stratum

oriens, stratum pyramidale, stratum radiale, stratum lacunosum ve stratum moleculare.

= Alveus intraventrikuler ylzeyi kaplar. Ana efferent yolagi olusturan hipokampal ve
subicular néronlarin aksonlarini igerir. Septum kaynakl afferent lifleride igerir.

= Stratum oriens altindaki stratum pyramidale’ye karistigi icin sinirlari net secilemez.
Daginik sinir hiicrelerinden (basket hiicreleri) olusmustur.

= Stratum pyramidale cornu Ammonis’in ana katmanidir, piramidal hicreleri icerir.
Piramidal htcreler Uggen sekillidirler ve bazal kisimlari alveusa bakarlar. Bu
yuzeyinden aksonlar stratum oriensi gegerek alveusa ulasirlar. Piramidal hiicre
aksonlari septal nukleusa dogru uzanabilir, bazi asosiasyonel lifleri ise diger piramidal
hiicrelere, hatta kontralateral hippokampusa uzanabilir (Schaffer kollateralleri).

=  Stratum radiatum piramidal hicrelerin apikal dendritlerinden olusmustur. Bu
katmanda apikal dendritler Schaffer kollateralleri, septal nukleus lifleri ve komissural
liflerle birlesir.

= Stratum lacunosum cornu Ammonis’in ylizeyine paralel vyerlesimli aksonal
fasikillerden olusmustur.

=  Stratum moleculare hipokampal sulkusa birlesik kisimdir ve interndronlardan

olusmustur.

Allokorteks Ug¢ tabakadan olustugu icin Cornu Ammonis’in yukarida belirtilen alti katmani da
Uc tabakada birlestirilmistir. Stratum oriens, Stratum pyramidale ve stratum radiatum,

lacunosum ve moleculare’yi iceren molekiler zon (126,127).
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Sekil 1. Hipokampus ¢izimi.

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,
stratumgranulosum; 10, polimorfik
katman; 11, fimbria; 12, margo
denticulatus; 13, fibrodentate sulcus;
14, superfisial hipokampal sulkus; 15,
subiculum

Cornu Ammonis dort alandan olusmustur ve Lorente de No (1934) tarafindan CAl-

CA4 olarak isimlendirilmistir.

CA1 subiculum’un devamidir. Piramidal hiicreleri tipik olarak licgen seklinde, kii¢lik
ve daginiktir (128). insanda CA1’in stratum piramidale’si genis, sicanlarda ise ince ve
yogundur (128,129,130).

CA2 stratum piramidale ince ve yogun yapan genis, ovoid ve yogun hicrelerden
olusmustur (128,129,130).

CA3 cornu Ammonis’in genusunu olusturur. Piramidal hicreler CA2 ile aynidir.
CA3’ln ozelligi dentat girustan orijin alan ince, miyelinsiz mossy lifleridir. Bu lifler
piramidal hicreleri cevreler, stratum radiatum ve piramidale arasinda sikisirak CA3’e
Ozel stratum lucidum’u olusturur(128,130).

CA4 dentat girusun olusturdugu olukta yerlesir. Hiicreleri ovoid, genis, daginik ve
mossy lifleri miyelinlidir (CA4 igin 0zgl). Girus dentatus CA4 ile beraber area

dentata’yi olusturur (131,132).

Hipoksiye dayanikligina gére CA1l hassas bdlge veya Sommer sektorl, CA3 dayanikh

bolge veya Spielmeyer sektorii, CA4 ise orta hassas bolge veya Bratz sektori olarak bilinir.

2.0.1 Hipokampal skleroz

MTLE’de en belirgin patolojik bulgu hipokampal skleroz’dur. HS hipokampusta atrofi,

noronal kayip, gliozis ve sinaptik reorganizasyon ile karakterizedir (Resim 2). CA1 ve CA4

néronal kaybin en agir olan bolgeleridir. CA2 ve DG hiicre élimune karsi direngli bolgelerdir
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(52,81,117,119). HS’de nodronal hiicre kaybinin oldugu bdlgelerde astrosit ve mikroglia
aktivasyonu ve proliferasyonu ile tanimlanan reaktif gliozis gorilmektedir. Astrositlerde bu
sirecte morfolojik degisikler olusmaktadir (93,107). Yogun fibriler astrogliozis sonucu
dokuda biziisme ve sertlesme olusmaktadir. HS’de Mossy liflerinde filizlenme (MFS) bir
baska patognomonik bulgu sayilabilir (105). MFS CA3’teki piramidal hiicre kaybi ile
baglantihdir ( 86).

pees

Resim 2. immunhistokimyasal boyamada hipokampus. a)Normal hipokampus; b)Klasik
hipokampal skleroz. isaretli bélgelerde belirgin hiicre kaybi. CA1 ve CA4’te adir néronal kayip
goriilmekte. CA2 ve CA3 (kismen) korunmustur.

Hipokampal sklerozun en eski siniflamalarindan biri Wyler evrelendirmesidir (12). Bu
evreleme sistemi siniflamadan ¢ok hipokampusun anatomik bdlgelerindeki néronal hiicre

kaybinin semi-kantitatif degerlendirilmesine dayalidir.

Evre Patolojik bulgu

1l CA1, CA3 ve CA4 segmentlerinde belirgin gliozis ve %50’ den daha az néron kaybi

var
v Hipokampal piramidal hiicre katmaninin biitiin segmentlerinde belirgin gliozis ve

%50’den fazla néron kaybi var
Tablo 5. HS siniflamasi, Wyler 1992

Ancak benzer semi-kantitatif degerlendirmeye dayanan 2013 IiLAE siniflamasi

kullanima girmistir (Tablo 6) (107).



19

Tablo 6. iLAE hipokampal skleroz klasifikasyonu (2013)

Hipokampal alanlarda noronal hiicre kaybi ve gliozis patoloji paterni
(en bloc rezeksiyon materyallerinde)
Klas. ® HS ILAE Tip 1 HS ILAE Tip 2 HA iLAE Tip 3 HS yok/ Yalniz
’ “CA1 Predominant” “CA4 Predominant” Gliozis

cA1® 2 1-2 0-1 0
cA2”® 0-2 0-1 0-1 0
CA3® 0-2 0-1 0-1 0
CA4"® 2 0-1 1-2 0
DG ¢ 0-2 0-1 0-2 0-1

0 = asikar noronal kayip yok veya yalniz orta derece astrogliozis
1 = orta derecede néronal kayip ve gliozis (GFAP)
2 = agir noronal kayip ve fibriler astrogliozis

a — bu klasifikasyon anatomik olarak bitin alanlari korunmus hipokampal spesimene uygulanir (en
bloc rezeksiyon)

b — viziiel degerlendirmede hipokampal alanlarda yaklasik %30-40 néronal kaybi gosterir

¢ — dentat girus i¢in skorlama: 0-graniiler hiicre tabakasi normal; 1-graniiler hiicre tabakasinda
dagilma; 2-grandiler hiicre tabakasinda agir kayip

2.0.2 iyonotropik ve metabotropik glutamat reseptorleri

Glutamat santral sinir sistemindeki (SSS) major eksitator norotransmitterdir ve
etkisini hem iyonotropik hem de metabotropik glutamat reseptorlerini uyararak gosterir. Bu
reseptorlerin selektif ligandlarinin (kompetitif agonist ve antagonistleri, pozitif ve negatif
modulatorleri) bulunmasi glutamat reseptorlerinin fonksiyonlarinin arastirilmasinda énemli

rol almistir.

iyonotropik glutamat reseptérlerinin (iGIuR) tic major tipi vardir. Bu reseptérler kendi
selektif uyaranlarinin adlarini tasir: N-metil-d-aspartat (NMDA), a-amino-3-hidroksi-5metil-
4izoazolepropionik asit (AMPA) ve 2-karboksi-3-karboksimetil-4-izopropenilpirrolidin (Kainat)
reseptorleri (22)(Tablo 6).
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Tablo 7. iyonotropik ve metabotropik glutamat reseptorleri ve etki mekanizmalari.

NMDA AMPA Kainat Grup | Grup Il Grup llI
reseptorleri reseptorleri reseptorleri

NR1 GluR1 GluR5 mGluR1 mGIluR2 mGluR4
NR2A GluR2 GluR6 mGIluR5 mGluR3 mGIuR6
NR2B GluR3 GluR7 mGIluR7
NR2C GluR4 KA-1 mGIuR8
NR2D KA-2

NR3A

NR3B

L1111 11
ca* Na* Na* G, PLC G;, AC G;, AC
Na* (ca®™) (ca®™) artmasi azalmasi azalmasi

Glutamat reseptor ailesinin transmembran topolojisi klasik dortlii transmembran alan
modelli nikotinik asetilkolin reseptorlerinden farkhdir ve ekstraseliiler amino- terminali

bulundurur.

NMDA reseptor ailesinin yedi alt Unitesi vardir, NR1, NR2A-D ve NR3A ve B. NMDA
reseptorleri yiksek ca® gecirgenligine ve yavas kinetige sahiptirler. AMPA reseptorleri ise
dort alt tiniteden olusmustur (GIuR1-4). AMPA reseptorleri yavas Ca** gegirgenligine ve hizli
kinetige sahiptirler. Kainat reseptor ailesi ise iki farkh alt Gniteden olugsmustur, GIuR5-7 ve

KA1 ve 2.
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Sekil 2. Metabotropik glutamat reseptérleri, yapisi ve etki mekanizmalari.

Gunlimizde G-proteinine baglanan metabotropik glutamat reseptér ailesinin sekiz
dyesi (mGIuR1-8) vardir. Dizilimine, ikinci haberciye baglanmasina ve farmakolojik
ozelliklerine gore Ug gruba ayrilirlar: grup | (mGIluR1 ve 5), grup Il (mGIuR 2 ve 3) ve grup lll
(mGIuR 4, 6, 7, 8) (Tablo 6). Grup | metabotropik glutamat reseptorleri G, yardimi ile
fosfolipaz C'ye baglanarak aktivasyona yol acgar, grup Il ve grup lll reseptorler G; yardimiyla
adenilat siklaz aktivitesini inhibe eder (22). mGluR uyarilmasi hem intraseliiler ikinci haberci
yoluyla, hem de heteromerik G proteini By alt tnitelerinin uyarilmasi ve iyon kanali aktivitesi
modilasyonuyla olusur (133,134,135). Retina yerlesimli mGluR6 disinda (136,137) bitlin
diger mGIuR ailesi memelilerin santral sinir sisteminde hem glial hemde néronal hiicrelerde
yerlesmistir (138,139). mGluR’lar ayrica periferik sinir sisteminde, nosiseptif sistemde de
yerlesmistir (135,139). Noronlarca eksprese edilen grup | mGIuR’lar tipik olarak postsinaptik
somatodendritik alanlarda yerlesirken, grup Il ve grup Il reseptorler agirlikli olarak
postsinaptik aksonal alanda ve aksonal terminallerde yerlesir (138,139).

Metabotropik glutamat reseptoérlerinin (mGIuR) iktal desarjlarin baslamasinda énemli
roli oldugu duslnitlmektedir. mGluR’larin yapisal o6zellikleri, sentetik bilesenlerin bu

reseptorlerin  aktivitesine etki ederek nobet kontrolinde alternatif uygulamada
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kullanilabilecegini disindirmektedir (21). Wong ve ark. calismalarinda mGIluR’larin iktal
desarjlarin baslamasinda rol aldigini ve normal beyin dokusunun iktal senkronize desarjlara
katilmasinda ©6nemli rol oynadigini ifade etmistir (21). mGIuR sentetik bilesenlerinin

terapotik kullanim icin avantajlari vardir. Kan beyin bariyerini rahat gecebilirler (57).

Grup | metabotropik glutamat reseptorleri beyinde 6zelliklede hipokampusun CA3
bélgesinde yaygindir. insan serebral korteksinden alinan spesimenlerde mGluR1a ile yapilan
elektron mikroskopu ve immunohistokimya calismalari sonucu, bu reseptérlerin piramidal
ndron cisimlerinde ¢ok az sayida, piramidal hiicre dendritlerinde ise yaygin olarak bulundugu
gosterilmistir. mGIuR5’in de ayni Ozellikler gosterdigi bildirilmistir. Grup | mGIuR néronal
uyarilmayi tetikler. Grup | mGIuR agonistleri uzun sireli depolarizasyona neden olur ve
prokonviilzan aktiviteye sahiptirler (58,59). Grup | mGIuR antagonistlerinin ise birgok

deneysel epilepsi modelinde antikonviilzan etki olusturdugu izlenmistir (60,61).

