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ABSTRACT
Ethemoglu Sar1 M.S. (2021). The Effects of AgRP Neurons in the Arcuate Nucleus
on Kainic Acid-Induced Epilepsy. Yeditepe University, Institute of Health Science,
Department of Physiology, PhD thesis, istanbul.

The modulatory effect of Agouti-related peptide (AgRP) neurons in the arcuate nucleus
of the hypothalamus with gamma aminobutyric acid (GABA) is important for energy
metabolism. It is known that energy metabolism is impaired in epilepsy. Due to the
anticonvulsant effects of GABA and neuropeptide Y associated with AgRP neurons, it
was hypothesized that these neurons may play a role in epilepsy. We presumed that acute
and chronic stimulation of AgRP neurons may affect kainic acid (KA)-induced
experimental epilepsy model. Thirty female and male transgenic AgRP-cre mice were
used. Epileptic activity was induced with 100 nl of KA (15mM, in saline). Optogenetic
and chemogenetic methods were used to investigate the effects of acute and chronic
stimulation of AgRP neurons on epileptic activity. As a result, the control and epilepsy
groups were compared according to electroencephalography (EEG), cell attach recording,
feeding behaviour, open field, object location and novel object recognition tests. All
experiments were approved by the local animal research ethics committee. One-Way-
ANOVA and Student-t-test were applied for statistical analysis. Seizures were scored
according to the racine scale. Three and above were considered as seizures and compared
with the control group (p<0.05). Although the epilepsy and control groups continued in
the same pattern in EEG, the epilepsy group followed a higher numeric trend in
amplitude. During the open field test, it was observed that the epilepsy group, whose
AgRP neurons were chronically stimulated, spent less time in the inner zone compared to
the control group (p<0.05). Even though the acute and chronic stimulation of AgRP
neurons did not make a significant difference in the epilepsy group, it was observed that
the results followed a similar trend to the control group. Our findings suggest that AgQRP

neurons may have a modulatory effect in epilepsy.

Key words: Epilepsy, AgRP neurons, Optogenetic, Chemogenetic, Behaviour Tests

Xi



OZET

Ethemoglu Sar1 M.S. (2021). Arkuat Cekirdekte Bulunan AgRP Noronlarinin,
Kainik Asit ile Indiiklenmis Epilepsi Uzerine Etkileri. Yeditepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Agouti ile iliskili peptit (AgRP) néronlarinin hipotalamusun kavisli ¢ekirdegindeki gama
aminobiitirik asit (GABA) ile modiilator etkisi, enerji metabolizmasi i¢in 6nemlidir.
Epilepside enerji metabolizmasinin bozuldugu bilinmektedir. AgRP noronlart ile iliskili
GABA ve noropeptid Y'nin antikonviilsan etkileri nedeniyle, bu néronlarin epilepside rol
oynayabilecegi varsayilmistir. AgRP noéronlarinin akut ve kronik uyarilmasinin,
davranigsal ve elektrofizyolojik olarak kainik asit (KA) kaynakli deneysel epilepsi
modelini etkileyebilecegini varsaydik. Otuz disi ve erkek transgenik AgRP-cre faresi
kullanildi. Epileptik aktivite, 100 nl KA (serum fizyolojik iginde 15mM) ile indiiklendi.
AgRP néronlarinin akut ve kronik uyarilmasinin epileptik aktivite iizerindeki etkilerini
gozlemlemek i¢in optogenetik ve kemogenetik yontemler kullanildi. Sonug¢ olarak,
kontrol ve epilepsi gruplari elektroensefalografi (EEG), dinlenim zar potansiyeli kaydi,
beslenme davranigi, agik alan, obje yerlesim ve yeni nesne tanima testlerine gore
karsilastirildi. Istatistiksel analiz icin One-Way-ANOVA ve Student-t-test uyguland.
Nébetler racine cetveline gore skorlandi. Ug ve iizeri nbet olarak kabul edildi ve kontrol
grubu ile karsilastirildi (p<0.05). EEG'de epilepsi ve kontrol gruplar1 ayni diizende devam
etse de, epilepsi grubu amplitiidde daha yiiksek bir sayisal egilim izledi. Agik alan testi
sirasinda AgRP noronlari kronik olarak uyarilmis epilepsi grubunun kontrol grubuna goére
i¢ bolgede daha az zaman gegirdigi goriildii (p<0.05). AgRP noéronlarinin akut ve kronik
uyarimi epilepsi grubunda anlamli bir fark yaratmasa da sonuglarin kontrol grubuna
benzer bir seyir izledigi goriildii. Bulgularimiz, AgRP néronlarinin epilepside modiilator

bir etkiye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Epilepsi, AgRP noéronlari, Optogenetik, Kemogenetik, Davranis
Deneyi
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1.GIRIS VE AMAC
Epilepsi, diinya genelinde yaklasik 65 milyon insani etkileyen ndrolojik bir
hastaliktir 1. Cok sayida insanin yasam kalitesini diisiiren bu hastaligm hala bilinmeyen
yonleri bulunmaktadir. Epilepsi mekanizmasinda cevaplanamamis sorulardan bazilari;
ani nobetlerin baslamasinin altinda yatan sebepler, bu ndbetlerin nasil yayildigi ve
nobetlerin  bitmesini  saglayan  mekanizmanin  bilinmeyenleridir.  Epilepsi
mekanizmasinda yer alan bu bosluklar hastaliga yaklagim ve yeni tedavi yontemleri i¢in

zorluk olusturmaktadir?.

Hastaliga tedavi yaklasiminda en etkili yol epilepsi cerrahisidir 3. Ancak bu
cerrahi yaklagim, beyin dokusunun ¢ikarilmasinin geri dondiiriilemez sonuglart nedeniyle
¢ok az hasta igin uygundur®. Ozellikle refraktor epilepsi fokal oldugu icin en iyi umut,
rezektif cerrahidir. Bununla birlikte, bu tiir cerrahinin olumsuz etkileri sebebiyle bu
yaklasim hastalarin %5’inden daha azi i¢in uygundur. Tiim bunlarin aksine son yillarda
deney hayvanlarinda c¢alisilmakta olan gen terapisi, beyin islevini korurken epileptik

odaktaki ndronal uyarilabilirligi diizenleyebilir .

Kemogenetik yontem, deney hayvanlarinda ndronal aktivitenin manipiilasyonunu
saglar. Noronlarda, G proteinine bagl reseptorler, ligandlarina bagli olarak noéronal
ateslemeyi aktive edebilir, inhibe edebilir veya modiile edebilir. Bu o6zellik ile
kemogenetik, cesitli hiicre islevlerini modiile etmek icin kullamlabilir®. Bu amacla
clozapine-N-oxide (CNO) ligandina baglh olarak hM3Dq noranal aktivasyonu saglamak
icin kullanilan muskarinik bir reseptordiir. Beslenme, enerji tiikketimi, sinaptogenez,
hafiza ve sosyal davranis deneylerinde kullanildig1 ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir®.
Insan muskarinik M4 reseptoriinden iiretilen hM4D, CNO ile uyarildiginda hiicreyi
hiperpolarizasyona goétiirerek, néronu inhibe eder ve presinaptik terminale daha az

norotransmitter salinmasina sebep olur '

Son yillarda yapilmis ¢aligmalar, kullanilan kemogenetik ajanlarin hem epileptik
nobetleri baskilamada hem de epilepsi mekanizmasinin acgiklanmasina katkida
bulunmustur. 2014 yilinda Kitzel ve arkadaslarinin yaptig1 arastirmada’ akut ve kronik
ndbet modellerinde kemogenetik teknoloji kullanilmis ve ligand olan CNO verildiginde
nobetlerin baskilandig1 ifade edilmistir. Bunun yani sira hipokampal dentat graniil

hiicrelerinin epilepsideki rolii de yine kemogenetik susturma yontemi ile gosterilmistir 8.



Optogenetik, canli doku ve hayvanlarin spesifik hiicrelerinde iyi tanimlanmis
olaylar1 uyarmak veya inhibe etmek amaciyla kullanilan genetik ve optik yontemler
kombinasyonudur®. Optogenetik, 151k ile aktive olan iyon kanallar1 ve hedef hiicre
popiilasyonlarinda bulunan spesifik iyon kanallar1 kullanilarak, hedef hiicrelerin
milisaniyeler i¢inde uyarilabilmesi veya inhibe edilmesine olanak sagladigi igin,

epilepside olas1 bir alternatif tedavi olabilir 1°.

Gama aminobiitirik asit (GABA) interndronlari, heterojen bir hiicre toplulugudur.
Bu heterojen topluluk hiicre membranlari, uyarilabilme 6zellikleri, morfolojileri ve
eksprese ettikleri biyolojik belirteglere gore farklilik gosterir'!. Nobet gecirme siirecinin
altinda yatan sebepler hala tam olarak kanitlanamamis olsa da, bu siiregte 6zellikle
hipokampusta yer alan GABA interndronlarinin énemli bir rolii ortaya konmustur®?,
Hipokampusta yer alan GABA internéronlari, toplam hipokampal néron popiilasyonunun
yaklagik olarak %10-15’ini olusturur. CA1/CA3 bolgesinde bulunan GABA
interndronlarinin deney hayvanlarinda yapilan calismalarda 6zellikle ndronal devre

kontroliinde énemli bir yere sahip oldugu bildirilmistir'.

Hipotalamus beyinde temel yasam fonksiyonlariyla ilgili 6nemli kararlarin
olusturulmasi icin gerekli olan bir dizi duyusal girdiyi islemek ve biitlinlestirmekle
gorevlidir. Bu girdileri her bir parametre i¢in ideal seviyeleri ile kiyaslar ve gerekli cevabi
hazirlamaya yardimci olur. Hipotalamus, viicudu homeostazda tutmaya yardimci olan ve
ozellesmis noronlarn gruplandigi birgok cekirdekten meydana gelmistir®. Bu
cekirdeklerden biri olan arkuat ¢ekirdek (ARC), viicudun enerji sensorleri gibi hareket
eden 6zellesmis noronlara sahiptir. Hipotalamusun daha ¢ok ventral kisminda uzanir ve
3. ventrikiilii saran bir sekilde yerlesmistir’>. ARC’de 6zellikle 6ne ¢ikan iki tip ndron
grubu bulunur ve bunlar birbirine zit olarak ¢aligir. Agouti iliskili peptit (AgRP) ve noro-
peptid Y (NPY) sentezleyen noron grubu besin alimini uyarip, enerji tiikketimini azaltir.
Ote yandan proopiomelanakortin (POMC) ve kokain-amfetamin diizenleyici transkript
(CART) sentezleyen noronlar ise besin alimini azaltirken, enerji harcanmasini artirir®®,
AgRP ve NPY peptitleri birlikte ifade edilir. Bu peptitler 6zellikle leptin sinyal
eksikliginin neden oldugu obezitenin 6nemli bir boliimiine aracilik ederler. NPY nin
nobetleri baskilayabildigi in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir'’. Epilepsi hastalarinda

beslenme seklinin diizenlenmesi ¢ok yaygin bir tedavi yontemidir'®.