Merlin ve Wong calismalarinda grup | mGIuR spesifik agonistlerinin kisa sireli
interiktal uyariyr uzun siren desarjlara dénustirdtigini gostermislerdir (62). Bu uzamis
desarjlar agonist ajan vicuttan atildiktan sonra da devam etmektedir. Grup | mGIuR
antagonistlerinin bu desarjlari gecici olarak engelledigi gosterilmis ve epileptiform aktivitenin
grup | mGluR endojen aktivasyonu sonucu devam ettigi fikrini desteklemistir. Olusturulan
hasar sonrasi gelisen kendini uyarmanin (grup | mGluR) epileptogenezisin indiiksiyonuna
neden oldugu dislnilmektedir. Daha sonra bu olayin iyonotropik glutamat reseptoérlerinden
bagimsiz oldugu gosterilmistir (63). mGIuR5 reseptorlerinin indiksiyonda, mGIluR1’in ise

uzamis nobetlerin stabilizasyonunda 6nemli rol oynadigi diisiinilmektedir (64).

Rutecki ve ark. calismalarinda grup | mGIuR ikincil haberci kaskadini aktive ederek, in

vivo ndbet yaptigi ve in vitro epileptiform aktiviteye neden oldugunu gostermislerdir. (65).

Chapman ve ark. mGIuRS5 selektif antagonistlerinin ¢ok disik terapotik dozlarda bile
nobetleri engelledigini gostererek antikonviilzan tedavide alternatif olabilecegini

gostermislerdir (66).

Notenboom ve ark. temporal lob epilepsili hastalarin hipokampuslarinda mGIuR5
immunoreaktivitesinde artis izlemistir (67). Artmis immunoreaktivite hipokampusun birincil

noronlarinda ve dentat girus molekiler tabakasindaki hiicre cisimleriyle, apikal
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dendritlerinde izlenmistir. Hipokampal sklerozu olan temporal lob epilepsili hastalarda bu

artis daha da belirgindir.
2.0.3 Grup | metabotropik glutamat reseptorlerinin (mGIuR) epilepside rolii

insan temporal lob epilepsisi ve sicanlarda olusturulan deneysel epilepsi
modellerinde hipokampal uyarilma mekanizmasi halen aydinlatilamamistir (68). Bilinen en
gecerli hipoteze gbre hipokampustaki eksitatér ve inhibitdr norotransmitter arasindaki
dengesizlik nébet esiginde diisiise neden olmaktadir. inhibitér nérotransmitter sistemi olan
GABA,'nin uyarilma ve ekspresyonu lzerinde pekcok insan ve deneysel hayvan calismalari
mevcuttur (69,70,71). insan temporal lob epilepsisinde (TLE) mGluR’larin rolii hakkindaki
bilgi oldukg¢a kisithdir (26). Bugline kadar grup | mGIuR’in TLE’deki rollini arastiran yalniz iki
¢alisma yayinlanmistir (26). L-Glutamat hipokampustaki major eksitatér nérotransmitterdir,
iyonotropik ve metabotropik glutamat reseptorleri lizerinden etki etmektedir. Bu reseptor
sistemleri epileptogenezis ve antiepileptik ila¢ tedavisinde hedef olarak goriilmektedir (25).
Grup | mGIuR uyarilmasiyla inositol trifosfat hidrolizi olusarak intraseliiler Ca’* salinmasina ve
eksitatér membran depolarizasyona yol agmaktadir (25). Farkh mGIuR uyarilmasinin TLE
patogenezine katkida bulunabilecegi dislincesi bu reseptorlerin kronik refraktor epilepsi

tedavisinde hedef olacagini distindirmektedir.

Glutamate

AMPA receptor
Kainate receptor
NMDA receptor

Glutamate mGIuR1/5

Glycine
Glutamine
NBQX
Aniracetam
Cyclothiazide

2,3-Benzodiazepines

Zinc mGIuR2/3
Magnesium

Selfotel

MRZ 2/576

Spermine

Ifenprodil (2B)

Polyamines mGIuR4/7/8

Memantine Py

Glial uptake MI;EP

QvBi cecocecoeeomee @ €

Sekil 3. Glutamat reseptérleri, sinaptik dagilimi ve etkilesimi.
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2.0.4 Epilepsi tedavisinde antiepileptik ilaglar

Epilepsi tekrarlayan epileptik nobetlerle karakterize kronik bir durumdur. Epileptik
nobet beyindeki noronlarin anormal, yaygin ve hipersenkronize elektriksel desarjlarlaridir.
Nobet ve epilepsi multifaktoryel ve heterojen bir durum oldugu igin siniflandiriimasi
gerekmektedir (8,13,27,30). Epilepsi tedavisi nobet ve epilepsinin uygun siniflamasina gore
belirlenmektedir. Antiepileptik ilag se¢imi de epileptik sendromun ve ndbetin tipine, hastaya
uygunluguna, hastanin dzgecmisine ve ilacin giivenirligine gore belirlenir (27). ilac tedavisi

her zaman monoterapi seklinde en disik dozla baslanmali ve yavas titre edilmelidir.

Antiepileptik ilaglarin yarisindan ¢ogu 1980’den 0Once, geri kalani 1990’dan sonra
kullanima girmistir (Tablo 7)(27). Klasik antiepileptik ilaglarin hepsi birinci basamak ilaci
olarak kullanilmaktadir. Yeni antiepileptik ilaglarin birinci basamak ilaci veya monoterapide
kullanilmasi icin yeni klinik calismalara gerek vardir. Yeni antiepileptik ilaclarin biyilk
¢ogunlugu ek ilag olarak kullaniimaktadir (27). Bu ilaglarin bazilari monoterapide kullaniimak
icin Avrupa Birligi (AB) Ulkelerinde onay alsa da Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) onay

alamamustir.
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Tablo 8. Standart ve yeni AEi etki spektrumu.

Standart ilaglar Parsiyel JTK Myoklonik Absans
Fenitoin + + - -
Karbamazepin + + - -
Valproik asit + + + +
Fenobarbital + + - -
Primidon + + + -
Etosuksimid - - - +
Metsuksimid + ? +
klonazepam + + + +
Yeni ilaglar

Felbamat +P + ? ?
Gabapentin® +° - _ -
Lamotrijin® +° +P ? +P
Topiramat® +° +P ? 2
Tiagabin +° ? _ -
Okskarbazepin +° +7? - -
Levetirasetam + +P + P
Zonisamid +° + + ?
Pregabalin +P ? R R

a — pozitif baslangic monoterapi ¢calismasi olan yeni AEi
b — etki endikasyonu kér ¢alismalarla desteklenmis yeni AEi

Birinci basamak antiepileptik ilaglar en yiiksek tolere edilebilir dozda kullanilmasina
ragmen nobetler halen devam ediyorsa ilacin degistirilmesi gerekir. Alternatif monoterapi
onerilmesine ragmen monoterapinin ikili ilag tedavisine GstinlGglini kanitlayan calismalar
yoktur (140,141). Birinci basamak monoterapi etkisiz ise veya tolere edilemiyorsa alternatif
monoterapi en iyi secenektir. Eger ilag iyi tolere edilebiliyor ve en azindan kismen etkiliyse,

ek ila¢ baslanmasi disinilebilir. Alternatif monoterapi ve ek ila¢ secimi bircok etkene
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baghidir. ilacin giivenirligi, tolere edilebilirligi, klinik calismalardaki etkisi, kullanim kolayhgi,
hizli titrasyon icin uygunlugu, farmakokinetik etkilesimi, ko-morbid etkileri ve etki
mekanizmasi bunlara ornektir. Ek ilag tedavisi baslandiysa bu ilaglarin etkilesimi dikkate
alinmalidir (27,142). ikinci ilaca ragmen nobetleri kontrol edilemeyen hastalarin (iglincii
antiepileptik ila¢ tedavisiyle ndbetlerinin durma ihtimali oldukga azdir (140,141). iki veya (¢
ilaca ragmen nobetleri kontrol edilemeyen parsiyel baslangicl epilepsi hastalarinda (6z.

hipokampal sklerozu olan TLE’de) cerrahi tedavi duslintlmesi gerekir.
2.0.5 Levetirasetam

Levetirasetam (LEV) biitliin diinyada 2000 yilindan itibaren kullanima giren en yeni
antiepileptik ilaclardan biridir. ABD’de LEV yalnizca parsiyel baslangicli epilepside ek tedavi
ilaci olarak onay almistir. AB Ulkelerinde ise LEV birinci basamak monoterapi ilaci olarak da

kullanima girmistir.

Levetirasetam yaslilarda kullanilan ve zeka lizerine etkisi oldugu sdylenen Pirasetamin
etil analogunun S-enantiomeridir. LEV oral alimi takiben hizli ve nerdeyse tamamen absorbe
olur. En yiksek plazma konsantrasyon degeri oral alimindan bir saat sonra 0l¢iillr. Gida alimi
plazma konsantrasyon degerini %20 azaltarak bu degere vyikselmeyi 1.5 saat
geciktirmektedir fakat biyoyararlanimini azaltmaz (27,142). 500 — 5000 mg degerinde doz ve
LEV plazma degeri arasinda lineer iligki vardir (143). LEV metabolizmasi sitokrom P450 enzim
sisteminden bagimsizdir. LEV viicutta degismeden bdbreklerden atilir (%27 si metabolize
olur). Baglica metabolik yolagl kanda asetamid grubu ile hidrolizdir (143). Metabolik Grin
inaktiftir. LEV plazma yari omriu eriskinlerde 7+1 saattir. Bu deger yaslilarda kreatinin
klirensinin artmasi nedeniyle 2,5 saat uzayabilir (27). Bobrek hastaligl olanlarda kreatinin
klirensine gore doz titrasyonu yapilmasi gerekmektedir (27). Hepatik metabolizma ve
proteine baglanma olmamasi diger ilaglarla etkilesiminin olmadiginin gostergesidir (27).
Bugline kadar LEV’in fenitoin, warfarin, digoksin ve oral kontraseptiflerle farmakokinetik
etkilesimi gésterilmemistir (27,141,142). intravendz (V) formunun oral formuyla bioekivalan

oldugu gosterilmistir (27).

LEV’in lineer kinetigi vardir, serum konsantrasyonu doza paralel olarak artmaktadir
(142). LEV’'in efektif plazma degeri belirlenememistir. Yanit veren ve yanit vermeyen

hastalarda ortalama plazma degeri 12,9 ila 9,5 pg/mL olarak 6lglilmustir. Hastalarin cogunun
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1000 mg/giin dozda nobetlerinin olmadigl gésterilmistir ve bu dozdaki plazma degeri 6,5+2,4

ug/mL olctilmuistur (27). Buna ragmen LEV’in terapotik ve toksik dozu belirlenememistir (27).

LEV’in etki mekanizmasi diger antiepileptik ilaglardan farklhidir. Antikonviilzan etkisi
standart epilepsi modellerinde gosterilememis, ancak “kindling model”inde gosterilmistir
(34,60). LEV’in sinaptik vezikil proteini 2A’ya (SV2A) baglanarak etki ettigi diisinilmektedir
(144). SV2A proteinine baglanarak vezikiilden glutamat salinimini  engelledigi

disanilmektedir (144).

LEV’in hedeflenen dozu 2 yarim doza ayrilan 60 mg/kg/giindiir. Once 20 mg/kg/giin 2
hafta, ardindan 40 mg/kg/gin ve nihayetinde 60 mg/kg/glin dozuna ulasilmasi 6nerilir. En
yuksek dozu tolere edemeyen hasta poptlasyonunda 40 mg/kg/giun dozla sinirlanmahdir

(27). En sik rastlanan yan etkisi depresyon ve uyku bozuklugudur.