Bu tez projesinde, ARC’de bulunan AgRP néronlarinin deneysel temporal lob
epilepsi patolojisindeki olasi roliiniin agiklanmasi amaglanmistir. Bu sebeple AgRP
noronlarinin akut ve kronik olarak uyarilmasi bu noral agdaki yerini agiklayabilmek igin
ilk basamak olmustur. Optogenetik ve kemogenetik yontemler, ndronal aglar1 arastirmak
icin kullanilan yeni ve giiglii tekniklerdir. Bu teknikleri epilepsi mekanizmasin

arastirmak icin kullanmak gelecek ¢alismalara 151k tutacaktir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1.Hipokampus

Hipokampal olusum; insanlarin temporal lobunda, kemirgenlerin ise on
beyinlerinin kaudal kisminda yer alan filogenetik olarak ilkel bir kortikal yapidir.
Hipokampus Yunanca’da seklinden dolayr “denizati” anlamina gelmektedir'®.
Hipokampal olusum {i¢ ana yapidan olusmaktadir. Bunlar sirasiyla hipokampus, dentat
girus ve subikulumdur. Bu yapilar1 ise eksitator glutamaterjik esas (principal) noronlar ve
inhibitor GABA ara noronlar olusturur. Hipokampus, lateral ventrikiiliin temporal
boynuzunun medialinde yer alan bir kabariklik olarak tanimlanir. Bu kabarikligin sebebi
ventrikiil duvarmin invaginasyonudur. Bu invaginasyon hipokampal fisiir olarak

adlandirilan katlanma ile olusur®® .

Hipokampal formasyonun baslica soma katmanlari, piramidal hiicre
gbovdelerinden veya dentat girustaki graniil hiicre govdelerinden olusur. Anatomistler
hipokampal noropil bolgelerini, temel hiicre siireglerindeki mikroskobik farkliliklara ve
her bir katmanda bulunan afferentler ve efferentlere dayanarak farkli seviyelere

ayirmislardir 2.
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Sekil 2.1: Kemirgenlerde dorsal hipokampal formasyon.

Hipokampus ve dentat girusu enine bir kesitte gortintiilerken, diizenli siralanmis
ana hiicre govdeleri ile bir “C” (hipokampus) veya “V” (dentat girus) olusturur.

Hipokampuste bulunan “C” sekilli piramidal hiicre govdeleri olusumu, morfolojik ve ara



baglant: farkliliklarina dayali olarak ii¢ alt alana ayrilmistir?>. Bu alanlar ise
hipokampusun latince ismi olan “Cornus Ammonus (Amon’un boynuzu) iizerine CAl,
CA2 ve CA3 olarak adlandirilmistir. CA3 bolgesi dentat girusa bitisikken, CA1 bolgesi
subikuluma komsudur. CA2 bolgesi bu iki bolge ile morfolojik, fenotipik ve baglantisal
olarak benzer 6zellikler gosterse de fonksiyonel olarak farkli 6zelliklere sahip bir hiicre
bolgesi olusturur?®. Dentat girustaki graniil hiicreler, morfoloji agisindan “V” sekilli
olusum boyunca benzer sekilde ilerlerler. “V” sekilli olusuma yol agan dentat girusun iki
kolu, genellikle kapal1 veya suprapiramidal kanadi ve serbest veya infrapiramidal kanadi
olarak adlandirilir. Bu iki kanadin CA3 bdlgesine yaptiklar1 projeksiyonlarda ve afferent
baglantilarinda farkliliklar bulunmaktadir. Bu iki kanat arasinda kalan bdlge ise dentat

girusun hilusu veya polimorfik bolge olarak adlandirilir®s,

Hipokampal olugsumun esas hiicrelerinin tamaminin (piramidal ve graniil hiicreler)
glutamaterjik olduguna inanilmaktadir. Piramidal hiicreler, belirgin bir sekilde piramit
sekline sahiptir. CA3 ve CA2'deki piramidal hiicreler, CA1'dekilerden daha biiyiik hiicre
gbovdelerine sahiptir. Her hiicrenin tepesinden ve tabanindan ayri ¢ok dalli dendritik

uzantilar ¢ikar?®.

Piramidal néronlar, diger bircok noron tipi gibi, sinaptik girdileri, aksiyon
potansiyeli ¢iktisina doniistiirir. Bu néron grubu, sayilarinin ¢oklugu ve aksonlarini
genellikle uzun mesafelere gondermeleri nedeniyle Onemlidir. Bundan dolayi
“projeksiyon noronlar” olarak da adlandirilirlar. Ornek olarak; motor korteksin 5.
tabakasindaki piramidal noronlar, kaslar1 ¢alistirmak i¢in aksonlarini omurilikten asagi
gonderir. Hipokampal piramidal néronlar, kortikal piramidal néronlardan daha kiigiik
yapidadirlar ve bu noéron grubu farkli olarak bir topluluk gibi davranarak, ayni anda

aksiyon potansiyeli olustururlar?® (Sekil 2).



Sekil 2.2: Besinci katman kortikal piramidal néron (A) ve CA1 bdlgesinde yer alan

piramidal noron (B)?.

Tim hipokampal piramidal noronlar ayn1 yonelimde olup, apikal dendiritik
baglantilar1 “C”’sekli boyunca merkeze dogru uzanir. Bu ndronlar striatum oriensin igine

girerek, distal hipokampal veya subkortikal hedeflere giderler®*.

Dentat griusun {i¢ katmani vardir. Bunlar distan ice sirasiyla molekiiler katman,
graniil hiicre katmani ve polimorfik katmandir. Dentat girusun ana hiicre tipi graniil
hiicrelerdir. Graniil hiicreler birbirlerine sikica kenetlenmistir. Cogu durumda hiicreler
arasinda glial kilif bulunmaz. Dentat girusun graniil noronlari, oval sekilli hiicre
gdvdelerine sahiptir. Bu hiicreler ayn1 ydne dogru yerlesmislerdir 2’. Dentat girusun
graniil néronlar1 eksitator iken, piramidal sepet (basket) hiicreleri ise inhibitordiir. Bunlar

dentat girusta ¢alisan en yogun inhibitdr interndronlardir?,

Dentat girusun hilus bolgesinde yer alan biiylik somalara sahip glutamaterjik
ndron toplulugu mossy hiicreleridir. Bu néronlar mossy liflerden girdi alip dentat girusun
granill hiicrelerine projeksiyon yaparlar. Dallara ayrilmis mossy lifler, deneysel temporal

lob epilepsisindeki ayirt edici histopatolojik bulgulardan biridir. Bu fiberler, nobet



stirecinde kisa donem depresyon sergileyen dentat graniil hiicreleri iizerinde, tekrarlayan

eksitatdr sinapslar olustururlar?.

GABAEerjik internoronlar, heterojen bir hiicre toplulugudur. Bu heterojen
topluluk, néron membranlari, atesleme o6zellikleri, morfolojileri ve eksprese ettikleri
biyolojik isaretleyicilere gore farklilik gosterirler'!. Dentat girus ve hipokampusun tiim
katmanlarina dagilmis cesitli tipte inhibitér arandron hiicre gdvdeleri vardir. Bu
arandronlar parvalbumin, kalbindin ve kalretinin gibi kalsiyum baglayici proteinler ile
kategorize edilmistir'®. Interndronlar, hipokampal olusumun %10-15’ini olusturuyor olsa
da esas hiicrelerle yaptiklar1 ¢ok sayida sinaptik baglanti ve genis akson terminalleri ile
hipokampal fonksiyon iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptirler. Bu etkiyi esas noronlari
hedef alarak, aktivitelerini inhibe ederken bazi internéronlarda, diger internéronlar1 hedef
alarak esas hiicrelerin disinhibisyonunu saglar®®. Tekrarlayan nobetlerde GABAerjik
aranoron mekanizmasinin bozuldugu, bu nedenle arandronlarda kayiplar yasandigi

boylece kronik epileptogenez durumunun daha da arttig1 one siiriilmektedir®?.

2.2.Hipotalamus

Hipotalamus, beynin en eski ve en kiigiik boliimlerinden biridir. Hipotalamus
temel yasam fonksiyonlarini kontrol eden néronal devrelere sahiptir. Bu néronal devreler,
beslenmeden sindirime kadar enerji metabolizmasi, metabolik kontrol ve enerji
harcamasi; sivi ve elektrolit dengesi, sivi emilimi ve atilimina kadar; 1s1 tiretimi ve
korunmasi ile termoregiilasyon; uyanma-uyku dongiileri ve ortamdaki stres faktorlerine
acil miidahaleler ve tireme hormonu kontroliinden ¢iftlesme, hamilelik, dogum ve

emzirmeye kadar {ireme gibi birden fazla karmasik yasamsal faaliyeti kapsar®.

Hipotalamus, anatomik yerlesimi agisindan en kolay ventral ylizeyinden
tamimlanabilir. Onde optik kiazma, lateralde optik yollar ve arkada mamiller cisim ile
siirlandirilmistir®® Willis gemberinin kan damarlartyla gevrilidir. Hipotalamusun, orta
hattinda {igiincii ventrikiil iki taraf arasinda bir sinir olusturacak sekilde bulunur. Bu orta
hat boyunca hipotalamus, beynin her iki tarafinda simetrik olarak yerlesir. Cogu
fonksiyon icin hipotalamusun sadece bir tarafinin aktivitesi gereklidir'®. Yetiskin bir
memeli hipotalamusu anatomik olarak dort rostrokaudal seviyeye ve ili¢ mediolateral
bolgeye ayrilabilir®* Rostralden kaudale kadar dort bolge preoptik, anterior, tuberal ve

mamiller hipotalamus olarak adlandirilir. Bunlarin her biri lateral, medial ve



periventrikiiler bolgeye sahiptir. Her hipotalamik bolge, farkli ¢ekirdek parcalarina ve

iliskili islevlere sahiptir®®.

Hipotalamus besin alimi1 ve enerji metabolizmasi i¢in anahtar bir organdir.
Hipotalamik ARC besin alimi ve enerji metabolizmasi i¢in merkezde bulunan noktadir.
Yaptig1 projeksiyonlar ile hipotalamik ndronal devreyi olusturur. ARC’nin yaptigi
projeksiyonlar paraventrikiiler c¢ekirdek, ventromedyal hipotalamus, dorsomedyal
hipotalamus ve lateral hipotalamusa ulasir (Sekil 4). Bununla birlikte beyin sapinda
bulunan nucleus tractus solitarius’da gastrointestinal sistemden gelen tokluk sinyalleri

icin énemli bir alandir (Sekil 3)*4,

.
y
W Ny
.’ Leptin GLP-1, CCK, PYY @
Insulin, Amylin, PP
\ \
\

Glucose \ A8

Food intake w * Energy expenditure

Sekil 2.3: Periferik metabolik sinyallerin ve MSS’nin birlikte ¢alismast ile enerji

homeostazi ve besin aliminin diizenlenmesi®®.
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Sekil 2.4: Beslenmenin diizenlenmesinde rol oynayan hipotalamik mekanizmalarin

sematik gosterimil®,

2.2.1.Arkuat ¢ekirdek

Hipotalamusta birden fazla cekirdek, enerji dengesinin diizenlenmesinde rol
oynar. Ugiincii ventrikiiliin tabanina bitisik bulunan ARC, periferik metabolik sinyallerin
enerji durumu {izerine biitiinliik i¢in bir anahtar bolgedir®’. Ugiincii ventrikiiliin tabaninda
ve medyan eminensin (islevsel bir kan-beyin bariyeri olmayan bir ¢evresel organ)
bitisiginde yer alan ARC noéronlari, hem dolasimdaki sinyalleri hem de diger beyin

bolgelerinde bulunan néronlardan gelen girdileri algilayabilir ve bunlara yanit verebilir.%®

ARC, cesitli homeostatik devrelerde merkezi bir rol oynar ve gida aliminin, enerji
harcamasimin ve viicut agirliinin merkezi diizenlenmesi ic¢in Ozellikle 6nemli bir

bolgedir®.

Merkezi melanokortin sistemi, enerji homeostazinin diizenlenmesinde yer alan en
Iyi karakterize edilmis noronal yollardan biridir. Ayni zamanda sistem, obezite ve diyabet
tedavisine yonelik ilaclarin gelistirilebilmesi i¢in de agik bir hedeftir. Bu noronal yolak;
hormon, besin ve noral girdilerden gelen sinyalleri algilayip diizenlemesi bakimindan
benzersizdir. Melanokortin sisteminin 6zellikle arkuat ¢ekirdege gelen leptin ve insiilinin
uzun vadeli adipositik sinyallerinin ve beyin sapina gelen akut aglik-tokluk sinyallerinin
biitiinlestirilmesinde biiyiik bir rol aldig1 diisiiniilmektedir®®. Sistem, melanokortin
reseptOrlerinin hem agonistleri hem de antagonistlerini eksprese etmesi bakimindan da

benzersizdir.



Hipotalamik melanokortin sistemi, POMC ve AgRP noronlarindan olusur ve bu
noronlar melanokortin reseptorleri (MC-R) eksprese eden diger noron gruplarina, kendi
peptit iiriinleri sayesinde projeksiyon yaparak enerji metabolizmasini diizenleyebilir®.
POMC'den iiretilen a-melanosit uyarict hormon (MSH), G-proteinine bagli MC4-R i¢in
bir agonisttir. Bu etkilesim, gida alimini azaltir ve enerji harcamasini artirir. Tersine
AgRP, giiclii bir melanokortin reseptdr antagonistidir ve pozitif enerji dengesini
destekleyen bir ters agonist gibi davranir. Her iki néron grubu da leptin ve insiilin igin
birer hedeftir ve enerji dengesini diizenlemek i¢in beslenme ve noronal sinyalleri

birlestirebilir*? .

Merkezi melanokortin sistemi, yalnizca periferik enerji harcamasi, glukoz
homeostaz1 ve lipid metabolizmasinin diizenlenmesi i¢in metabolik sinyal liretmekle
kalmaz, ayni zamanda merkezi melanokortin ndronlarmin aktivitesini akut olarak
diizenleyen periferik organlardan da hiimoral metabolik sinyaller alir. Bu geri bildirim
mekanizmasi, anoreksijenik metabolik hormonlara kars1 verilen cevaplarda anahtar role
sahiptir. Ote yandan verilen cevaplardaki eksiklik, sistemde patolojik bir bulguya neden

olabilir®,

Leptin, viicuttaki yag kiitlesi ile orantili miktarda beyaz yag dokusu tarafindan
tiretilen ve salinan anoreksijenik bir hormondur. Leptin, POMC ve AgRP ndronlarim
farkl1 seviyelerde diizenler**. insiilin ve leptin reseptdrleri POMC ve AgRP néronlarinda
eksprese edilir ancak POMC noronlarinin ATP-duyarli potasyum kanallar1 yoluyla
insiiline yanit1 obez farelerde degil, sadece zayif farelerde meydana gelir. Leptin beyaz
yag dokusundan salinir ve hem pre- hem de postsinaptik mekanizmalar yoluyla POMC

noronlarini aktive ederken, AgRP noronlarinin atesleme hizim azaltir*t,

Ote yandan ghrelin ise oreksijenik bir hormondur®. Plazma ghrelin seviyeleri
aclikla artar ve yemekten sonra hizla diiser. Sistemik veya merkezi olarak verildiginde
ghrelin, beslenmeyi uyarir ve ARC'deki AgRP néronlarini aktive eder. Bu nedenle, agirlik
kaybt sirasinda, artan plazma ghrelin seviyeleri, azaltilmis insiilin ve leptin
sinyalizasyonu ile kombinasyon halinde, kaybedilen kilolarin geri kazanilmasina katkida

bulunurs®,

ARC’de ¢esitli fonksiyonlar1 bulunan birden fazla néron grubu bulunmaktadir.
Bunlardan ilki; Dorsomedial ARC’de bulunan tuberoinfundibular dopamin (TIDA)
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ndronlar1, prolaktin hormonu {ireten hipofiz laktotrop hiicreleri iizerinde giiglii bir
baskilayict etki saglar®. Prolaktin, laktasyonda onemli rol oynar*’. Geg gebelik ve
emzirme doneminde dolasimdaki prolaktin artisi, annede emzirme ve anne bakimi dahil
olmak tizere birgok dnemli fizyolojik islevi baslatir. Hipofiz portal kan dolasimina gegis
icin bu ndronlar tarafindan medyan eminensten salinan dopamin, dopamin D2 tipi
reseptorleri araciligryla laktotroplari tonik olarak inhibe eder. TIDA ndéronlarinin
uyarilma frekanslari da dahil olmak {izere, diger noron gruplarindan farkli bir

elektrofizyolojik karakteristige sahip oldugu gosterilmistir®®.

Pubertal baglangi¢ ve iiremede kilit rol oynayan Kisspeptin ndronlarinin bir kismi
antroventral periventrikiiler ¢ekirdekte yer alirken, diger noron popiilasyonu ARC’de
bulunmaktadir. ARC kisspeptin ndronlarinin gonadol steroidlerin negatif geri besleme
etkilerini ilettigi, bu nedenle de gonadotropinin tonik etkisinde 6nemli bir rol oynadigi
diisiiniilmektedir®®. Kemirgenlerde yapilan ¢alismalar, ARC’nin gonadotropin salinimi
yaptiran hormonunun dalgali (pulsatil) {iretimin ana bolgesi oldugu ve bu sebeple de

{ireme fonksiyonlari icin gerekli oldugunu gostermistir™.

Son olarak, 6n hipofiz bezinden biiyiime hormonu salgilanmasini1 somatostatin ve
NPY ile birlikte kontrol eden biiyiime hormonu salgilatict hormon néronlari da, ARC’de

bulunan bir néron grubudur®?.

ARC’de bulunan melanokortin sisteminin iki ana néron grubu olan POMC ve

AgRP ise alt basliklarda incelenecektir.

POMC Noronlari: ARC iginde, POMC ndronlari, hipofiz sapimnin hemen tizerindeki

ticiincli ventrikiiliin tabaninda medyan eminens/tiibero-infundibular zona bitisik olarak
bulunur. Bu néronlarin ¢ogu, CART peptitini birlikte eksprese eder ve beyinde genis
capta projeksiyon yapabilirler*l. POMC néronlarinin dogrudan aktivasyonunun, gida
alimmin baskilanmasina yol agtigi optogenetik ve kemogenetik yontemlerle
gosterilmistir. POMC néronlarinin, anoreksik MC4R'lere agonist olan alfa-melanosit
uyarict hormon (a-MSH) salgilayarak istaht bastirdigina inanilmaktadir. MC4R
eksikliginin farelerde hiperfaji ve obezite ile sonuclandigi yapilan calismalar ile
gosterilmistir. Bu nedenle, POMC noéronlarini ve MC4R eksprese eden noronlari igeren
merkezi melanokortin yolagi, beyinde dnemli bir anoreksijenik devreyi temsil eder®?.

Merkezi melanokortin yolunu aktive eden anahtar anoreksijenik sinyallerden biri de
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serotonindir. Serotoninin anoreksijenik etkisine biliylik oOl¢iide POMC noronlari
tarafindan ifade edilen serotonin 2C (5-HT2CR) reseptorleri aracilik eder®. ARC iginde
iki farkli POMC néron popilasyonu mevcuttur; 5-HT2CR eksprese eden POMC
noronlar1 gida alimini baskilar ve LepR eksprese eden POMC noéronlar enerji tiiketimini
arttirtr. 5-HT2CR olan POMC néronlari, paraventrikiiler g¢ekirdekte bulunan Siml
noronlarinin MC4R’leri araciligiyla gida alimini baskilar. Ote yandan POMC néronlars,
omurilikte bulunan intermediolateral kolondaki sempatik noéronlar1 tarafindan ifade

edilen MC4Rler ile enerji harcamasini arttirirlar®,

AgQRP Ndéronlari: AgRP orijinal olarak mediobasal hipotalamustaki ndronlar tarafindan

iiretilen ve MC4R'nin ve beyinde eksprese edilen melanokortin reseptdr ailesinin baska
bir {iyesi olan MC3R'nin antagonisti olarak islev gdren bir peptittir>>. Hipotalamusta
AgRP eksprese eden noronlar, NPY'yi birlikte eksprese eder ve beslenmeyi diizenlemek
i¢cin periferden gelen oreksijenik ve anoreksijenik sinyallere yanit verirler®®. AgRP'nin
sistemik olarak verilmesi artan beslenmeye neden olur. Gida yoksunlugu, AgRP/NPY
noronlarinda NPY ve AgRP mRNA ekspresyonunun artmasina neden olurken, yeniden
beslenme bu peptitlerin seviyelerini eski haline getirir*?. AgRP/NPY néronlart ayrica
GABA salgilar. GABA inhibitdr bir norotransmiterdir ve oreksijenik etkisini
POMC/CART néronlarinin GABAerjik aracili inhibisyonu yoluyla gosterebilir"’. GABA
norotransmisyonunun AgRP/NPY ndéronlarmin oreksijenik etkilerinin ¢oguna aracilik
ettigine inanilmaktadir. Ornegin, 6zellikle AgRP néronlarinda bulunan vezikiiler GABA
tasiyicist genlerinin silinmesi, oreksijenik etkilerde GABAerjik ndrotransmisyonun
onemini dogrular nitelikte, deney hayvanlarinda zayif viicut fenotipine yol agar>*. Akut
beslenmeye NPY ve GABA aracilik ederken, noropeptid AGRP'nin ve onun melanokortin
reseptorleri ile etkilesiminin, beslenme davranisinin uzun vadeli diizenlenmesinde rol
oynadig1 bildirilmistir®. AgRP néronlarinin silinmesi sonucunda, standart diyet
uygulandiginda obez ve hiperinsiilinemik hale gelen fareler, yliksek yaglh diyet ile
beslendiklerinde viicut agirliklarinda azalma ve glikoz toleransinda paradoksal bir
gelisme oldugu gosterilmistir. AgRP noronlarinin ablasyonunun, karaciger, kas ve
pankreas arasindaki, lipid ve karbonhidrat metabolizmas1 dengesinde degisiklige yol
actig1 belirtilmistir®. AgGRP/NPY néronlart AgRP, NPY ve GABA aracilig1 ile hem
oreksijenik etkisini hem de enerji metabolizmasini bir orkestra sefi gibi yonetmektedir.