Gahsmalar TLE'nin LEV’e frontal lob epilepsisinden daha iyi yanit verdigini gostermistir
(145). Epilepsi cerrahisiyle nobetleri kontrol edilemeyen hastalarin, ameliyat olmayan
hastalara kiyasla LEV’e daha iyi yanit verdigi gosterilmistir (145,146). Epilepsi cerrahisiyle
kontrol altina alinamayan hastalarin uzun dénem takip sonuclarinda yeni baslanmis LEV
pozitif prognostik faktor olarak kabul edilmektedir (146,147). LEV'in status epileptikus’ta (SE)
kullanimi O6nerilmektedir (145,146,147). LEV'in ylikleme dozu 250 ila 1500 mg arasinda

degisir. idame dozu 1500 mg/giin’den 7000 mg/giine kadar arttirilabilir.

LEV’'in yan etkileri arasinda somnolans, asteni, basdonmesi ve (st solunum yolu
enfeksiyonu vardir. Somnolans ABD’de LEV’in kesilme nedenleri arasindadir (27). Yan etkiler

ilk aydan itibaren ortaya gikar. Uyusukluk yaslilarda goérilen bir yan etkidir.
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2.0.6 Deneysel epilepsi modelleri

Epilepsi %1 prevalansa sahip oldugu tahmin edilen ve diinyada en yaygin gorilen
norolojik bozukluktur. Fazla sayida deneysel epilepsi modeli gelistirilmistir. Bu modeller
hayvanlarda elektrik uyarimi, kimyasal ajanlar, genetik modeller, yapisal lezyonlar, fiziksel
uyaranlar (soguk, basing, hipertermi, elektrik) ile olusturulmaktadir. iyi karakterize edilmis
hayvan modelleri epileptogenezisin altinda yatan temel mekanizmalarin anlasiimasina olanak
saglayabilmektedir. Ayrica bu modeller epilepsi tedavisinde yeni tedavi yaklagimlarinin

belirlenmesinde faydali olabilmektedir (31).

insandaki farkli epilepsi tipleri ile benzer olan; gerek genetik, gerekse kimyasal ajanlar
kullanilarak lezyon olusturulan ¢ok sayida farkl deneysel epilepsi modeli gelistirilmistir (72).
Glnlmizdeki hayvan g¢alismalarinin ¢ogu sicanlarda yapilmaktadir (73). Epilepsinin hiicresel
mekanizmalarini arastiran ¢alismalar hipersenkronizasyonun mekanizmasinin anlasiimasina,

hiicresel ve ag uyarilabilirliginin degerlendirilmesine odaklanmistir (74).

Elliden fazla nébet modeli bulunmaktadir. Baslica kullanilan nébet modellerini; basit
parsiyel nobetler, kompleks parsiyel nobetler, jeneralize tonik klonik nobetler, jeneralize

absans nobetleri ve status epileptikus modelleri olarak siniflandirabiliriz (75).

Kimyasal olarak indiklenen nébet modelleri lokal ve sistemik olarak uygulanan
kimyasallara gore siniflandiriimaktadir. Lokal olarak uygulanan kimyasallarin ya basit parsiyel
akut nobetleri ya da basit parsiyel kronik nobetleri olusturdugu, sistemik uygulanan
kimyasallarin ise kompleks parsiyel veya jeneralize tonik klonik ndbetlere neden oldugu

genel olarak bilinmektedir (76).

e Basit parsiyel epilepsi modelleri
Inhibitér amino asit blokerlerinin lokal enjeksiyonu (penisilin, bikukulin, pikrotoksin,
striknin)
Kortikal implante edilen metaller (aliminyum, kobalt, cinko, demir)
Akut odaksal elektrik uyarimi
Eksitatér ajanlarin bélgesel enjeksiyonu (glutamat agonistleri; kainat, domoik asit,
quisqulat, NMD ACho agonistleri, lityum, pilokarpin)
GABA yoksunlugu
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Kriyojenik hasar

e Kompleks parsiyel nobet modelleri
Tetanus toksini
Sistemik veya intrahipokampal kainik asit enjeksiyonu
Sistemik quisqulik asit enjeksiyonu
Sistemik domoik asit enjeksiyonu
Sistemik pilokarpin enjeksiyonu
Area tempesta enjeksiyonlari
Kindling modeli

e Jeneralize n6bet modelleri
Maksimal elektrosok nébetleri (MES)
Kimyasallarla olusturulan

Genetik modeller

MES modeli: Genellikle 50 — 60 Hz ya da dlsik frekansda (6 Hz) alternan akim kornea, kafa
ya da kulak elektrotlari ile uygulanir. Akim siddeti farede 50 mA, sicanda 150 mA kadardir.
Elektrosok nobetler postiir kaybi, tonik refleksiyonu takiben tonik ekstansiyon ve klonusdur.
Ancak modelin en kritik noktasi 6n ve arkaya dogru tonik ekstansiyon seklindeki bitis
nobetidir (77).
PTZ ile olusturulan akut nébet modeli: PTZ'nin dozunun ayarlanmasi son derece énemlidir.
PTZ intravaskiler olarak yaklasik 50 mg/kg ya da intraperitoneal olarak 100 — 150 mg/kg
dozunda tonik klonik nébet aktivitesi olusturmaktadir. PTZ'nin daha disik dozlarinda ise
azalmis davranis yaniti ve daha uzun nobet Oncesi evreleri gorilmektedir. PTZ serum
fizyolojik icinde ¢ozdirilerek hazirlanmaktadir (76). PTZ nobetlerinde yapilan skorlama su
sekildedir:

0 — ndbet yok

1 — jeneralize myoklonik jerk (bir kasin gegici kasilmasi)

2 —dogrulma kaybinin eslik etmedigi jeneralize klonik ndbet

3 —dogrulma kaybinin eglik ettigi jeneralize klonik ndbet

4 — 6n ekstremite tonusu ile dogrulma kaybi

5 — arka ekstremite tonusu ile dogrulma refleksinin kaybi
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Absans modellerinden diisiik doz PTZ modeli: Sican ya da fareye 10 — 30 mg/kg
intraperitoneal ya da subkutan PTZ verilmekte ve neticede EEG’de bilateral, senkron 7 — 9
Hz’lik diken dalga desarjlari gorilmektedir. PTZ'nin dozu arttirilip 40 mg/kg seklinde ara doza

cikildiginda ise yiz ve 6n ekstremitelerle sinirli olan klonik bulgular ortaya ¢cikmaktadir (77).

Deneysel epilepsi modellerinde, nébetleri her zaman EEG kaydi altinda gézlemlemek
muiumkiin olmayabilir. Literatirde bulunan calismalarda, nébet aktivitesi 1997 yilinda Zhang

ve ark. tarafindan yapilan skalaya gore degerlendirilmektedir (Tablo 8).

Derece Aktivite

1 Silkinme

2 Hiperaktivite

3 Diklesme ve gerinme
4 Gerinme ve disme
5 Ziplama

Tablo 9. Zhang skalasi

Temporal lob epilepsisi (TLE) insanda en yaygin gorilen epilepsidir ve genellikle
antiepileptik ilaglara direng gostermektedir (78). Epilepsinin hayvan modelleri geleneksel
antiepileptik ilaglara olan direncin ve epilepsi gelisiminin altinda yatan temel mekanizmalarin

arastirilmasina olanak saglamaktadir (79).

TLE’nin hayvan modelleri iki majoér gruba ayrilir. ilki eksitotoksik bilesimlerin (kainik
asit, pilokarpin) uygulanmasi ile indiklenen status epileptikusu takiben gelisen spontan
epilepsi durumu, ikincisi “kindling-model” temporal lob epilepsisi olarak belirtilen elektrikle

uyarilmis kronik tekrarlayan ndbetlerdir (80).

TLE modelleri genellikle fokal epileptogenezin altta yatan nedenlerini arastirmak igin
kullanilir. Bizim calismamizda noropatolojik bulgulara dayanan TLE modeli yapilmistir. Dorsal
hipokampusa unilateral olarak enjekte edilen Kainik asit (KA) 24 saat icerisinde sonlanan akut

status epileptikus olusturmaktadir. TLE klinikopatolojik 6zellikleri hayvan deneylerinde de



31

olusturulabilir. KA gibi prokonvulziv ajanlarin intraperitoneal olarak uygulanmasi
kemirgenlerde olusturulan TLE modelinin en sik kullanilan seklidir (99,104,148,149). Sistemik
enjeksiyon sonrasi olusturulan bu modeller giiniimiizde gok elestirilmektedir. Bu modellerin
insan TLE’sine uygun olmayan bircok 6zelligi vardir. Bilateral hipokampal degisiklik, temporal
lob disi yaygin beyin hasari ve jeneralize tonik-klonik nébetler bunlar arasinda yer almaktadir
(105). Sicanlarin dorsal hipokampusuna tek seferde enjekte edilen KA, insan TLE'de gorilen
degisiklikleri benzer sekilde taklit eden hayvan modelini olusturmaktadir (99,104,148,149).
Dorsal hipokampusa KA enjekte edilerek olusturulan TLE modelinde hipokampal sklerozu
taklit eden histopatolojik degisiklikler ve kronik reklrren parsiyel nébetler 2 haftalik latent
donem sonrasi gelismektedir (150,151,152). Sistemik KA enjeksiyonu ile olusturulan TLE
modelinin aksine, lokal intrahipokampal KA modelinde yapisal degisiklikler tek taraflidir,
kronik fazda olusan fokal parsiyel nobetler KA enjekte edilen hipokampustan

kaynaklanmaktadir.

Sonug olarak iyi karakterize edilmis hayvan modelleri epileptogenezisin altinda yatan
molekiiler ve hicresel degisikliklerin aydinlatiimasina, epilepsinin tedavisinde yeni ve
alternatif tedavi edici yaklagimlarin belirlenmesine olanak saglayabilmektir. Dolayisiyla
deneysel calismalarda, insandaki epilepsi hastaliginin patofizyolojik temelini en iyi derecede

yansitabilen uygun modelin secimi son derece 6nemlidir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Deney gruplan

Bu ¢alismada agirliklari 200 ile 220 gr arasinda degisen 32 adet disi Sprague-Dawley
albino rat kullanildi. Deney siresince hayvanlar standart laboratuar kosullarinda (polikarbon
kafeslerde, % 50-60 nem araliginda, 20-25° C’de, 12 saatlik karanlik — aydinhk donlisimiinde)

tutuldu ve standart yem (ad labitum su ve pellet yem) ile beslendi.

Ameliyat sonrasi 2 hafta yasatilan denekler, histopatolojik ¢alisma igin 6rneklerin
alinmasi amaci ile sakrifiye edildi. Sonuglar immunhistokimya (iHK) ve Western Blot (WB)

teknikleri ile degerlendirildi. Caismada denekler 4 gruba ayrildi.

e Grup 1 Sham grubu: 8 denekte sadece Burr hole agildi, intrahipokampal KA ve LEV
tedavisi uygulanmadi.

e Grup 2 Kontrol grubu: 8 denekte Burr hole agilarak, intrahipokampal Serum Fizyolojik
(SF) enjeksiyonu yapildi. intrahipokampal KA ve LEV tedavisi uygulanmadi.

e Grup 3 Kainik asit (KA) grubu: 8 denekte Burr hole acilarak, intrahipokampal KA
enjeksiyonu yapildi. LEV tedavisi uygulanmadi.

e Grup 4 Levetirasetam (LEV) grubu: 8 denekte Burr hole acilarak, intrahipokampal KA
enjeksiyonu vyapildi. 2 hafta boyunca 50mg/kg dozunda intraperitoneal (iP) LEV

tedavisi uygulandi.
3.2 Anestezi

Alti saatlik aglik sonrasinda deneklere 1 mgr/kg ketamine (Ketalar, Phizer) ve 1mgr/kg
xylasin (Alfazyne, Alfasan) intraperitoneal olarak verildi. Denekler spontan solunuma

birakilarak cerrahi islemler yapildi.
3.3 Deneysel epilepsi modelinin olusturulmasi

Deneklere anestezi uygulandiktan sonra eksternal akustik meatuslari civilere denk
gelecek sekilde stereotaksik cihaza yerlestirildi. Orta hat insizyonu ile cilt dokusu kesilerek
diseke edildi. Diseksiyon sonrasinda Bregma (Br) bulunarak Rat Brain Atlasinda gosterilen
noktaya (Bregmadan Anteroposteriora dogru 5,5 mm, orta hattan laterale 4,8 mm) Burr hole

acildi ve vertical olarak 5 mm derine, dorsal hipokampusa (CA3 bolgesine) Hamilton ignesi ile
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girilerek 0.4 pgr / 0.2 pL hacminde KA(Sigma, St. Louis, MO, ABD), 0.1 puL / min hizla
uygulandi (Sekil 4).

o

Bregma -5.60 mm

3 4

,....-‘...Jl. .‘..,...-.:..' - - 3

Sekil 4. Rat Brain Atlas, KA enjeksiyonu yapilacak bélge — dorzal hipokampus.