Literatiirdeki caligmalar AgRP/NPY néronlarinin termogenezde de onemli bir yeri
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oldugunu, enerji harcamasini arttirmada rol aldigin1 gdstermektedir®

0. AgRP néronlarmin

aktivasyonu ve ablasyonunun, kaygi benzeri davraniglarda goriiniiste benzer bir azalmaya

neden oldugu, buna ek olarak, gida uyaranlarmin yoklugunda hipotalamik AgRP

noronlarinin aktivasyonunun, yiyecek arama ve diger stereotipik davraniglar tetikledigi

de gosterilmistir®.

A

NPY v MC4R
GABA A *+ Receptors

Increases Increases
feeding satiety

/ Arcuate Nucleus

AgRP POMC
Neuron Neuron

Y

Ghrelin Leptin

Sekil 2.5: Arkuat Cekirdek Melanokortin Yolag: %2
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2.3.Nobet ve Epilepsi
2.3.1.Nobet:

Uluslararasi Epilepsi ile Savas Birligi’nin (International League Against Epilepsy,
ILAE) 2017 yilinda yayinladigi rapora gore; ndbet, beyinde anormal, asirt veya
senkronize noronal aktiviteye bagli olarak gecici belirti ve/veya semptomlarin ortaya
cikmasidir®®, Epileptik nobet, anormal néronal aktivitenin neden oldugu nesnel belirtiler
veya 6znel semptomlar ile kendini gosteren gecici bir davranis degisikligidir. Paroksismal
bir atak olan nobet sirasinda ortaya ¢ikabilen semptomlar ise duyu ve motor
fonksiyonlarinda ani degisiklikler ve biling kayiplari olusturabilmektedir. Nobet sadece
epilepsiye bagli olarak meydana gelmez. Epileptik nébetlerin temel 6zelligi
tekrarlanabilir olmasidir. Epileptik ndbet, anormal noronal ateslemenin neden oldugu bir
nobeti, psikojenik nobet gibi epileptik olmayan bir olaydan ayirt etmek i¢in kullanilir.
Bircok hastada epilepsinin nedeni bilinmemekle birlikte, ndbetler, beyin islevini bozan
hemen hemen her tiirlii olayin sonucu olabilir. Sebebi, fel¢ veya travmatik beyin hasari
olabilirken, bulasici hastaliklar, otoimmiin hastaliklar ve genetik mutasyonlarda bu
sebeplerden olabilir®. Epileptik ndbetlerin ne zaman baslayip ne zaman bitecegi tahmin

edilemedigi i¢in hastanin yasam kalitesini 6nemli derecede diisiirmektedir.

Nobetler Elektroensefelografi (EEG) yontemi ile gosterilebilir. Nobet riskinin
yiiksek oldugu EEG korelasyonlari, iktal (ndbet sirasinda), postiktal (nébet sonrasi) veya
interiktal (nobetler arasinda) olarak kategorize edilir. Bu ayrimlar genellikle belirsizdir,
¢linkii bircok ndbet icin interiktal-iktal smirlar kesin olarak ayrilamaz®®. fktal dénem
genellikle kisa siirer ve miidahele edilmeden biter. Eger bu iktal donem sona ermezse,

hasta status epileptikus yasamaya baslar bu da hasta i¢in hayati tehlike arz eder®®.

2.3.2. Epilepsi:

Epilepsi, asirt noronal uyarilabilirlikten kaynaklanan, tekrarli ve beklenmedik
ndbetlerle karakterize ndrolojik bir hastaliktir®”. Epilepsi, 100.000 olan bir niifusta yilda
yaklagik 50 yeni vaka insidansi ile en yaygin nérolojik durumlardan biridir. Diinya

genelinde niifusun yaklasik %1'i epilepsiden muzdariptir®e,

Epilepsi icin ilag tedavisi ¢ogu durumda basarili olsa da, bazi epilepsi tiirleri kolay

kontrol edilememektedir. En sik goriilen epilepsi formlarindan biri olan temporal lob
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epilepsisi olan hastalarin yaklasik %30-40" ilaca direnglidir. Bu da, alternatif tedavi
stratejileri gelistirme talebini ortaya koymaktadir®®,

Epilepsi, ILAE tarafindan bir “bozukluk™ degil ‘“hastalik” olarak yeniden
tanimlanmistir. “Hastalik” terimi, epilepsinin 6nemini ve etkisini hastalara, klinisyenlere
ve topluma daha iyi vurgular. Bazilar1 “hastaligin” daha fazla damgalanma tasidigindan

endise duysa da, kanser, diyabet ve kalp hastalig1r gibi énemli hastaliklarin da tiimi

bozukluk degil, hastaliktir’®.,

Epilepsi, bir kisinin epileptik nodbet gegirmesi ve beyninin "patolojik ve
tekrarlayan nobet gecirme egilimi gostermesi" durumunda ortaya c¢ikar. Her ndbet
epilepsi degildir fakat epilepsi nobet hastalig1 olarak tanimlanabilir. Epilepsi, EEG’de
goriilen epileptiform aktivite ve beyin goriintileme yoOntemlerinde goriilebilen

epileptojenik anormallik ile gdsterilebilir’:,

Epilepsi hastaliginin tanisini koyabilmek i¢in 2014 yilinda ILAE’nin yayimladig:
rapora gore, asagida bulunan li¢ durumdan biri varliginda epilepsi hastaligindan
bahsedilir:

1) Hastanin yirmi dort saat ara ile en az iki tane spontan nobet veya refleks nobet

gecgirmesi.

2) En az bir spontan veya refleks nobet gecirmesi ve 10 yil igerisinde nobet tekrarlama

riskinin en az iki spontan nobet varligindaki riske benzer olmasi (en az %60).

3) Hastanin epilepsi sendromlarindan herhangi birine sahip olmasi.”

Epilepsi mekanizmasiin tam olarak anlagilamamasi sebebiyle, mevcut tedavi
secenekleri yetersiz kalmaktadir. Bununla birlikte hastalarin yaklasik iicte biri mevcut
tedavi secenekleri ile nobetlerini kontrol altina alamamaktadirlar. Ayrica bu tedavilerin
yan etkilerinden olumsuz etkilenmektedirler. Epilepsi cerrahisi, bu hastalari nobetsiz
kilmak i¢in en yiiksek sansa sahiptir, ancak sadece az sayida hasta ameliyat i¢in uygundur.
Ameliyat olamayan ve ilaglara yanit vermeyen hastalar i¢in noro-stimiilasyon cihazlari,

diyet terapileri veya yeni ilaglarin klinik denemeleri alternatif segeneklerdir®.

Epilepsi mekanizmasinda cevaplanamamis sorulardan bazilari; ani ndbetlerin

baslamasinin altinda yatan sebepler, bu ndbetlerin nasil yayildigi ve ndbetlerin bitmesini
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saglayan mekanizmanin bilinmeyenleridir. Epilepsi mekanizmasiyla ilgili bu bilgi

eksiklikleri, hastaliga yaklasim ve yeni tedavi yontemleri i¢in zorluk olugturmaktadir.

2.3.3.Epileptik nobetlerin siniflandirilmasi
ILAE’nin 2017 yilinda yaymladigt makalede 1981 yilinda yayinlanan

siniflandirmanin klinik taninin iyilestirilmesi i¢in degistirilmesi gerektigini belirtmistir.
1981 yilinda yapilan smiflandirma asagidaki gibidir’2.

1.Parsiyel (fokal) Nobetler

A. Basit Parsiyel Nobetler (Biling durumu bozulmaksizin)

» Motor semptomlu
» Somatosensoryel
» Otonomik semptomlu

» Psisik semptomlu

B. Kompleks Parsiyel Nobetler (Biling bozuklugu ile seyreden)

» Basit parsiyel baglangici izleyen biling bozuklugu

» Biling durumunun baglangigtan itibaren bozulmasi

C. Sekonder Jenaralize Nobete Doniisen Parsiyel Nobetler

» Basit parsiyel ndbetin jeneralize ndbete doniismesi
» Kompleks parsiyel ndbetin jeneralize nobete doniismesi
» Basit parsiyel nobetin kompleks parsiyel doniismesi ve ardindan jeneralize

nobet olmasi

2. Jeneralize Nobetler

Absans nobetler
Miyoklonik nobetler
Klonik nobetler
Tonik nobetler

Tonik klonik nobetler

YV V. V V V V

Atonik nobetler
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3. Smiflandirilmayan Nobetler

» Yeterli bilgi olmayisi nedeni ile yukaridaki kategorilere dahil edilmeyen

nobetlerdir.

Yukarida bulunan smiflandirmanin giincellemenin sebepleri ise soyle siralanmustir.

1. Bazi nobet tiirleri, 6rnegin tonik ndbetler veya epileptik spazmlar, fokal veya genel

baslangigli olabilir.

2. Baslangic1 hakkinda bilgi eksikligi, ndbeti siniflandirilamaz hale getirir ve 1981

sistemiyle tartisilmasini zorlastirir.

3. Gegmige doniik ndbet tanimlart genellikle bir biling diizeyi belirtmez ve birgok ndbetin

merkezinde yer alan biling degisikligi karmasik bir kavramdir.

4. "Psisik", "kismi", "basit kismi", "karmasik kismi" ve "bilissel olmayan" gibi mevcut
kullanimdaki baz1 terimler toplum tarafindan yiiksek diizeyde kabul gérmez veya toplum

tarafindan anlagilmaz.
5. Bazi 6nemli nobet tiirleri dahil edilmemistir.

Epileptik nobetlerin klinik ve elektroensefalografik siniflandirilmasi Tablo 1°de
gosterildigi gibidir. Bireysel bir nobetin siniflandirilmasi herhangi bir diizeyde olabilir:
bagka bir ek bilgi olmaksizin "fokal baglangicli" veya "jeneralize baslangicli" nobet veya
"fokal duyusal nobet", "fokal motor nobet", "fokal tonik nobet" veya " fokal otomatizm
nobeti” denilebilir. Ek siiflandiricilar tesvik edilir ve bunlarin kullanimi ndbeti
siiflandiran kisinin deneyimine ve amaglarina bagl olabilir. Fokal baslangich ve

jeneralize baslangich terimleri gruplama amaghidir’®.
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Fokal Baslangig

Tablo 2.1:Epileptik nébetlerin siniflandiriimas: .