Resim 3. A) Sicanlarin stereotaksik bashdga yerlestiriimesi ve B) Hamilton ignesi ile enjeksiyon
yapilmasi
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3.4 Levetirasetam (LEV) verilmesi

LEV tedavisi verilerek calismaya dahil edilen 4. Grup deneklere 2 hafta boyunca iP
yolla 50 mg/kg dozda LEV (KEPPRA 500 mg/ 5 ml konsantre inf. ¢6z, UCB Pharma A.S.) giinde

tek doz olarak uygulandi.

3.5 Sakrifikasyon ve dokularin elde edilmesi

Genel anestezi altindaki hayvanlara sol ventrikilden hayvanin karacigeri
beyazlasincaya kadar heparinli solusyon, sonrasinda hayvanin viicudu sertlesinceye kadar
sabit hizda %4 paraformaldehit (0,1 mol/L sodium fosfat tamponu icinde, pH 7,4) verilerek
doku fiksasyonu yapildi. Ardindan hayvanlar dekapite edilerek uygun yéntemlerle beyinleri
cikarildi ve %4’lik paraformaldehit sollisyonu igerisinde 1 giin fikse edildi. Bu dokular
immunhistokimyasal degerlendirme icin hazirlandi. Western Blot teknigi ile incelenecek olan

beyin dokularini elde etmek icin hayvanlar genel anestezi altinda dekapite edilerek beyinleri

cikarildi ve — 80 ° C olan buzdolabinda muhafaza edildi.

Resim 4. A) G6gdis duvarinin agilmasi. B) %4’liik Paraformaldehit ile doku fiksasyonu.

3.6 Histopatolojik degerlendirme

Siganlarda epilepsi modelinin ve LEV’in etkilerinin incelenmesi igin histopatolojik
calisma yapimistir. %10’luk formaldehit icerisinde tespit edilen beyinlerden enjeksiyon

bolgesinden gececek sekilde 2 mm’lik koronal kesitler elde edilerek parafine gomuldi. Bu



35

islemi takiben parafine gomiilii dokulardan 6 um’lik kesitler alindi. Kesitler HE ile boyanarak

istk mikroskopunda degerlendirildi.
3.7 immunhistokimyasal degerlendirme

Parafin bloklardan elde edilen 6 pum’lik kesitlere anti-metabotropik glutamat
reseptor-1 (ab82211) ve anti-metabotropik glutamat reseptér-5 (ab76316) antikorlari ile

immunhistokimyasal boyama yapildi.
3.8 immunhistokimya

immunhistokimya yéntemi (iHK) doku 6rneklerinde proteinleri ve proteinlerin
lokalizasyonunu gostermek icin kullanilan yéntemdir. Bu nedenle Western Blot ve ELISA gibi
diger imminolojik yontemlerden kantitatif olarak daha az hassastir. immunhistokimyasal
boyamada hedef proteini tanimak icin mGluR1 ve mGIuR5 antikorlari kullanildi. Antikorlar
proteine spesifik olduklari icin doku 6rneklerinde sadece hedeflenen proteinlere baglanirlar.
Antikora bagh enzim protein lokalizasyonundaki cevre dokulari temizleyerek kromegenik

deteksiyonla goriintllenebilecek renkli ¢dkelti (antikor antijen etkilesimi) olusturur.

Once fikse edilen ve sonrasinda parafine gémiilen dokulari iHK gériintiilemek igin

temel adimlar su sekilde tanimlanir (Sekil 5);

e Dokunun fiksasyonu ve parafine gdmulmesi
e Kesilme ve kesitlerin diizenlenmesi

e Deparafinizasyon ve rehidrasyon

e Antijen uygulamasi

e immunhistokimyasal boyama

e Counterstaining — ¢apraz boyama

e Dehidrasyon ve stabilizasyon

e Mikroskopik goriintiileme
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ﬂ Deparafinizasyon

ﬂ Antijen uygulanmasi
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Sekil 5. immunhistokimyasal boyama asamalari.

Once optimal boyama kosullarini tespit etmek icin antikorun test edilmesi gerekir.

Her antikorun optimal diliisyonu birbirinden farklidir.

3.8.1 Fiksasyon

Uygun fiksasyon basarili iHK’nin en dnemli adimlarindan biridir. Calismamizda bu
amagla paraformaldehit (PFA) kullaniimistir. Fiksasyon zamani dokunun hacmine ve tipine
baghdir. Genellikle 18-24 saatlik fiksasyon ¢ogu dokular igin yeterli olmaktadir. Yetersiz
fiksasyon kenarlarin boyanmasina (dokunun kenarlari iyi boyanmasina ragmen dokunu ortasi
boya tutmaz) neden olabilir. Fazla fiksasyon ise epitopu maskeleyebilir. Antijen uygulamasi

bu maskelenmeyi ortadan kaldirabilir. Fakat eger doku ¢ok daha uzun middette fikse edilmis
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ise antijen uygulamasi yapilsa da goriinti alinamayabilir. Fiksasyon sonrsi doku parafine

gdmiilerek mikrotomla istenilen kalinlikta kesildi (5 mikron iHK icin idealdir).
3.8.2 Deparafinizasyon

Boyama yapilmadan &6nce kesitlerin deparafinlestiriimesi ve rehidrasyonu yapildi.
Parafinin yetersiz temizlenmesi zayif boyanmaya neden olabilir. Bunun igin Xylene, %100’lik

ve %95’lik etanol kullanildi. Bu islemin adimlari soyledir;

Xylene ile 2 kez 3 dk
Xylene ile %100°liik etanol 1:1 karisimda 3 dk
%100’lik etanol ile 2 kez 3 dk

1.

2

3

4. %95’lik etanol ile 3 dk
5. %70’lik etanol ile 3 dk

6. %50’lik etanol ile 3 dk yikanma
7

Soguk musluk suyu ile calkalanma

Antijen uygulanana kadar camlar musluk suyunda saklandi. Camlarin kurumasindan
kacinmak gerekir. Eger ornekler kurursa non-spesifik antijen baglanmasi nedeniyle asiri koyu

boyanma olur.
3.8.3 Antijen uygulamasi

Formalinle fikse edilen dokularin ¢oguna iHK boyanmadan énce antijen uyguland.
Fiksasyon zamani olusan metilen kopriileri proteinlerle capraz birlesme yaparak antijenlerin
baglanma bélgesini maskeleyebilir. Antijen uygulamasi icin iki yéntem vardir: HIER (heat-
induced epitop retrieval) ve enzimatik. Her iki yéntem metilen koprilerinin kirilmasina ve
antikorlarin baglanmasi icin antjenik bodlgelerin ortaya cikmasina neden olur. Enzimatik
uygulama bazen 6rneklerin morfolojik yapisini bozabilir. Bunun olmamasi igin konsantrasyon

ve uygulama siresi 6nemlidir. Tris/EDTA pH 9.0 solusyonu ¢ogu antijen icin uygundur.
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3.8.4 immunhistokimyasal boyanma

Orneklerin biitiin asamalarda nemlendirilmis kamerada tutuldu. Aksi taktirde non-

spesifik baglanma olusur ve asiri yogun kontrastlanma meydana gelir. Bu boyama islerinde

izlenecek yol asagidaki gibidir;

1. Kesitler 2 ke 5’er dk TBS ve %0,025’lik Triton X-100 ile yikanir

2. %10’'luk serum ve %1’lik BSA ile bloklayip TBS icerisinde 2 saat oda sicakliginda

tutulur

3. Orneklerin tzerindeki soliisyon alinir (calkalama yapilmamalidir) ve kenarlari pegete

ile silinir

L 0 N o v B

TBS ve %1’lik BSA ile diliie edilmis antikorlar (mGluR1 ve mGIuR5) uygulanir
Gece boyunca 4°C’de inkiibe edilir

2 kez 5’er dk TBS 0,025 % Triton ile durulanir

TBS ile 3 kez 5’er dk durulanir

10 dk oda sicakliginda kromogen uygulanir

Counterstain (Capraz boyama) yapilir

Non-spesifik baglanma ve Fc reseptoriine baglanmayi tespit ile ayrimak icin, ilgisiz

antijene baglanan antikorla uygulayarak paralel inceleme yapilabilir. ilgisiz antijene yonelik

antikor izotip kontrol olarak bilinir.

v

TBS ile %0,025’lik Triton X-100yiizey gerilimini azaltarak reagentlerin bitiin
dokuyu kaplamalarina kolaylik saglar. Ayni zamanda Fc reseptorleri ¢bzerek
nonspesifik boyanmayi engelledigi de diislintilmektedir.

Sekonder antikorlar dokudaki endojen immunglobulinlerle capraz etkilesim
gosterebilir. Primer antikor uygulamasindan 6nce serum uygulamasi da Fc
reseptor baglanmasini azaltmaktadir. BSA hidrofobik etkilesim yaparak non-
spesifik baglanmayi azaltir.

Primer antikor onerilen sekilde diliie edilmelidir (0,5 ila 10 pg/ml).

H,0, endojen peroksidaz aktivitesini baskilayarak yogun boyanmayi engeller
(Sekil 6). Endojen peroksidaz varligini gostermek icin DAB sollisyonu
uygulanabilir. Peroksid TBS veya su ile diliie edilebilir.

Counterstain icin hematoksilen boyasi kullanilabilir.
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DAB

A. Q B. O kahverengine
hoyanwor
Cs Cn
El

Streptavicin "
peroksidaz [] DAB kahverengine
- g boyaniyor
IYorinize
sekoncer O'/
antijen
Primer ( HEDE peroksidazi
artijen - =" bloke ederek
g ! | DAB boyanmasini

Yalnig pozitif engelliyor
A rtijen
Endojen peroksidaz aktivitesi H202 ile zararsizlastirilan peroksid
bloke edilmeyen érnekte DAB DAB ile boyanmiyor

etkilesi ile kahverengine
boyanan ilgisiz proteinle yalnis
pozitif sonug

Sekil 6. Peroksidazin bloke edilmesi. A) DAB’ni peroksidazla etkilesimi sonucu yanlis pozitif
sonu¢ vermesi B) Endojen peroksidazin H,0; ile bloke edilmesi.

ilgisiz antijenlere baglanarak yanlis pozitif sonucu engellemek icin H,0, soliisyonu
kullanildi. H202 endojen peroksidaza baglanarak DAB’nin ilgisiz antijenle etkilesimini

engeller ve yanlis pozitif boyanma bu sekilde engellenmis olur (Sekil 6.)

lyi sinyal alabilmek icin avidin-biyotin kompleksi (ABC) ile sinyal amplifikasyonu
yapildi. Bu teknik Su-Ming Hsu ve ark. tarafindan gelistirilmistir. Avidin’in biyotin’e 4

baglanma bolgesi vardir ve bu baglanma kalicidir.

Primer antikor ilgili proteine baglanirken, biyotinize sekonder antikor ise primer

antikora baglanir.