Jeneralize Baslangig

Bilingli olma durumu korunmus

Motor semptomlar

Motorsemptomlar

Bilingli olma durumu bozulmus «  Tonik-klonik «  Tonik-klonik
* Klonik * Epileptikspazmlar
Motor semptomlar » Tonik
* Otomatizmalar *  Miyoklonik Motor olmayan semptomlar
«  Atonik * Miyoklonik-Tonik-Klonik + Davranigsal Duraklama
* Klonik * Miyoklonik-Atonik

+ Epileptikspazmlar
+ Hiperkinetik

* Atonik
* Epileptik spazmlar

* Miyoklonik
+ Tonik Motor olmayan semptomlar
(Absans)
Motor olmayan semptomlar + Tipik
+ Otonom +  Atipik
+ Davranigsal Duraklama +  Miyoklonik

+ idrak

* GOz Kapag Miyoklonisi

+ Duygusal
+ Duyusal

Fokal baslayan bilateral tonik-
klonik nébetler

2017 raporuna gore nobetler isimlendirilirken artik kismi (parsiyel) terimi yerine fokal
(odak) terimi kullanilacaktir. ILAE kismi teriminin anatomik yerden ziyade ndbeti
tanimlamasindan dolay1 bu terimin kullanilamayacagini belirtmistir. Fokal terimi ise

nobet baslangic yeri agisindan daha agiklayicidir.

Fokal Nobetler: 2010 yilinda ILAE, fokal nobetleri “bir yarim kiireyle sinirli aglardan

kaynaklanan” olarak tanimladi. Belirsiz bir sekilde sinirlandirilmis olabilirler veya daha

genis bir alana dagilmis olabilirler. Odak nobetleri subkortikal yapilardan

kaynaklanabilir™.

Fokal baslangigli ndbetlerin degerlendirilmesi {ic asamada gerceklestirilir. Tlk
asama bilincin degerlendirildigi asamadir. Bu sebeple bu asamada ndbetler bilingli olma
durumu ve bilingli olmama durumu olarak ikiye ayrilir. Ikinci asamada nobet, gosterilen
semptomlara gore degisiklik gosterir. Tablo 1°de de belirtildigi gibi motor semptomlar ve
motor olmayan semptomlar olarak ikiye ayrilir. Bununla birlikte yapilan siniflandirma

hiyerarsik bir smiflandirma degildir, bazi durumlarda da hastanin biling durumu

18



belirtilmeden direk motor semptomlu veya motor semptomu olmayan fokal epilepsi
olarak da adlandirilabilir.

Epileptik odaklarinin anatomik yerlesimine gore fokal epilepsi siniflandirmasi ise

su sekildedir’;

» Frontal Lob Epilepsi

» Temporal Lob Epilepsi
» Pariyetal Lob Epilepsi
» Oksipital Lob Epilepsi

Jeneralize Nobetler: Jeneralize nobetler, beynin ndronal aglarinda bilateral olarak baglar.

Bu iki tarafli dagilim simetrik olmak zorunda degildir. Fokal baslangi¢hi nbetler, daha
sonra jeneralize nobetlere doniisebilir. Bu tiirde olan ndbetler korteks veya subkortikal
yapilarda ortaya c¢ikabilir. Jeneralize nobetlerde ani biling kaybi goriiliir. Status
Epilepticus durumu da bes dakikadan uzun siiren bir jeneralize konviilsiyon durumu
olabilmektedir. Jeneralize nobetler de motor ve motor olmayan semptomlara bakilarak
siiflandirilabilir. Motor olmayan semptomlarda belirtilen absans jeneralize epilepsinin
tipik bir EEG goriintiisii bulunmaktadir. Bu goriintiide dalga desarjlari, yiiksek genlikli,
3Hz ve iyi bigimlenmistir. Hastanin konugsmasinin aniden kesilmesi ve hareketlerinde bir
bosluk ile karakterizedir. Genellikle bir dakikadan az siirer ve hasta nobet bittiginde

kaldig1 yerden devam eder®.

Bilinmeyen (Siniflandirilamayan) Nobetler: Eksik bilgi veya ndbetin olagandis1 dogasi

nedeniyle bir ndbeti smiflandirmak hi¢ miimkiin olmayabilir, bu durumda buna
siniflandirilmamis nobet denir. Siniflandirilmamis nébetler genelde klinisyenin olayin bir
nobet oldugundan emin oldugu ancak olay1r daha fazla siniflandiramadig: istisnai
durumlar i¢in kullanilir. Epileptik spazmlarin kdkeni ise belirsizdir. Epileptik spazmlar,
ekstremitelerin ani uzamas veya fleksiyonu ile kendini gosterir, birkag¢ saniye tutulur ve

daha sonra kiimeler halinde tekrarlanir®.
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2.3.4.Epilepsi etiyolojisi

Epilepsi, noronlardan norotransmitter salgilanmasi, iyon dengesini ve enerji
metobilizmasini bozan bir durumdur. Farkli ¢esitlerde 100°den fazla epileptik sendrom
tanimlandig1 i¢in, hastaligin tanisin1 koymak agisindan, sendromlarin siniflandirilmasi

onemlidir. Bu noktada da epilepsi etiyolojisini bilmek klinik agidan deger tasir.

Nobetler uyaranli veya uyaransiz olabilir. Akut semptomatik nobetler olarak da
bilinen uyaranli nobetler; elektrolit bozukluklari, toksinler, kafa travmasi, enfeksiyon
stirecleri, vaskiiler anomaliler, tiimorler veya diger kitle lezyonlari ve diger birgok
nedenden kaynaklanabilir” Ayni1 zamanda epilepsi, genetik sebeplerle veya monogenik
mutasyonlar ile de olusabilir. Tanim olarak, uyaransiz ndbetler, herhangibir neden
olmaksizin veya inme, beyin kanamasi gibi akut bir yaralanma veya bir zarar gérmeden
yedi giinden fazla siire sonra ortaya ¢ikabilir. Tekrarlayan uyaransiz ndbetler de epilepsiyi

tanimlar’®.

2.3.5.Epilepsi epidemiyolojisi

Kuzey Amerika'da yasa gore diizenlenmis epilepsi insidansi senede 100.000
kisiden 16's1 ile 100.000 kisiden 51'i arasinda degismektedir. Yasa gore diizenlenmis
yayginlik, rapor eden iilkeye bagli olarak 1000'de 2,2 ile 1000'de 41 arasinda
degismektedir. Fokal epilepsi, tiim epilepsi insidansinin iicte ikisini olusturabilir. Diigiik
sosyoekonomik popiilasyonlarda insidans artar’’. Yeni baslayan nobetlerin yaklasik %25
ila %30'unun uyaranl veya baska bir nedene sekonder oldugu diisiiniilmektedir. Epilepsi
insidans1 gen¢ ve ileri yas gruplarinda en yiiksektir ve 50 yasindan sonra giderek

artmaktadir. Yashlarda nobet ve epilepsinin en stk nedeni serebrovaskiiler hastaliktir’®,

2.3.6.Epilepsi patofizyolojisi

Epilepsinin birgok farkli alt tipi oldugundan, patofizyolojisi de farkliliklar
gosterir. Fakat tiim alt tipler ve epileptik nobetlerin ortak bir noktas1 bulunmaktadir. Bu
ortak nokta, epileptik ndbete yol agan, sinaptik diizeyde uyaricit nérotransmitter glutamat
ile inhibitor GABA arasindaki bozulmus dengedir’®. Her bir epileptik alt basligm
patolojisi bu dengeden daha karmasik sebeplerden kaynaklanmaktadir.

Merkezi Sinir Sistemi’nde (MSS) bulunan en 6nemli eksitatér ndrotransmitter,
glutamattir®. Glutamat reseptorleri 6zellikle eksitator hiicrelerde post sinaptik olarak yer

alirlar. Epilepside 6nemli bir role sahip oldugu diislinlilen glutamat reseptdrleri
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iyonotropik olarak ti¢e ayrilir. Bu reseptorlerin ilki bazi N-methyl-D-aspartate (NMDA)
reseptorleridi. NMDA reseptdr kanali, néronal dinlenim zar potansiyelinde Mg*?
tarafindan bloke edilir ve membran depolarize oldugunda Mg*? uzaklastirilir®:. Diger
reseptorler  a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic  acid (AMPA)
reseptorleridir. Sinapslardaki AMPA reseptor ¢aligmast siirekli ve hizli olarak kabul
edilir. Sinaptik giliglenme (potentiation) ve sinaptik depresyon, sinaptik AMPA
reseptOrlerinin sayisindaki degisikliklerle diizenlenir. Son olarak kainate reseptdrleri
bulunmaktadir. Bu {i¢ reseptdr cesidinin de agonist ve antagonistleri birbirlerinden
farklidir. Ama i¢ii de sodyum ve potasyuma gegirgendirler. Bu sebeple membran
depolarizasyonu ve aksiyon potansiyelinde kilit rol oynarlar®2. Ote yandan epilepside
meydana gelen eksitatoksisitede de bu reseptorler gorev alirlar. Ayrica hem NMDA hem
de AMPA reseptorlerinin diizensiz aktivitesi ve genetik mutasyonu nobet bozukluklarinin

bir nedeni olabilir®,

MSS’nin baslica inhibitér nérotransmitteri ise GABA’dir. GABA’nin GABAA ve
GABAg olmak iizere iki adet alt tip reseptorii bulunmaktadir. GABAAa reseptorleri
postsinaptik noronlarda gorev alirken, GABAg reseptorleri pre-sinaptik noéronlarda
bulunur ve sinaptik salinimi modiile eder. GABAA reseptorlerinin aksiyon poptansiyelini
etkilemesi klor (CI') iyonu ile olur. Bu reseptor alt tipi Cliyonlarma gegirgendir ve
bunlarin hiicre igine girisi ile birlikte zar hiperpolarize olur. Boylece hiicrede aksiyon
potansiyeli bloklanir. Bu sebeple, GABAA reseptor agonistleri olan barbirutlar ve
benzodiazepinlerin nébetleri baskiladiklari bilinmektedir. GABAR reseptorleri ise ikincil
mesajc1 sistem iizerinden presinaptik bolgeden norotransmitter salinimini azaltilmasia
sebep olurlar. Ayni zamanda bu ikincil mesajci sistem potasyum iizerinden de hiicreyi
hiperpolarizasyona gotiirir. GABA reseptorlerinin antagonistleri 6zellikle deneysel

epilepsi modeli olusturmak icin kullanilmaktadir®*.

Tiim bu bilgilerin 15131nda GABA ve glutamat reseptorlerinin epileptik nobetlere

sebep olma veya terapatik ilaclar olusturmada 6nemli bir yere sahip oldugu soylenebilir.

2.3.7. Epilepsi tani ve tedavisi
Epileptik nobeti diisiindiiren bir veya daha fazla paroksismal olaydan sonra,
hastalar kapsamli bir klinik muayene ve tibbi 6ykii, fizik muayene, EEG ve beyin

gorlintiilemenin degerlendirilmesini i¢eren ¢ok asamali bir tani siirecinden ge¢melidir.
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Epilepsi tanisinda ilk adim, olaym epileptik ndbet mi yoksa nobet taklidi mi
oldugunu belirlemektir. Tanidaki ikinci adim, epileptik nobetin provoke edilmemis,
refleks veya akut semptomatik olup olmadigin1 belirler. Ugiincii adim, ilk uyaranl veya
refleks nobeti ile bagvuran hastalarin epilepsisi olup olmadigini belirlemektir. Son adim
ise, nobetleri; nobet tipi, epilepsi tipi veya miimkiinse epilepsi sendromu olarak
simiflandirmaktir. EEG ve ndro-goriintiileme bu taniyr koyabilmek igin anahtar

tekniklerdir®,

EEG, insan beyninin noéronal aktivitesini dlgen en eski teknolojilerden biridir.
EEG beyin yiizeyinde kortikal néronlarin elektriksel aktivitesini 6l¢en, bunu kaydeden ve
sayisal degerlere yansitan bir metotdur. Klinik tanida, o6zellikle epilepsi ve uyku
bozukluklarinin belirlenmesinde ve duyusal iletim yollarindaki bozukluklarin
degerlendirilmesinde Onemli uygulama alani vardir. Elde edilen kayitlardaki beyin
dalgalari, epilepsinin hangi tipte oldugunu ve epileptik odagin nerede meydana geldigini

gosterebilir®.

Beyin dalgalari; eksitator ve inhibitor potansiyellerin esitlenmesi ile postsinaptik
ndronlarda es zamanli olarak ortaya ¢ikan sinaptik aktivitedir. Her bir beyin dalgasi farkli
frekans ve genlik degerleri ile karakterizedir. Beyin dalgalarinin farkli anlarda farklh
baskinlikla ortaya ¢ikmasindan beyin korteks aktivitesi sorumludur. Bu bulgular o kisinin
psikoloji ve saglik durumunu yansitabilmektedir®®. Farkl frekans ve amplitiid degerlerine

gore beyin dalgalar1 5 alt baglikta toplanir®’

Gama Dalgalari: Bir gama dalgas: en hizli beyin aktivitesi olarak kabul edilir.

Biligsel islev, 6grenme, hafiza ve bilgi islemeden sorumludur. Bu dalganin 6ne ¢ikmasi
kaygiya, yliksek uyarilmaya ve strese yol agar; bastirilmasi Dikkat Eksikligi Hiperaktivite
Bozuklugu, depresyon ve 6grenme giicliigiine yol agabilir. Optimum kosullarda gama
dalgalar1 dikkat, odaklanma, duyularin baglanmasi (koku, gérme ve isitme), biling,

zihinsel isleme ve algilamaya yardime olur.

Alfa Dalgalari: Alfa dalgalar1 beta ve teta arasinda bir frekans araligina sahiptir.

Gerektiginde sakinlesmeye yardimci olurlar ve derin rahatlama duygularini tesvik
ederler. Alfa dalgalari, hayal kurmada, odaklanamama ve ¢ok rahat olmada belirgin bir
sekilde bulunur. Bastirilirlarsa kaygi, yiliksek stres ve uykusuzluga neden olabilir.

Optimal olduklarinda, rahat bir duruma yol agar.
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Beta Dalgalari: Beta dalgalari, genellikle uyanik halde gozlenen yiiksek frekansli,

diisiik genlikli beyin dalgalaridir. Bilingli diisiince ve mantiksal diisiinceye katilirlar ve
uyarici bir etkiye sahip olma egilimindedirler. Dogru miktarda beta dalgasina sahip olmak

odaklanmamizi saglar.

Teta Dalgalari: Bu belirli frekans araligi, hayal kurma ve uyku ile ilgilidir. Teta

dalgalar1 belirgin oldugunda, depresyon, hiperaktivite, diirtiisellik ve dikkatsizlik goriiliir;
bastirilirsa kaygi, duygusal farkindalikta azalma ve stres goriilebilir. Optimal bir

durumda, teta yaraticiliga, duygusal baglantiya, sezgiye ve rahatlamaya yardimci olur.

Delta Dalgalari: Delta dalgalari, insanlarda kaydedilen en yavas beyin

dalgalaridir. En sik bebeklerde ve kii¢lik ¢ocuklarda bulunurlar ve en derin gevseme ve
onarici, iyilestirici uyku seviyeleri ile iliskilidirler. Delta, beyin yaralanmalarinda,

dgrenme problemlerinde, diisiinememe gibi durumlarda belirgin olarak goriiliir®®,

s e
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Sekil 2.6: Beyin dalgalarinin EEG’de goriiniimii®®,
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Tablo 2.2: Beyin dalgalarinin frekans ve farkli beyin aktivite durumlari.

Frekans Bandi Frekans Beyin Durumu

Gamay >35Hz Konsantrasyon

Beta B 12-35 Hz Anksiyete, aktivite, disariya dikkat
Alpha a 8-12 Hz Rahatlama

Theta 0 4-8 Hz Derin rahatlama durumu

Delta 6 0.5-4 Hz Uyku

2.3.8. Deneysel epilepsi modelleri

Insanlarda epilepsi ve nobetlerin bazi 6zelliklerini kopyalayan in vitro ve in vivo
bir¢cok model vardir. Bu modellerin olmasi epilepsi mekanizmasini daha iyi anlayabilmek
ve hastaligin temelinde yatan mekanizmalarin agiga ¢ikabilmesi i¢in olduk¢a dnemlidir.
Epilepsi deneysel anlamda en ¢ok calisilan norolojik hastaliklardan biridir. Bu sebeple
olusturulan deneysel epilepsi modelleri de bir hayli fazladir. Bu ¢esitlilikte klinik tani
acisindan epilepsinin bir¢ok alt basliga sahip olmasi da yatmaktadir.

Calisilacak deneysel epilepsi modelinin bazi 6zelliklere sahip olmasi beklenir.
Oncelikle model, epilepsi ile karakterize olan ani ve tekrarlayan ndbetlere sahip olmalidir.
Bu nébetlerin 6zellikleri klinik nobetlerle ortiismelidir. Bu nobetler frekans ve genlik ile
olciilebilir olmalidir®.

Deneysel epilepsi modellerinden kimyasal bir ajanla olusturulan, elektriksel
uyaranla olusturulan ve genetik tabanli epilepsi modelleri en ¢ok kullanilanlardir.
Kimyasal ajanlar ile olusturulan epilepsi modellerinden pilokarpin ve kainik asit (KA)
fokal epilepsi (temporal lob epilepsi) olustururken, pentylenetetrazol jeneralize nobetler
olusturmaktadir. Yine pikrotoksin ve penisilin fokal neokortikal nobetler olustururken,
tetradoksin infantil spazmlar olusturur. Elektrosok ile olusturulan noébetler genelde
jeneralize epilepsi sinifina girmektedir. Ote yandan genetik manipiilasyonlar ile hem

monogenik hem de birden fazla gene bagh epilepsi modeli olusturulabilir®,
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2.4.0ptogenetik ve kemogentik yaklasimlar ile Sinirbilim ¢caliymalar:

Optogenetik, canli doku ve hayvanlarin spesifik (isaretlenmis) hiicrelerinde iyi
tanimlanmis olaylari uyarmak veya inhibe etmek amaciyla kullanilan genetik ve optik
yontemler kombinasyonudur °. Optogenetik, 1513a duyarl1 iyon kanallar1 ve hedef hiicre
poplilasyonlarinda bulunan spesifik iyon kanallar1 kullanilarak, hedef hiicrelerin
milisaniyeler icinde uyarilabilmesi veya inhibe edilmesine olanak sagladigi i¢in, noral

aglarin arastirmasinda 6nemli bir teknolojidir®.

Optogenetik, beyin fonksiyonunun tiim seviyelerinde uygulanabilir. Noral
aktiviteyi hem kaydetmek hem de manipiile etmek i¢in optogenetik problar kullanilabilir.
Optogenetik teknigi, sinir sisteminin farkli fonksiyon seviyelerinde uygulanabilir ve bu

seviyeler arasinda nedensel baglantilar kurmanin da giilii bir yolunu saglar® (Sekil 7).
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Sekil 2.7: Optogenetik tekniginin uygulanabilecegi farkl1 fonksiyonel seviyeler®.

Optogenetik ve kemogenetik teknikler, son yillarda ndronal aglarin ortaya
c¢ikarilmasinda kullanilan énemli yontemlerdir®. Optogenetik, 1518a duyarli proteinlerin
genetik olarak hiicre i¢ine eklenmesiyle elde edilen ve sinirsel aktiviteyi 1sikla kontrol
etmek veya izlemek i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu teknik 1s18a duyarli bir rhodopsin
iyon kanalinin hiicrede kodlanmasi ve bu kanalin cevap verecegi uygun dalga boyunda
151k ile uyarilmasi ilkesine dayanmaktadir. Bu rhodopsin kanallarina 6rnek olarak
Channel Rhodopsin (ChR2) ve Archearhodopsin (AR) veya Halorhodopsin
(NpHR)verilebilir. ChR2’ler, 1518a duyarli katyon kanallaridir, néronlar1 mavi 1s13a (460
nm) karsilik olarak hizla agar ve depolarize ederler. Aksine AR, sari-yesil 1518a (550 nm)
yanit veren bir proton pompasidir ve néral aktiviteyi inhibe eder®%. Transgenik fare
hatlar1 ile birlestirilen optogenetik araglarin yakin zamandaki gelisimi, noral devre
arastirmalarinda kolaylik saglar. Boylece optogenetik yontemler fizyolojik ve patolojik

durumlarda néronlarin birbirleri ile iliskilerini gdstermekte kolaylik saglar®. Tiim bu
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gelismeler goz Oniine alinarak, epilepsi mekanizmasinin arastirilmasinda 6nemli ve giiglii

bir yontem oldugu diisiiniilmektedir.

Literatiirde epilepsi c¢alismalarinda GABAerjik internoronlarin optogenetik
modifikasyonu tizerinde ¢ok duruldugu goriilmektedir. Ciinkii epilepside noronal agin
¢ok 6nemli bir pargasi olan bu internéronlarin, nébet baglamasinda anahtar bir role sahip
oldugu diisiiniilmektedir®. Asagidaki tabloda bu ¢alismalardan bazi Ornekler

verilmistir®.

4. Adim Fiberoptik yardimiyla VMH néronlarinin
uzaktan kontrol edilmesi

1. Adim Isiga duyarli iyon kanali geninin plasmide

konmasi :

2. Adim Plasmidin tasiyici viriise yerlestirilmesi

3. Adim Viriis yardimiyla VMH hiiclererinde
1s18a duyarli iyon kanali sentezlenmesi

ChR-2 (ya da NpHR}

Sekil 2.8: Optogenetik uygulamasinin grafik 6zeti.
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Tablo 2.3: 2013-2018 yillar1 arasinda yayinlanmis epilepsi-optogenetik

calismalarindan bazilar®.

aktivasyonu.