3.9 Western blot (immunblotting)

1979 yilinda Towbin tarafindan tanimlanmis protein analiz yontemidir. Jelde ayirimi
yapilmis proteinlerin membrana emdirilerek ilgilenilen proteinin radyoaktif izotopla ya da
baska sekilde isaretlenmis 6zel antikor yardimiyla membran Uzerinde belirlenmesidir. Antikor

spesifik antijenini tanidigindan immunoblotting olarak da isimlendirilir. Western blotting
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kompleks karisim icinden spesifik proteinin taninmasi ve bu protein hakkinda kalitatif ve
semikantitatif veri elde edilmesinde kullanilir.
Ornekler hazirlandiktan sonra asagidaki asamalardan gecirilerek gériintiileme yapilir
(Sekil 7):
1. Jel elektroforeziile proteinlerin ayrilmasi
2. Jelde ayrilmis proteinlerin membrana transferi - blotlama
3. Nonspesifik baglanma bélgelerinin blokaji - bloklama
4. Primer ve sekonder antikor asamalari
5. lIsaretleyiciye uygun substrat ile reaksiyon
6. Goruntileme
3.9.1 Orneklerin hazirlanmasi
Jel Uzerinde vyurutulecek o6rneklerin hazirlanmasi igin dokulari lizise ugratacak
tamponlar hazirlandi. Bu ¢ozeltiler proteinlerin izole olarak ylirtiyebilmesini saglamaktadir.
Membrana bagl proteinleri ayirmak icin Nonidet-P40 (NP40) buffer ve RiPA buffer (Radio
immuno Precipitation Assay) kullanild.

Nonidet-P40 (NP40) buffer

150 mM sodyum klorir
1,0% NP-40 (Triton X-100 NP-40 yerine kullanilabilir)
50mMTris, pH 8,0

RIPA buffer (Radio Immuno Precipitation Assay)

150 mM sodyum klorr
1,0% NP-40 ve ya Triton X-100
0,5%sodyum deoksikolat
0,1% SDS (sodyum dodesil sulfat)
50 mM Tris, pH 8,0
Lizis olustuktan sonra proteolizis, defosforilasyon ve denaturasyon baslar. Bunlari
engellemek icin érnekler buzda veya 4° C’'de yeni ilave edilmis lizis inhibitérleri ile saklandh.
Bunun icin Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin A, PMSF, EDTA, PMSF EGTA, Na florid ve Na
ortovanadat kullanildi.
Dokudan orneklerin hazirlanmasi i¢in buzlu dokulari proteoliz olusmadan, miimkiin
mertebe hizli ve dikkatli sekilde ayrildi. Alinan dokular azot soliisyonu icinde Eppendorf

tlplerine yerlestirildi ve hemen homojenize edildi. Her 5 mg doku igin 300 pl litik tampon
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konuldu ve homojenize edildi. 2 kez 300 ul litik tamponla durulanarak homojenizasyona
devam edildi. Protein kaybini engellemek icin fazla durulamadan kacinilmasi gerekir. Optimal
konsantrasyon 1-5 mg/ml, minimal konsantrasyon 0,1 mg/ml olmasi gerekir.
Mikrosantrifiijde, 4° C'de 20 dk 12000 rpm santrifij edilerek ultrafiltrat hiicresel
komponentinden ayrildi. Antikorlar tipik olarak proteinlerin az ve agilmis kismina baglanir.
Proteinlerin acilmasi ve denaturasyonu icin anyonik tampon (Laemmli 2X buffer) ve denatiire

edici deterjan olan sodyum dodesil siilfat (SDS) ile 95-100° C’de 5 dk kaynatildi.

3.9.2 Elektroforez

Jel elektroforezi kullanilarak makromolekillerin ayrilmasidir. Coziinmis durumdaki
molekillerin elektrik yiklerinin kitlelerine oraniyla belirlenen hizlarda elektriksel alanda goc¢
etmeleri prensibine dayanir. Ayrilmis molekiller ikinci bir matrikse (genelde nitroseliiloz ya
da polivinilidin difluorid-PVDF membrana) transfer edildi. Jelden matrikse elektroforetik
transfer (blotting) protein iceren poliakrilamid jel ile nitroseliiloz ya da protein baglayici

baska bir destege direkt temasi ve sandwich modeli seklinde gergeklestirildi.

Elektrik uygulandiginda proteinler poliakrilamid jelden sikica baglandiklari membran
ylzeyine hareket ederler. Membranda jeldeki protein paterninin aynen kopyasi elde edildi.
Transfer etkinligi proteinin jelden migrasyon yetenegi, membrana baglanma o6zelligi, jel ve
membranin komplet temasi, elektrotlarin pozisyonu, transfer siiresi, proteinlerin biyukluga,

alan direnci ve deterjanlarin varligina baghdir.

Membran (zerindeki nonspesifik baglanma bolgelerinin  bloke edilmesi

gerekmektedir. Bu amacla sit veya normal serum kullanildi.

Transfer edilmis protein enzim-isaretli antikor ile kompleks olusturur. Enzim icin
uygun substrat eklendi, bdylece membran (izerinde kromojenik ya da fluorojenik presipitat
olustu. Primer antikor se¢imi taninacak antijene baglidir. Poliklonal antikorlar daha ucuz,
Uretimi kolay, antijen icin yliksek afiniteye sahiptir. Monoklonal antikorlar yiksek spesifite ve

safliga sahiptir.

Baglanmamis ajanlarin elimine edilmesi icin membranlar yikandi. Yetersiz yikama
yiksek zemin etkisine, cok yikama ise antikor veya antijenin blottan kaybina neden olabilir.

Yikama igin TBS ya da PBS bufferlari, siklkla %0.05 Tween 20 gibi bir deterjan eklenerek
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kullanildi. Sekonder antikorun segimi primer antikorun gelistirildigi canliya baghdir. Optimal
dilisyon denenerek saptandi. Biotin, fluoresan, rodamin, horseradish peroksidaz, alkalen
fosfataz isaretleyicileri kullanildi. Secgilecek olan substrat istenen sensitivite, tanima metodu,
sinyalin sekline ve kullanilan enzim isaretleyicisine gore degisiklik gosterir. Bu substratlar
uygun enzim ile bir araya geldiginde membran Uzerinde ¢oziinmeyen renkli presipitatlar
olusturur ve ek goriintilemeye ihtiya¢ duymazlar. TMB (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin), 4-CN
(4-kloro-1-naftol) ve DAB ( 3,3’,- diaminobenzidintetrahidroklorid) HRP ile kullanilabilecek
kromojenik substratlardir. Film banyosu sonrasi siyah renkte spotlar (bant) izlendi. En iyi

gorinti yakalanana kadar film siiresi tekrarlandi.

Tttty
Gel cassette
Anode Cathode Hamiltan

A 1 buffer buffer syringe

Negative I |
electrade @ "
' | chamber Sample l
|

Cathode ()
e As
r’%f k H"‘“ AN
— N -

Tank Power source

Separate protein
bands

Resim 5. Western blot linitesi.
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4. BULGULAR

4.1 Histopatolojik ve immunhistokimyasal bulgular

Sham grubu - sag tarafa burr hole aciimis, enjeksiyon yapilmamis, 3 denekten olusan

gruptur.

HE boyamasinda:

- Dentat girus granil néronlarinda degisiklik saptanmadi.
- CA sektori piramidal néronlarinda kayip ve gliozis saptanmadi.

- Entorinal kortekste herhangi bir patoloji izlenmedi.

mGIuR1 boyamasinda — kortikal néronlar, hipokampal piramidal néronlar ve dentat girus

noronlarinda somatodendritik boyanma izlenmistir.

mGIuR5 boyamasinda — kortikal néronlar, hipokampal piramidal néronlar ve dentat girus

néronlarinda dendritik boyanma izlenmistir.

Kontrol grubu — sag tarafa intrahipokampal SF enjeksiyonu yapilan, 3 denekten olusan

gruptur.

HE boyamasinda (Resim 9A):

- Enjeksiyon yapilan tarafta ve karsi tarafta dentat girus granil néronlarinda degisiklik
saptanmadi.

- Enjeksiyon yapilan tarafta ve karsi tarafta CA piramidal néronlarinda kayip ve gliozis
saptanmadi.

- Enjeksiyon yapilan tarafta ve karsi taraf entorinal kortekste gliozis ve néron kaybi

yanisira herhangi bir patoloji izlenmedi.

mGIuR1 boyamasinda — kortikal néronlar, hipokampal piramidal néronlar ve dentat girus

noéronlarinda somatodendritik boyanma izlenmistir (Resim 9B).

mMGIuR5 boyamasinda — kortikal néronlar, hipokampal piramidal néronlar ve dentat girus

néronlarinda dendritik boyanma izlenmistir.
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KA grubu - sag tarafa intrahipokampal kainik asit (KA) enjeksiyonu yapilan, 4 denekten

olusan gruptur.

HE boyamasinda (Resim 10A):

Enjeksiyon yapilan tarafta ve karsi tarafta dentat girus (DG) granll noronlarda
degisiklik saptanmadi.

- Enjeksiyon yapilan tarafta (sag) CA3’te skleroz: néron kaybi ve gliozis izlenmistir.

- Enjeksiyon yapilan tarafta (sag) CA2 kismen korunmustur.

- Enjeksiyon yapilan tarafta (sag) CAl’de skleroz: néron kaybi ve gliozis izlenmistir.

- Enjeksiyon yapilan tarafta (sag) entorinal kortekste siddetli iskemik degisiklikler:
noropilde rarifikasyon, kirmizi néronlar (resim 8), vaskiler belirginlesme ve

histiositler izlenmistir.

mGIluR1 boyamasinda, lezyon tarafinda — CA3 ve CA1 piramidal néronlarda somatodendritik
ekspresyon kaybi mevcut iken, dentat girus néronlarinda somatodendritik ekspresyon kaybi

izlenmemistir.

mGIuR5 boyamasinda, lezyon tarafinda — CA2 piramidal néronlar ve dentat girus
néronlarinda dendritik ekspresyon izlenmis olup, CA3 ve CAl’de ekspresyon néron kaybina

ikincil olarak azalmistir (Resim 10B).

KA + LEV grubu - sag tarafa intrahipokampal kainik asit enjeksiyonu yapilmis, 2 hafta

boyunca IP yolla LEV verilmis, 4 denekten olusan gruptur.
HE boyamasinda:

- Enjeksiyon yapilan tarafta ve karsi tarafta dentat girusgraniil néronlarinda degisiklik
saptanmadi.

- Enjeksiyon yapilan tarafta (sag) CA3’te skleroz: néron kaybi ve gliozis izlenmistir.

- Enjeksiyon yapilan tarafta (sag) CA2 kismen korunmustur.

- Enjeksiyon yapilan tarafta (sag) CAl’de skleroz: néron kaybi ve gliozis izlenmistir.

- Enjeksiyon yapilan tarafta (sag) entorinal korteks 2 denekde korunmus, diger 2
denekde iskemik degisiklikler: néropilde rarifikasyon, kirmizi néronlar (resim 8),

vaskiler belirginlesme ve histiositler izlenmistir.
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mMGIuR1 boyamasinda, lezyon tarafinda — CA3 ve CA1 piramidal néronlarinda dendritik
ekspresyon kaybi mevcut iken, dentat girus noéronlarinda somatodendritik ekspresyon

korunmustur.

mGIuR5 boyamasinda, lezyon tarafinda — CA2 piramidal néronlarda ve dentat girus
néronlarin dendritlerinde ekspresyon izlenmis olup, CA3 ve CAl’de piramidal ndéronlarda

dendritik ekspresyon néron kaybina ikincil olarak azalmistir.

Ozet olarak; immunhistokimyasal olarak sican beyinlerinde mGIuR 1 boyanma paterni
— kortikal noronlar, hipokampal piramidal néronlar ve dentat girus noronlarinda
somatodendritik boyanma seklindedir (resim 6). mGIuR5 boyanma paterni ise kortikal
noronlar, hipokampal piramidal néronlar ve dentat girus noronlarinin dendritlerinde

boyanma olarak saptanmaktadir (resim7).

Epilepsi modeli olusturulmus deneklerde sklerotik alanda mGIuR 1 ve mGIuR 5
boyanmasinda somatodendritik boyamada azalma izlenmistir. Ayni 6érneklerde beynin farkl
yerlerinde boyanma paterninde degisiklik izlenmemistir. mGIuR 1 ve mGIuR 5
boyamalarindaki ekspresyon kaybinin hipokampal skleroz ve néron kaybina bagl oldugu

distnilmistir.
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Dentat Girus (DG) | CA1 CA2 CA3 Entorinal Korteks | mGIuR1 mGIuR5
(EC)
Sayl | Skleroz Sayl | Skleroz Sayi1 | Skleroz Sayi | Skleroz Sayi | Skleroz Sayi | Boyanma | Sayi | Boyanma
derecesi derecesi derecesi derecesi derecesi derecesi derecesi
Sham 3/3 - 3/3 - 3/3 - 3/3 - 3/3 - 3/3 + 3/3 +
n=3
Kontrol 3/3 - 3/3 - 3/3 - 3/3 - 3/3 - 3/3 + 3/3 +
n=3
KA 4/4 - 4/4 ++ 4/4 - 4/4 ++ 4/4 ++ 4/4 - 4/4 -
n=4
KA+LEV 4/4 - 4/4 + 4/4 - 4/4 ++ 4/2 ++ 4/4 - 4/4 -
n=4
() = Noron kaybi izlenmedi
(+) - Orta siddette néron kaybi + gliozis

(++) — Agir néronal kayip + gliozis

Tablo 10. Histopatolojik dedgerlendirmede etkilenen entorinal korteks (EC), dentat girus (DG) ve hipokampus bélgelerinin (CA1, CA2 ve CA3)
skleroz derecesinin qruplara gére dagilimi. Antikorlarla boyanan gruplarin (mGIluR1 ve mGIuR5) boyanma derecesi.
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Sekil 8. Rat Brain Atlas. Bregmadan 3,3 mm posteriordan gecen keside hipokampusun sematik illistrasyonu.

4 |
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Sekil 9. Rat Brain Atlas. Bregmadan 5,6 mm posteriordan gegen keside hipokampusun sematik illistrasyonu.
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Tablo 11. Entorinal kortekste (EC) olusan dedisiklikler. Gruplara gére dagilimi.

HE Sema mGluR1 mGIuR5
3 7 e e
s 1
<
1
=

KA+LEV
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Tablo 12. Gruplara gére hipokampal zedelenme.

Kontrol

KA+LEV

HE Sema mGluR1 mGIluR5



Resim 6. mGlurlantikoru
ile boyanma paterni.

Hipokampal kesitlerde
piramidal ve graniiler
hiicrelerin boyanmis
gorlinlimu. Piramidal ve
granuler hiicrelerde
somatodendritik boyanma
mevcut.

A) 10x bliyitme
B) 20x buyitme
C) 40x blyutme

51
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Resim 7. mGlur5 antikoru
ile boyanma paterni.

Hipokampal kesitlerde
piramidal ve graniiler
hlcrelerin boyanmis
gorlinliimu. Piramidal ve
granuler hiicrelerin
dendritleri boya tutuyor.

A) 10x buylitme
B) 20x biyltme
C) 40x blyitme
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Resim 8. Hipoksi sonucu olusmus kirmizi néronlar (A. 40x bliyiitmede ve B. 100x bliyiitmede).
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Resim 9. Normal hipokampus. A) Hematoksilen eozin boyasi (HE), B) mGIluR1 antikoru ile
immunhistokimyasal boyama (IHK).

Resim 10. Hipokampal skleroz. A) Hematoksilen eozin boyasi (HE), B) mGIuR5 antikoru ile
immunhistokimyasal boyama (IHK).
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4.2 Western blot

Korteks ve hipokampusa ayrilan homojenatlar gruplar, sag ve sol hemisfer olarak
¢ahisildi. Lezyon olusturdugumuz sag hemisfer ve hipokampus saglam tarafla belirgin farkhlik
gostermedi. Gruplara gore incelenen homojenatlarda grup | mGIuR ekspresyonunda

beklenen degisiklik saptanmadi.

Bitlin deney gruplarina ait sag ve sol hipokampus ve korteks érneklerinde mGIuR1 ve
MGIuR2 protein miktarlari Western Blotlama ydntemi ile tayin edildi. Toplam protein
miktarlarinin standardizasyonu icin tubulin kontrolu kullanildi. mGluR1 ve mGIuR5 antikorlari
ile membranlarda yaklagik 130 kDa civarinda ilgili proteinlere ait bantlar elde edildi.
Kemiluminesans yontemi ile dlcllen bant intensiteleri dnce tubulin kontrolu ile oranlandi.
Her bir 6rnek icin (Levetirasetam grubu 1. Hayvan Hipokampus-Sag gibi) degerler elde edildi.
Gruplar arasi karsilastirmalar yapildi. Gerek hipokampus-korteks, gerek sag-sol gerekse
deney gruplari arasi karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli fark saptanamadi (p>0.05).
Ancak, istatistiksel anlamliliga ulasmamakla birlikte kainik asit enjeksiyonu grubunda,
enjeksiyonun yapildigi sag hipokampusta sol hipokampusa gére hem mGIuR1 hem de
mGIuR5 miktarlari gérece daha yiksek bulundu (mGIuR1: 0,39 vs 0,19; mGIuR5: 0,32 vs 0,20,
p>0,05). Yine istatistiksel olarak anlamli olmasa da bu fark levetirasetam grubunda ortadan
kalkmis gorinmekteydi (mGIluR1: 0,32 vs 0,26; mGIuR5: 0,23 vs 0,30, p>0,05). Korteksler

arasinda ise boyle bir iliski goriinmemekteydi.
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L-RH L-LH KA-RH KA-LH K-RH K-LH S-RH S-LH

mGIluR1

e
mGIluR5

Resim 11: Temsili Western Blot membran gériintiileri. mGluR1 ve mGIuR5, yaklasik 130 kDa
bandina karsilik gelmektedir. Tubulin kontrol olarak kullaniimistir. Kisaltmalar: L-RH:
Levetirasetam grubu sag hipokampus; L-LH: Levetirasetam grubu sol hipokampus; KA-RH:
Kainik asit enjeksiyon grubu sag hipokampus; KA-LH: Kainik asit enjeksiyon grubu sol
hipokampus; K-RH: Kontrol grubu sag hipokampus; K-LH: Kontrol grubu sol hipokampus; S-
RH: Sham grubu sag hipokampus; S-LH: Sham grubu sol hipokampus.
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5. TARTISMA

Epilepsi en yaygin kronik ndrolojik hastaliklardan biridir. Genel populasyon igin
prevalansi %0,5-1 dir. Yeni tani alan epilepsi hastalarinin yaklasik %30’u ilaca direng
gostermektedir (114). Temporal lob epilepsisi (TLE) fokal refraktor epilepsinin en sik gortlen
tipidir ve lokalizasyona bagli epilepsilerin Ugte ikisini olusturur (Wieser and ILAE Commission

on Neurosurgery of Epilepsy 2004).

Mezial Temporal Lob Epilepsisi (MTLE) limbik yapilarda epileptojenik anormalliklerle
seyreden bir sendrom olarak tanimlanmaktadir (13,30,94,95). Nobet sonrasinda 6zellikle
hipokampusta néronal hiicre kaybi, nérogeneziste artis, aksonal filizlenme ve reaktif gliozis

gelismektedir.

Temporal lob epilepsi (TLE) hastalarinin hipokampal hiicre yogunlugunun kontrol
orneklere ve ekstra-hipokampal fokuslu epilepsi hastalarina gére daha az olmasi, HS ve TLE
arasinda bir iliski oldugu diisiincesini desteklemektedir. ilaca direncli TLE hastalarinda hasarli
hipokampal yapinin cerrahi girisimle eksizyonu sonucunda hastalarda nébetlerin azaldigi ya

da ortadan kalktigi gérilmektedir (108,114).

HS ve epilepsi iliskisinin aydinlatilmasinda en biytk katki deneysel hayvan
modelleridir. Yapilan calismalarda hipokampustaki agir noéron kaybinin sinaptik
reorganizasyon ve sinyal iletiminde degismelere neden oldugu ve beraberinde epileptik

nobetleri getirdigi 6ne surilmektedir (105).

TLE neden olan molekiiler mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. Glutamatla
olusan yaygin sinaptik uyarilma sonucu iyonotropik ve metabotropik glutamat reseptoérleri ile
etkilesim TLE patofizyolojisinde dnemli proses olarak kabul edilmektedir. TLE hastalarindan
alinan hipokampal rezeksiyon materyalinde AMPA, NMDA ve Kainat reseptoérlerindeki
degisiklikler gosterilmistir. TLE’de metabotropik glutamat reseptér (mGIluR) ekspresyonunu
gosteren bilgiler son derece kisithidir. in vitro ve in vivo ¢alismalarda hipokampal grup |
MGIuR reseptorlerinin (mGIuR1 ve mGIuR5) epileptogenezisde roli oldugu gosterilmistir.
Literatlirde TLE’de grup | mGIuR ekspresyonunu arastiran yalnizca iki ¢alisma vardir. Bu
calismalarda cerrahi rezeksiyon materyalleri incelenmistir. Modilator etkileri bulunan ve

beyinde yaygin olarak eksprese edilen grup | mGIuR reseptorlerinin epilepsi etyogenezindeki
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roli daha iyi anlasilmistir. Bu reseptorler epilepsi tedavisinde potansiyel hedef olarak

gorulmektedir.

Bu calismanin amaci intrahipokampal kainik asit enjeksiyonu ile epilepsi modeli
olusturmaktir. Bu modelde grup | mGIuR ekspresyonu ve levetirasetamin bu ekspresyon
Uzerine etkisi incelenmistir. Bu ¢alisma TLE etyopatogenezinin daha iyi anlasilmasi ve

tedavide kullanilacak ilaglarin test edilmesine katki saglayacaktir.

Glutamat santral sinir sistemindeki (SSS) major eksitator nérotransmitterdir. Etkisini
hem iyonotropik hem de metabotropik glutamat reseptorlerini uyararak gosterir. Bu
reseptorlerin selektif ligandlarinin (kompetitif agonist ve antagonistleri, pozitif ve negatif
modadlatorleri) bulunmasi glutamat reseptorlerinin fonksiyonlarinin anlasiimasinda 6nemli
rol oynamaktadir.

Metabotropik glutamat reseptorlerinin (mGIuR) iktal desarjlarin baglamasinda 6nemli
roli oldugu disiinilmektedir. mGIluR’larin yapisal 6zelliklerinin bilinmesi sentetik
bilesenlerin  bu reseptorlere etki ederek nobet kontrolinde alternatif olarak
kullanilabilecegini disindirmektedir (21). Wong ve ark. calismalarinda mGIluR’larin iktal
desarjlarin baslamasinda rol aldigini géstermislerdir. Bu reseptérler normal beyin dokusunun
da iktal senkronize desarjlara katilmasina neden olmaktadir (21). mGIuR sentetik
bilesenlerinin terapdtik amagh kullaniminin kan beyin bariyerini rahat gegebilmek gibi

avantajlari vardir (57).

Grup | metabotropik glutamat reseptorleri beyinde 0Ozellikle hipokampusun CA3
bélgesinde daha yaygindir. insan serebral korteksinden alinan spesimenlerde mGluRla
elektron mikroskopu ve immunohistokimya yéntemleriyle incelenmistir. Bu ¢alisma sonucu
reseptorlerin piramidal noronlarin cisminde ¢ok az sayida, dendritlerinde ise yaygin olarak
bulundugu gosterilmistir. mGluR5’de ayni 6zellikleri tasidigi bildirilmistir. Grup | mGIuR
agonistleri uzun slireli depolarizasyona neden olmakta ve prokonvilzan etki
gostermektedirler (58,59). Grup | mGIuR antagonistlerinin ise deneysel epilepsi modellerinde

antikonvilzan etki gosterdigi izlenmistir (60,61).

insan temporal lob epilepsisi ve sicanlarda olusturulan deneysel epilepsi
modellerinde hipokampal uyarilma mekanizmasi halen anlasilamamistir (68). Gegerli olan

hipoteze gore hipokampustaki eksitatér ve inhibitor norotransmitterler arasindaki
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dengesizlik nébet esigini diismesine neden olmaktadir. Bir inhibitdér nérotransmitter sistemi
olan GABA,'nin etkileri Gzerine yapilmis ¢ok sayida insan ve deneysel hayvan calismasi
mevcuttur (69,70,71). insan temporal lob epilepsisinde (TLE) mGluR’larin rolii hakkindaki
bilgiler oldukca kisithdir (26). Grup | mGluR’larin uyariimasiyla olusan inositol trifosfat
hidroksilasyonu sonucu intraseliiler Ca?* salinarak eksitatér membran depolarizasyonu
gelismektedir (25). Farkli mGluR’larin uyarilmasinin TLE patogenezine etkisi olabilecegi

dislncesiyle kronik refraktor epilepsi tedavisinde bu reseptérler hedef olarak gérilmustir.