Kullanilan
Deneysel Kullanilan
1€yse Model . Sonu¢
Epilepsi Optogenetik Arag
Modeli
Serebellar ¢ekirdeklerin kapali
hSyn  promotérii  altinda | dongii sisteminde istege bagl
Genetik spontan ChR2'yi viral olarak eksprese | optogenetik aktivasyonu,
Absans epilepsi X P eden  serebellar  gekirdek | talamokortikal absans
kasilmalar. . . . . e
ndronlarmnin optogenetik | nobetlerin karakteristigi olan

genellestirilmis diken ve dalga
desarjlarin1 durdurdu.

GABAerjik hiicrelerin
Somatosensorivel ChR2, tek tarafli olarak | interiktal donemlerde hiper-
kortekse U )Lljlanan somatosensoriyel kortekse | uyarilabilir  somatosensoriyel
Kortikal nébetler A-aminopiri dﬁ’g akut hedeflenen VGAT promotorii, | kortekste optogenetik
nébetlerp ’ isik  altinda ~ GABAerjik | aktivasyonu, GABAA
noronlarda ifade edildi reseptoriine bagl bir sekilde
iktal benzeri olaylar1 baslatti
hSyn promotorii altinda NpHR
tastyan viriisiin ventro- | Hipokampal hiicrelerin
Temporal lob | intrahinokampal posterior hipokampusa tek | optogenetik inhibisyonu,
e ilepsi bikikuIIi)n en'erl)<si ot tarafli  olarak iletilmesi; | GABAA reseptdr antagonisti
priep JekSty hipokampusun CA1/CA2 | varhginda epileptiform
bolgesine  hedeflenen 151k | aktiviteyi azaltir.
uyarimi
Kapali dongii istege bagh
Dentat irusun Moss optogenetik yosunlu hiicrelerin
Temporal lob | Intrahipokampal (yosunsu) %ﬁcrelerine ArcI}I/ uyarilmasi, varsayilan ndobet
epilepsi kainate enjeksiyonu yosur odaginin ayni tarafinda veya
verildi.
kars1 tarafinda, davranigsal
ndbet sikligini azaltti.
Thyl promotdrii altinda ChR2
. eksprese eden ve spesifik
H.!pokgmpus CA3 olarak  inhibitér  ndronlart | .. .. -
T bolgesine 4- . Hipokampal néronlarin diisiik
emporal lob : - hedeflemek i¢in  kullanilan .
R aminopyridine - . frekansli optogenetik uyarimu,
epilepsi - transgenik fareler ile VGAT | . Lo
verilerek akut e nobet aktivitesini azaltt1.
ndbetler olusturuldu promotorii  altinda ChR_2
" | eksprese  eden  transgenik
fareler kullandu.
Transgenik siganlarda Thy Opsin eksprese eden
promotérii altinda eksprese | hinokampusa tekrarlayan
Temporal lob Optogenetik  olarak | €dilen  ChR2;hipokampus, | nyigativ fotostimiilasyon,
e ilepsi uyarilmis hipokampal | tlamus, amigdala Ve | hipokampusun  uzunlamasia
priep ndbetler sensorimotor kortekse iletilen | opqeni boyunca siirdiiriilen ve
151k uyarimt yayilan desarjlardan  sonra

nobetlere neden oldu.
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Kemogenetik teknoloji, kontrol edilebilir bir gen terapisi tasarlamak icin alternatif
bir yaklagim saglar. Kemogenetik teknolojiler spesifik hiicre popiilasyonlarinin segici
olarak farmakolojik kontrolii ve manipiilasyonuna imkan saglar®®®. Bu sistemin
sagladig1 avantaj, ligand verilene kadar gen terapisinin etkisiz kalmasidir. Kemogenetik
yaklagimda, mutasyona ugratilmis muskarinik asetilkolin reseptdrlerinden tiiretilmis olan
hM3Dq uyaric1 reseptdrii ve hM4D (Gi) inhibitdr reseptori kullanilir. Mutasyona
ugratilarak iiretilen bu reseptorler ligant olarak CNO’ya duyarhdir. Ligant baglanmasi ile
aktive olan bu reseptorler ice alim saglayan potasyum kanallarini agan bir G-protein
kaskadini tetikler. BOylece norotransmitter salgilanmasi inhibe olur ve noronal agin
inhibisyonu ile sonuglanir®®, Ozellikle kronik olarak yapilacak deneylerde kemogenetik
teknoloji kullanilarak noéronal aktivasyon ve inhibisyon saglanmasi arastirmacilara

avantaj saglamaktadir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.Deney Gruplan
Deneyler {i¢ asamada gergeklestirilmistir.

1) Epilepsi

esnasinda

AgRP ndéronlarmin  hipokampuse aksonal uzantilarinin

goriintiilenmesi

Ve

AgRP néronlarinin  membran potansiyellerinin  Sl¢tilmesi

hedeflenmistir. Deney hayvanlar1 Epilepsi ve Kontrol grubu olmak {izere iki gruba

ayrilmstir.

Epilepsi-goriintiileme, n=5
Kontrol-goriintiileme, n=5
Epilepsi-Elektrofizyoloji, n=5;126 hiicre

Kontrol-Elektrofizyoloji n=5;106 hiicre

»
g@ ‘|

Salin
1K ntre I)

Eleeroflxyalou

Aksonal uzantilarin gériintillenmesi

‘ / LD / W
P30 P60-P90 " Kainik Asit
(Epilgpsi)
Genotipleme \ @
/N
‘/ [ B~ -.\ ) Elektrofizyoloji
A /
\/N'\L/'\/

e

Aksonal uzantilarin gériintilenmesi

Sekil 3.1 Calismanin birinci asamasinin grafik 6zeti.
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2) Epilepsi esnasinda AgRP noronlarinin optogenetik ve kemogenetik aktivasyonunun
hipokampal noronlar iizerindeki membran potansiyelinin Sl¢lilmesi hedeflenmistir.

Fareler, epilepsi ve kontrol grubu olmak {izere iki gruba ayrildi.
Epilepsi-Optogenetik (n=5)

Kontrol-Optogenetik (n=4)

Epilepsi-Kemogenetik (n=2)

Kontrol-Kemogenetik (n=2)

Saline

‘:d { == .:,.3‘\‘ ‘ Deney Gruplar
RN . A
T NALAS . Vgat-cre GFP-CNO-Epilepsi
/ : 2 1:Vgat-cre GFP-CNO
P30 ) P60-P90 Kalnik Asit . -cre :Vgat-cre GFP-Epilepsi-Mavi 151k

> I — | \ NS . : :Vgat-cre GFP-Mavi 151k

Vgat-ires-cre ) v’/\E_Q: =
\ I Cavy, ve
) 1, ,
=h WS
@ S

AgRP: Hm3Dq viriis enjeksiyonu
“A1: GFP viriis enjeksiyonu
AgRP: ChR2 viris enjeksiyonu
CA1: GFP viriis enjeksiyonu

Sekil 3.2: Calismanin ikinci asamasinin grafik 6zeti.
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3) Epilepsi esnasinda AgRP néronlarinin optogenetik ve kemogenetik aktivasyonu ile
farelerde meydana gelen davranigsal ve elektroensefelografik degisimlerin incelenmesi

hedeflenmistir. Deney hayvanlari epilepsi ve kontrol grubu olmak iizere iki gruba ayrildi.
Epilepsi-Optogenetik (n=4)

Kontrol-Optogenetik (n=4)

Epilepsi-Kemogenetik (n=5)

Kontrol-Kemogenetik (n=4)

chR?
¢ ChR?

+ Hm3D ( [

P30 P60-P90 / Kaimk Aot

d ‘ Optogenetik
; ile EEG kayd:
< I (Eglllgps\)
w Genotipleme '.'

\ Kemogenetik
) ile Davranig
Deneyleri

Sekil 3.3: Caligmanin ti¢lincii asamasinin grafik 6zeti.
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3.2.Transgenik Deney Hayvanlari ve Genotiplemesi

Deneyler igin 50 adet, 8-12 haftalik ARC- AgRP noéronlarinin gen bolgelerine kre-
rekombinaz enzimi eklenmis transgenik fareler (AgRP-cre; Jackson:012899) kullanildi.
Ikinci asamada yapilan deneyler igin, AgRP-cre transgenik fareler ile VVgat-cre (\Vgat-cre,
Jackson:016962) olarak adlandirilan GABA noéronlarina kre rekombinaz eklenmis
transgenik hayvanlar ciftlestirilerek ¢ift transgenik hayvanlar tretildi. Bu transgenik
fareler Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden
(YUDETAM) temin edildi. Tiim hayvanlar 12 saat aydmlik/karanlik déngiisiinde,
sicaklik (22+1°C), yem ve suya ad libitum erisebilecegi kosullarda bakildi. Tiim deney

protokolleri Yeditepe Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan onaylandi.

Yeni dogan yavrularin laktasyon donemi beklendi ve 35. gilinde hayvanlar
cinsiyetlerine gore ayrildi. Ayni giin (35) yavrularin kulaklarina kiipe takilarak, kulak
dokusu alindi. Kulak dokular1 +4 °C’de DNAse’den arindirilmis deney tiiplerine alindi.
Her bir 6rnege 100 ul 25 mM NaOH/0.2 mM EDTA soliisyonundan eklendi. Bu 6rnekler
98 °C’de 60 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 15 °C’ye alinan dokular
100 ul 40 mM Tris HCI soliisyonu ile 4000 rpm’de 3 dakika santrifllj (Mikrosantrifiij,
Sigma 1-14) edildi. Hazirlanan soliisyonlardan genotipleme igin alikotlar olusturuldu.
AgRP primerleri (AGG AAC TGC TTC CTT CAC GA) ve Vgat primerleri (ACA CCG
GCCTTATTC CAA G) 20 mM olacak sekilde sulandirildi. Hazirlanan primerler ve PCR
Master Mix (BioLabs Taq 2x Master Mix, M0270S), dokudan elde edilen DNA &rnegi
karistirildi ve tizerine 12,5 ul’ye tamamlanacak sekilde su eklendi. Hazirlanan karisim
PCR cihazina (Labnet, Multigene Optimax) koyularak, reaksiyon baslatildi. Reaksiyon
sonunda, hazirlanan %?2’lik agaroz jelinde, elektroforez yontemi (SCIEPLAS, VWR
300V) ile DNA o6rnekleri yiiriitiildii. Gortintiilenen sonuglar ile hayvanlar AgRP pozitif
ve AgRP negatif olarak tayin edildi. Cift transgenik hayvanlar ise AgRPxVgat pozitif,
AgRP pozitif ve Vgat pozitif olarak tayin edildi.
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3.3.Beyin ici Enjeksiyonlar