Merlin ve Wong, grup | metabotropik glutamat reseptor agonistlerinin pikrotoksinle
indlklenen kisa sureli interiktal uyarilari uzun sireli desarjlara dontstirdiguni bildirmistir.
Grup | mGIuR selektif agonistleri tarafindan olusturulan bu desarjlar, agonist ortadan
kaldirildiktan sonra da saatlerce devam etmektedir. Agonist etkisine maruz kaldiktan sonra
olusan kalici desarjlar grup | mGIuR antagonistleri tarafindan gecici olarak engellenmektedir.
Sonucta epileptiform aktivitenin; grup | mGluR’larin glutamatla endojen aktivasyonuyla
olustugu fikrini desteklemektedir. Buradan yola ¢ikarak grup | mGluR’larin kendisini
indiikleme o6zelliginin epileptogenezin indiiksiyonuna neden oldugu fikri ileri strdlmdistar.
Daha sonra bu olaylarin iyonotropik reseptérlerden bagimsiz oldugu anlasiimistir. mGIuR 5’in
nobetlerin indiiksiyonunda, mGIuR 1’in ise nobetlerin uzamasinda kritik rol aldig

distnilmektedir.

Rutecki ve ark. gore, grup | mGIuR uyarilmasiyla ikinci haberci kaskadi aktive olmakta,
bunun sonucunda in vivo nébetler ve in vitro epileptiform desarjlar ortaya ¢ikmaktadir. Grup
I mGluR spesifik agonistleri tarafindan olusturulan iktal desarjlar; yuksek esikli L-tipi Ca

kanallarinin blokaiji ile baskilanmaktadir.

Akbar ve ark. olusturdugu “amigdala-kindled” epilepsi modelinde, deney sonrasi 1.
glin, 7. glin ve 28. giin sonunda sakrifiye edilen sicanlarin hipokampuslarinda ilgin¢ bulgulara
rastlamiglardir. Bir glin sonra sakrifiye edilen deneklerin bilateral olarak dentat giruslarinda
MGIuR 1 de artis izlenmistir. Yine deneklerde bilateral CA3’te ve tek tarafli olarak CA4’te
mGIuR 1 artigi goralmastir. 7. glin sonunda sakrifiye edilen deneklerin hipokampuslarinda
bu degisikliklerin bazal seviyelere dondugi gordlmdistir. 28 gilin sonra sakrifiye edilen

deneklerde ise sadece dentat girusta tek tarafli olarak mGIluR 1 de artis izlenmistir. Her (¢
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grupta mGluR 5’te ise CA4 ve CA1 bolgesinde bilateral, DG ve CA3’te tek tarafli olarak azalma

izlenmistir.

Chapman ve ark. DBA/2 ve letarjik farelerde mGIuR 5 selektif agonisti CHPG ((R,S)-2-
chloro-5-hyroxyphenyiglysine) ile indiiklenen klonik ndébet olusturarak mGIluR 5’in selektif
antagonistleri olan MPEP (2-methyl-6-phenylethynyl-pyridine) ve SiB 1893 ((E)-6-methyl-2-
styryl-pyridine)’Gn etkilerini arastirmislardir. mGIuR 5 reseptorlerinin aktivasyonu sonucu
olusan epileptik aktivitenin mGIuR 5 selektif antagonistlerinin kiiclik dozlarinda bile nébetleri
engelledigi gosterilmistir. Bu sonuclara dayanarak mGluR antagonistlerinin kullanilmasinin

epilepsi tedavisinde alternatif olabilecegi hipotezini ileri sirmuslerdir.

Notenboom ve ark. otopsi spesimenlerinde, HS olmayan TLE hastalarindan ve HS ile
seyreden TLE hastalarindan aldiklari 6rneklerde grup | mGIuR ekspresyonunu incelemislerdir.
TLE hastalarinin hipokampuslarinda non-epileptik gruba kiyasla goreceli olarak mGIuR 5
ekspresyonu arttigini gostermislerdir. mGIuR 5 ekspresyonunun hipokampal 0zgin
noronlarda (6zellikle piramidal ve granil hiicrelerinde) ve dentat girus molekiler
tabakasinda belirgin arttigini izlemislerdir. Her Gg¢ gruptan alinan hipokampus orneklerinde
mGIuR 1 ekspresyonunda belirgin degisiklik izlenmemistir. mGIuR1’in hipokampus
orneklerinde stratum oriens ve hilustaki internéronlarin ve 6zgliin noronlarin soma ve

proksimal dendritlerinde yerlestigini gdstermislerdir (21,22,25,28).

Notenboom ve ark. calismalarinda teknik zorluklara ragmen mGluR 1 antikorlarinin
0zglin noronlarda boyanma 6zelliginin CA3’te daha yogun ve CAl’de daha zayif oldugunu
gostermislerdir. Bu sonuglar mGluR1l’in hipokampal 6zgliin néronlarda piramidal hicre

fonksiyonlarini dizenledigi fikrini desteklemistir (25).

Notenboom ve ark. calismasinda mGIuR 1 boyanma paternini non-HS grubu, HS
grubu ve otopsi grubunda benzer bulmuslardir. Beklenildigi gibi HS grubunda hipokampal
yapida skleroza bagl degisiklikler mGIuR 1 boyanma peterninde goéreceli degisiklikler
gostermektedir (21,22,25,28). Patolojik degisikliklere bagh mGIuR 1 immunreaktif hiicre
sayinda azalma izlenmistir (CA1 ve CA4’te belirgindir). Tang ve ark. (2001) ¢alismasinda ve
Blimcke ve ark. (2000) calismasina benzer sekilde TLE hastalarinin dentat girus molekiler
tabakasinda mGIuR1 immunreaktivitesinde degisiklik tespit etmemislerdir. mGIuR5

immunreaktivitesinde ise artis izlenmistir.
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mMGIuR5 immunreaktifligi kontrol grubundaki dendritlerde daha belirgindir (14,107),
TLE grubunda ise hipokampal 6zgiin ndronlarda ve glial hicrelerde artis izlenmistir. TLE
grubunda otopsi grubuna kiyasla mGIuR5 immunreaktifligi piramidal ve grantler hiicrelerin
soma ve dendritlerinde daha belirgindir. mGIuR5 immunreaktifligindeki artis santral sinir
sisteminin diger bolgelerinde de izlenmistir (107). mGIuR5 immunreaktifligindeki artis otopsi
kotrol grubunda hafif, non-HS grubunda goéreceli olarak artmis ve HS grubunda ise belirgin
olarak artmistir. immunblot tetkiklerinde non-HS grubundaki artis desteklense de, HS
grubunda bu artis desteklenmemistir. HS grubunda bu sonug¢ noronal hiicre kaybi ile

maskelenmistir.

Notenboom ve ark. mGIluR5 immunreaktifliginin ilaca direngli TLE hastalarinin
hipokampal noronlarinda artis gosterdigini belirtmislerdir. mGIuR5 immunreaktifligi non-HS
ve HS gruplarindaki dentat girus dis molekiler tabakasinda artis gostermistir. Non-HS
grubunun dentat girus i¢c molekiler tabakasinda HS grubuna kiyasla mGIuR5
immunreaktifliginde azalma oldugunu tespit etmislerdir. Her iki hasta grubunun uzun sireli
nobet hikayesi oldugu dikkate alindiginda bu azalmanin nobetlerle iliskili olmadigi,
hipokampal patolojiye bagli oldugu tespit edilmistir. HS’da yaygin sinaptik reorganizasyon ig

molekiler tabakadaki mossy liflerinin filizZlenmesine bagli olarak olusmaktadir (107).

Hipokampal noronlardaki ve dentat girus molekiler tabakasindaki mGIuR5
immunreaktifligindeki artis Tang ve ark. (2001) calismasinda da gosterilmistir. Tang ve ark.
mGIuR5 lokalizasyonu ile ilgili TLE hastalarindaki ¢alismalarinda mGIuR5’in dentat girus
molekuler tabakasinda ve hipokampal CA1l bdélgesinde pre-sinaptik ve post-sinaptik dagilim
gosterdigini tespit etmislerdir. Fakat bu calismada non-HS ve otopsi kontrol grubu
incelenmemigstir. Blimcke ve ark. (2000) HS ile seyreden TLE hastalarinda mGIuR5
immunreaktifliginin  non-epileptik peritiimoéral hipokampal spesimenlere gore azalmis

oldugunu gostermislerdir.

HS grubunda mGIuR5 immunreaktifliginin glial hiicrelerde de arttigi gézlemlenmistir.
Hipokampal reaktif astrositlerdeki mGIuRS5 ekspresyonunun artisi KA modelinde ve elektrikle
indiiklenen status epileptikus modelinde gosterilmistir. Glial hticrelerdeki mGIluR5
ekspresyon artisi hem epileptik gliotik dokularda (99), hemde non-epileptik dokularda
(14,107) izlenmistir.
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insan epileptik dokularinda yapilan calismalarin bazi zorluklari vardir. Bu hastalardan
yalniz bir kismi cerrahi olarak tedavi edilirler. Bu hastalar cerrahi tedaviye kadar uzun siire
nobet gecirmekte ve antiepileptik ilag tedavisi almaktadirlar. Bu hastalarin mGIuR5
ekspresyonundaki artisin tekrarlayan noébetler sonucu gelistigini veya nobetlerin nedeni
oldugunu tespit etmek oldukg¢a zordur mGIuR5 ekspresyonundaki artisin nébetler sonucu
olustugu disinilmektedir. AEi kullanimi TLE gruplari arasinda fark olusturmadigi icin bu
artigin ilag kullanimina baglanmasi mimkin degildir. Hasara ugramamis dokularda mGIluR5
artisi hipokampusta hipereksitabiliteye neden olmaktadir. Bu artisin hipereksitabilite ve
norotoksisiteye karsi savunma mekanizmasi olmasi alternatif bir fikir olarak ifade edilmistir

(107).

LEV’in etki mekanizmasi diger AEi’den farkhdir. Standart epilepsi modellerinde etkisi
gosterilemeyen LEV'in “kindling model”de etkin oldugu gosterilmistir (34,60). LEV’in sinaptik
vezikll proteini 2A’ya (SV2A) baglanarak etki ettigi hipotezi ileri slrtlmistir. SV2A
proteinine baglanan LEV’in sinaptik vezikilden glutamat salinimini  engelledigi

dustindlmektedir.

Gahsmalar TLE'nin LEV’e frontal lob epilepsisinden daha iyi yanit verdigini gostermistir
(145). Epilepsi cerrahisiyle nobetleri tamamen kontrol edilemeyen hastalarin, ameliyat
edilmeyen hastalara kiyasla LEV’e daha iyi yanit verdigi gosterilmistir (146). Epilepsi
cerrahisiyle kontrol altina alinamayan hastalarin uzun donem takip sonuclarinda yeni

baslanmis LEV pozitif prognostik faktor olarak kabul edilmektedir (145,146,147).

TLE modelleri genellikle fokal epileptogenezis ve iktogenezisin altta yatan nedenlerini
arastirmak icin kullanilir. Bizim calismamizda noropatolojik bulgulara dayanan TLE modeli
kullanilmistir. Dorsal hipokampusa unilateral olarak enjekte edilen Kainik asit (KA) 24 saat
icerisinde sonlanan akut status epileptikusa neden olmaktadir. KA gibi prokonvulzif ajanlarin
intraperitoneal olarak uygulanmasi kemirgenlerde olusturulan TLE modelinin en sik
kullanilan seklidir (145,146,147,148). Sisitemik enjeksiyon sonrasi olusturulan bu modeller
ginimizde ¢ok elestiriimektedir. Bu modellerin insan TLE’ne uygun olmayan bilateral
hipokampal degisiklik, temporal lob disi yaygin beyin hasari ve jeneralize tonik-klonik nébet
olusturma gibi etkileri vardir (105). Siganlarin dorsal hipokampusuna tek seferde enjekte

edilen KA modeli, insan TLE'de goriilen degisiklikleri benzer sekilde taklit eden bir modeldir
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(147,148). Dorsal hipokampusa KA enjekte edilerek olusturulan TLE modelinde hipokampal
sklerozu taklit eden histopatolojik degisiklikler ve kronik rekirren parsiyel nébetler 2 haftalik
latent dénem sonrasi gelismektedir (147,148,149,150). Sistemik KA enjeksiyonu ile
olusturulan TLE modelinin tersine, lokal intrahipokampal KA modelindeki yapisal degisiklikler
tek taraflidir ve kronik fazda olusan fokal parsiyel nobetler KA enjekte edilen hipokampustan

kaynaklanir.

Sonug olarak iyi karakterize edilmis hayvan modelleri; epileptogenezisin altinda yatan
molekiiler ve hiicresel degisikliklerin aydinlatiimasina, epilepsinin tedavisinde alternatif
tedavi edici yaklagimlarin belirlenmesine olanak saglayabilmektir. Dolayisiyla deneysel
calismalarda, insandaki epilepsi hastaliginin patofizyolojik temelini en iyi derecede

yansitabilen uygun modelin secimi son derece 6nemlidir.

ilaca direncli epilepsi hastalari klasik AEi'lara yanit vermemektedir. Bu ilaglar
genellikle iyon kanallarini ve postsinaptik reseptorleri hedef almaktadir. Glutamatin etkili
oldugu glutamaterjik yolagin arastirmalarda hedef alinmasinin epilepsi etyopatogenezinin
anlasilmasina katki saglayacagi duasuniilmektedir. G-proteinine baglanarak etki eden
metabotropik glutamat reseptoérleri (mGIluR) sinapslardaki glutamat regiilasyonunda énemli
rol almaktadir. Gluatamatin santral sinir sisteminde dagilimi dikkate alindiginda mGIuR’larin
hem presinaptik glutamat saliniminda, hem de postsinaptik néronal yanit tzerinde etkisi

oldugu gosterilmistir.

iyon kanali ve postsinaptik reseptorler tizerinden etki eden klasik AEI’lara bazi epilepsi
hastalari direng gdstermektedir. Bununla birlikte AEi’in zararl yan etkilerinin olmasi epilepsi
tedavisinde vyeni tedavi seceneklerinin arastiriimasini gerektirmektedir. mGluR’lar
glutamaterjik sinapslarda hizli sinaptik iletime etki eden iyonotropik glutamat reseptérlerinin
aksine devam eden aktiviteyi modiile etmektedir. Agirlikh olarak presinaptik yerlesmis grup |
mGIuR’lar sinaptik glutamat salinimi Gzerine etkilidir. mGluR’larin modilator etkileri SSS’de
glutamaterjik iletiyi iGluR’dan bagimsiz sekilde diizenleyebilmektedir. Bu regiilasyon

mGIuR’larin sinaptik dagilimina gére eksitator veya inhibitor olabilmektedir.

Epilepsinin yaygin sinaptik glutamaterjik iletim bozuklugu sonucu ortaya ciktigi
disinilmektedir (59,61,125). Hayvanlar Gzerinde yapilan deneysel epilepsi modellerinde

glutamat ve iGIuR agonistlerinin verilmesinin epileptiform aktiviteye neden oldugu
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gosterilmistir (66,125,148,149). Epilepsi hastalarinda oldugu gibi deneysel hayvan
modellerinde de glutamaterjik aktivite artisi izlenmistir (61,66). Epileptik bozukluklarda
glutamaterjik iletinin 6nemi dikkate alinarak, epilepsi tedavisinde iGIuR’i hedef alan ¢ok
sayida calisma yapilmis ve iGluR antagonistlerinin bircok deneysel epilepsi modellerinde
nobetleri engelledigi gosterilmistir (59,61,66). Fakat bu ilaglarla yapilan klinik ¢alismalarda
motor ve kognitif bozukluklari kapsayan cok saida yan etki gézlemlenmistir (59,61,66).
mGIuR’larin bulunmasiyla epilepsi tedavisinde glutamaterjik yolak {zerine hedeflenen
calismalar yeniden canlanmistir. iGIuR'nin aksine mGluR’lar ani etki gostermezler ve her
sinaptik uyari sonucu etkileri gériilmez. mGIluR’lar modulator rol oynayarak genelde aktif zon
disinda yer almaktadirlar (138,139). Ayrica mGluR’lar G-proteini ile ikinci haberci izerinden

uzun siuren etkiler olusturmaktadir (138).

Calismamizdaki Sham ve Kontrol grubu deneklerde DG, CAl1, CA2 ve CA3'te
hipokampal skleroz izlenmemistir. Entorinal kortekste iskemik degisiklikler izlenmemistir.
mGIuR1 ve mGIuR5 immunreaktivitesinde enjeksiyon yapilmayan bdlgelerle kiyaslandiginda

artis izlenmemistir. Boyanma paterni biitlin bolgelerde esit dagiimistir.

Kainik asit enjekte edilen grupta, enjeksiyon yapilmis tarafta hipokampal skleroz
olusmustur. CA2 korunmustur. CA1 kismen korunmus, CA3’te ise agir hicresel kayip
izlenmistir. Dentat girus korunmustur. mGlurl ve mGIuR5 immunreaktivitesinde karsi tarafla
kiyaslandiginda DG’ta belirgin fark izlenmemistir. CA3 bolgesinde yogun piramidal hicre
kaybi izlenmis olup boyanmada azalma izlenmistir. Beynin diger bélgeleri ile kiyaslandiginda
mGIuR1l ve mGIuR5 boyanma paterninde degisiklik izlenmemistir. Deneklerin hepsinde

entorinal kortekste agir iskemik degisiklikler izlenmis olup, yogun hiicre kaybi gérilmdstar.

Kainik asit enjekte edilerek 2 hafta boyunca IP yolla LEV tedavisi uygulanan
deneklerde enjeksiyon bolgesinde hipokampal skleroz olusmustur. Dentat girus enjeksiyon
yapilmayan tarafla kiyaslandiginda belirgin degisiklige maruz kalmamistir. CA3’te agir hicre
kaybi izlenmistir. CA1 yer yer korunmustur. CA2 tamamen korunmustur. Kainik asit grubu ile
kiyaslandiginda deneklerin yarisinda entorinal korteks korunmustur. Beynin diger bdlgeleri
ile kiyaslandiginda mGIluR1 ve mGIuR5 immunreaktivitesinde degisiklik izlenmemistir.
Hipokampal skleroz olugsmus bolgede 0Ozellikle de, CA3’te boyanma paterninde azalma

izlenmistir.
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Calismamizda histopatolojik olarak KA enjekte edilen deneklerin hepsinde
hipokampal skleroz olustugu gorildi. KA+LEV enjeksiyonu yapilan grupta sadece KA
enjeksiyonu yapilmis gruba kiyasla CAl’de skleroz dercesinde semikantitatif olarak azalma
kaydedildi. Ayrica levetirasetam verilen deneklerin yarisinda entorinal korteks korunmus
olup, yayinlarda da bahsedildigi gibi LEV’'in noroprotektif etkisini desteklemektedir. Bu etkiyi
nobetleri azaltarak hipoksik hasarin 6niine gecmek suretiyle yaptigini diisinmekteyiz. Grup |

mGIuR ekspresyonu néron kaybina bagh olarak segmental bir farklilik sergilemedi.

Daha once yapilan benzer calismalarda farkh sonuclar elde edilmistir. Akbar ve ark.
dentat girusta bilateral, CA3 ve CA4’te tek tarafli olarak mGIuR1 immunreaktivitesinde artis
oldugunu izlemislerdir. mGIuR5 immunreaktivitesinde bilateral olarak CA4 ve CAl’de, DG ve
CA3’te ise tek tarafli azalma oldugunu ifade etmislerdir. Notenboom ve ark. TLE hastalarinda
hipokampal piramidal ve granuler hiicrelerde mGIuR5 immunreaktifliginde artis izlemiglerdir.
Dentat girusta boyanmanin daha belirgin oldugunu ifade etmislerdir. Diger ¢alismadan farkli
olarak mGIuR1 boyanmasinda normal dokulara gore degisikligin olmadigini belirtmislerdir.
MGIuR1 boyanma paterni CA3’te daha belirgin olmak lzere CAl’de de yogun oldugunu
vurgulamiglardir. Tang ve ark. DG mGIuR1l immunreaktivitesinde degisiklik olmadigini,
mGIluR5’te ise artis oldugunu belirtmistir. Blimcke HS’lu TLE hastalarinda mGIluR5
boyanmasinda azalma oldugunu ifade etmistir. Ayni zamanda mGIuR5’in glial hicrelerde de

oldugunu ifade etmistir.

TLE’de grup | mGIuR ekspresyonunu inceleyen galisma sayisi oldukga sinirli sayidadir.
Bu ¢alismalarda bir biri ile geliskli sonuglar elde edilmistir. Bizim ¢alismamizin sonucunda
hipokampal skleroz gelisen bolgede yogun hiicre kaybina bagh oldugunu dislindGgimiiz
grup | mGluR immunreaktivitesinde azalma izlenmistir. Enjeksiyon yapilan tarafla saglam
tarafin dentat giruslarinda ekspresyon farkinin olmadigi izlenmistir. Beynin diger bolgeleri ile
kiyaslandiginda mGIuR1 ve mGIuR5 ekspresyonunda belirgin degisiklik izlenmemistir.
MGIuR1 boyanma paternine gore diger calismalara benzer sekilde hicre cisimlerinde,

mMGIuURS ise denritlerde yogun izlenmistir.

LEV’'in grup | mGIuR ekspresyonu lizerine olumlu veya olumsuz etkisi izlenmedi.
mGIuR5’in epileptogenezin aydilatilmasi ve yeni antiepileptik ilaglar i¢in hedef olmasi

dislincesiye bu arastirmalar vyapilmaktadir. Alinan sonuclarda mGIuR1 ve mGIuR5
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ekspresyonunda degisiklik izlenmese de calismanin daha iyi sartlarda devam ettirilmesi

gerektigini disinmekteyiz.
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6. SONUC
Sonug olarak bu ¢alismamizda ratlarda olusturulan deneysel epilepsi modelinde:

1) intrahipokampal KA enjeksiyonu sonrasinda deneklerin tiimiinde histopatolojik
olarak hipokampal skleroz olustugu gorildid. KA enjeksiyon modeli basari ile
gerceklestirildi.

2) Deneklerin enjeksiyon sonrasi ilk glin jeneralize nobet gegirdikleri izlendi. Fakat uygun
kosullar saglanamadigi icin denekler ndbet acisindan monitorize edilemedi.

3) Olusturulan lezyon enjeksiyon tarafina sinirli kaldi. Histopatolojik olarak beynin diger
bolgelerinde iskemik veya sklerotik degisiklikler izlenilmedi.

4) Histopatolojik olarak hipokampustaki skleroz agirlikl olarak CA3’te goriilsede CAl’de
de kismen noron kaybi izlendi. Dentat girus ve CA2'nin korundugu gorild.

5) iHK’sal boyanma paternine gére mGluR1’lerin graniiler ve piramidal hiicre
somatodendritik boyanma gosterdigi tespit edildi. mGIuR5’lerin ise graniler ve
piramidal hiicre dendritlerinde boyanma gosterdigi izlendi.

6) KA enjeksiyonu sonrasi iHK’sal ve Western blot teknigi ile incelemede grup | mGIuR
ekspresyonunda artis izlenmedi. Enjeksiyon bolgesinde hiicre kaybina bagh olarak
hipokampusta grup | mGIuR ekspresyonunda azalma izlendi. Beynin diger
bolgelerinde grup | mGIluR ekspresyonunda artis izlenilmedi.

7) Levetirasetam KA enjekte edilen deneklerde grup | mGIluR ekspresyonuna etki
gostermedi. Fakat entorinal kortekste akut iskemik degisikleri onledigi gosterildi.
Levetirasetamin bu noroprotektif etkisini nobetlerin yol agtigi hipoksik hasarin

olusmasini engelleyerek gosterdigini disinmekteyiz.

Yaptigimiz bu ¢alismada grup | mGIuR deneysel epilepsi modelinde ekspresyonunu incelemis
olduk. Epilepsi etyolojisindeki grup | mGIuR rolinin aydinlatilmasina katkida

bulundugumuzu disuniyoruz.

Galismanin daha genis denek grubunda ve ndbet monitorizasyonu esliginde devam

ettirilmesinin 6nemli oldugu kanaatindeyiz.
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