AgRP transgenik hayvanlara 8-10 hafta arasinda (20g+2) ilk asamadaki
hayvanlara aksonal uzantilarin gosterilmesi ve AgRP noéronlarinin dinlenim zar
potansiyellerinin 6l¢iilmesi i¢in green fluorescent proteininin (GFP) beyin igi enjeksiyon
ile verildi. Deney hayvanlarmin hepsine fare beyin atlasindan®® alinan koordinatlar ile
ARC ¢ekirdeklerine (AP: -1.46mm, ML: -0.36mm/+0.38 mm, DV: 5.75 mm) GFP
enjeksiyonu yapildi. Belirlenen koordiantlara 80 -100 nl GFP mikromanipulatér ile
bilateral olarak uygulandi. Enjeksiyon bitiminde siitur atilan deney hayvani post operatif
bakima alind1. Ikinci asamada ise cifte transgenik hayvanlarin ARC ¢ekirdeklerine GFP
verilirken, hipokampus bélgesine (AP: -1,25 mm, ML: +0,2 DV: -0.16mm) GABA
noronlarini isaretleyebilmek igin td-tomato adi verilen kirmizi floresan proteini verildi.
Cifte transgenik hayvanlarda optogenetik aktivasyonlar i¢in ise ARC’de bulunan AgRP
noronlarini isaretleyebilmek igin optogenetik aktivasyon yapilacak hayvanlara ChR2
verilirken, hipokampal GABA noéronlarini isaretlemek igin td-tomato verildi.
Kemogenetik aktivasyonlar i¢in ise AgRP noéronlarina Hm3Di verilirken, hipokampal
GABA néronlarina GFP enjeksiyonu yapildi. Bu calismanin iiglincii agamasi igin ise
AgRP pozitif transgenik hayvanlarin bir kisminin ARC bdlgesine optogenetik deneyleri
icin ChR2 verilirken, digerlerine kemogenetik deneyleri i¢in Hm3Di enjeksiyonu yapildi.
Beyin i¢i enjeksiyonlar sonrasi 14-18 giin arasinda beklendi.
3.4.Epilepsi Modelinin Olusturulmasi ve Degerlendirilmesi

Kre-rekombinaz bagli bdlgelerin oldugu adeno ilgili viriislerin verildigi
transgenik fareler 14-18 giin sonrasinda rastgele olacak sekilde kontrol grubu ve epilepsi
grubu seklinde gruplara ayrildi. Hipokampus bdlgesine enjektor (Hamilton, 7071
Neuron) yardimiyla epilepsi grubuna 15 mM olacak sekilde 100 nl KA, (Kainic Acid
monohydrate, K0250; Sigma Aldrich) kontrol grubuna ise kainik asitin ¢6ziildiigii serum
fizyolojik (SF) 100 nl olacak sekilde verildi. Enjeksiyonlar sonrasi tekli metabolik
kafeslere alinan hayvanlar her bir kafeste bir kamera olacak sekilde kayit altina alindi.
Boylece bu kayitlardan elde edilen goriintiiler ile ndbetler skorlandi. Ayrica deney
hayvanlarinin yem ve agirlik dl¢timleri deneyler sonlandirilincaya kadar takip edildi. KA
verilen hayvanlarm nébetleri Racine cetveline!® gore, deney gruplarini bilmeyen birinin
degerlendirmesi ile kor ¢alisma seklinde gergeklestirildi. Racine cetveline gore epileptik

nobetler su sekilde degerlendirildi;
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1) Davranigsal duraklama

2) Kafa hareketi ile biyik oynatma

3) Tek penge klonik hareket

4) Cift Penge klonik hareket

5) Arka iki penge tizerine ayaga kalkma ve diisme

6) Bulundugu ortamlarda kenarlara saklanma, saldirgan kosma ve ¢arpma hareketleridir.

Sekil 3.4: Epileptik nobetler.

3.5. AgRP Noronlarimin Aksonal Uzantilarinin Goriintiilenmesi

Caligmanin birinci agamasinda kontrol ve epilepsi gruplarina ayrilan farelere,
goriintlileme icin anestezi altinda %4 paraformaldehit ¢ozeltisi kullanilarak, kardiyak
perflizyon uygulandi. Beyin dokular1 diseksiyonla ¢ikartildi. Vibrotom cihazi
kullanilarak 70 pm kalinliginda beyin kesitleri elde edildi ve pozitif ytiklii lamlara alindu.
Su bazli kapatma soliisyonu kullanilarak lamel ile kapatildi. Beyin Kkesitlerinde,
enfeksiyon bolgesi olan hipotalamustan baglanarak hipokampusun CA1 bolgesine kadar
olan alan konfokal mikroskop ile tarandi. GFP sinyali veren ve hipokampusa kadar

uzanan AgRP aksonlarinin goriintiilenmesi amaclandi.
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3.6.AgRP Néronlarinin Dinlenim Zar Potansiyellerinin Olgiilmesi

Elektrofizyoloji i¢in ayrilan deney hayvani gruplari, kesme soliisyonu (cutting
solution) ile kardiyak perfiizyona maruz birakildi. Beyin dokulari diseksiyonla ¢ikartildi.
Vibrotom kullanilarak 250 pm kalinhginda kesitler elde edildi. Bu kesitler yapay
serebrospinal sivi soliisyonu i¢inde %95 O2 %5 CO2 ile gazlandi. Gazlama devam
ederken soliisyon 32 °C’de inkiibe edildi. ARC bolgesine enjekte edilmis GFP sayesinde
goriintiilenecek AgRP noronlarindan aksiyon potansiyeli kaydi alindi. Epileptik nobeti
olan ve olmayan farelerde, AgRP noronlar1 arasinda olasi bir potansiyel farklilik bu
yontem ile gosterilmeye calisildi. Yapay serebrospinal sivi ile doldurulan mikropipet ile
goriintiilebilen ndrona ~20 MQ direngli bir yama olusturuldu. Epilepsi grubu ve kontrol
grubu hayvanlart AgRP noéronlarinin, gosterdikleri aksiyon potansiyel degisiklikleri
kaydedildi. Elde edilen bulgular, Clampfit-10 yazilim1 kullanilarak degerlendirildi.

3.7. Hipokampal GABA Néronlarimin Dinlenim Zar Potansiyellerinin Olciilmesi

Cifte transgenik hayvanlardan ChR2 ile AgRP noéronlart isaretlenen epilepsi ve
kontrol gruplarindan banyoya alinan ex vivo beyin kesitleri 10 Hz ile 10 saniye boyunca
485 nm 151k ile uyarildi. Yukarida belirtilen yontem ile hipokampal GABA néronlarindan
dinlenim membran potansiyeli kayd1 alindi.

Ayrica, ¢ifte transgenik hayvanlardan ARC bolgesine Hm3Di enjeksiyonu yapilan
epilepsi ve kontrol grubu hayvanlara kemogenetik uyarim CNO ile 1 hafta boyunca igme
sularma 5 mg/ml (1mg/kg) olacak sekilde verildi. Cifte transgenik olan hayvanlarin
arkuat bolgesi optogenetik veya kemogenetik ile uyarilip, hipokampus bdolgesinden

kayitlar alindu.

3.8. AgRP Noronlarimin Kemogenetik Aktivasyonu ile Davranis Deneyleri

Epilepsi indiiklemisinden sonra post operatif liciincii giinde i¢gme sularina 5 mg/ml
(Img/kg) olacak sekilde suda c¢oziilerek CNO verildi. Deney hayvanlarinin beslenme
takibi CNO verilmesinden sonra 10 giin boyunca yapildi. Yedikleri yem ve igtikleri su,
giinliik olarak not edildi. Bununla birlikte post operatif 7. giinde farelerin hipokampal
bolge ile iliskilendirilen davranis deneylerinden Acik Alan Testi (Open Field Test),
Novel-Object-Recognition Test (NORT) ve Object Location Test (OLT) yapildil®.
Ortama aligmasi i¢in hayvanlar oncelikle 2 dakika boyunca acik alana birakildi. Otuz
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dakika sonra sirasiyla ayni hayvanlar agik alana 10 dakika boyunca birakilmis ve kamera
sistemi ile takip edildi. NORT ig¢in 45x45 cm kare bir kutuda oncelikle alismasi igin
dolagmalarina izin verilen hayvanlar, ertesi giin 6nce iki noktada bulunan cisimleri
tanimalari i¢in alana birakildi. Daha sonra OLT testi igin bir cismin yeri degistirilerek,
deney hayvaninin gegirdigi siireler, hizi, aktivitesi ve mobilitesi hesaplandi. Ote yandan
NORT deneyi i¢in alistig1 cisimlere maruz birakilan deney hayvani daha sonra farkli bir
cisim koyularak test edildi. Tiim bu ¢alismalar NOLDUS (Ethovision 15) izleme takip

programi ile gergeklestirildi.

Sekil 3.5: Kemogenetik aktivasyon sonrasi yeme davranist.

3.9. AgRP Néronlarimin Optogenetik Aktivasyonu ile EEG Kaydi Alinmasi

KA ve SF enjeksiyonu yapilmadan 6nce EEG kaydi alinabilmesi i¢in ti¢ kutuplu
elektrot (MS333/2A, Tripolar Electrodes, Plastics One) hayvanin kafatasina ¢elik vidalar
(0-80X1/8, Plastics One) yardimi ile takildi. Bununla birlikte optogenetik uyarim igin
fertil (CF270-10, Ceramic Ferrule, 2.5 mm, 10.5 mm) ARC’ye yerlestirildi. Kafa, dis¢i
cimentosu ile kapatilarak deney hayvani post-operatif bakima alindi. Post operatif bakim
sonrasi 1., 3. ve 5. giinler EEG kaydi alindi (BIOPAC INS.MP36). Kafatasinda bulunan
¢ kutuplu elektroda 80 cm uzunlugunda (335-340/3, Plastics One.) olan kablo yardimi
ile kayit alindi. Once baseline kaydi alinan EEG sirasinda, hayvanlara 30. ve 40. dakikalar
arasinda yerlestirilen g¢ekirdek ¢api 200um olan fiber optik kablo sayesinde 480 nm
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boyunda mavi 151k ile ARC bdlgesinde bulunan AgRP néronlart uyarildi. Bu uyarim ve
sonrasinda da EEG kaydir devam etti. Acknowledge-Biopac programi kullanilarak

bulgularin frekans ve genlik analizi yapildi.

Sekil 3.6: Ug kutuplu elektrot ve optogenetik feriiliiniin takilmasi.

3.10.c-FOS Boyamasi Yapilmasi

Kronik CNO uygulamast ile aktive olan ndronlarini gériintiilemek amaci ile alinan
beyin kesitlerine c-FOS boyamasi yapildi. Oncelikle PBS ile yikanan kesitler daha sonra
bloklamak i¢in %4’liik ke¢i serumu (Sigma, 69023), %0.3’lik Triton-X (Sigma, T9284-
12) ve 1X PBS (Invitrogen, 00-3002) igeren soliisyon ile oda sicakliginda inkiibe edildi.
Birinci antikor olan c-FOS antikoru (Abcam, ab190289) 1:3000 olacak sekilde bloklama
soliisyonu iginde seyretildi. Ornekler bu soliisyon igerisinde 4°C’de bir gece boyunca
calkalanmaya birakildi. Bu islemden sonra PBS ile yikanan 6rnekler Goat anti-Rabbit
Alexa Fluor 488 (Invitrogen, A11008) (1:1000) antikoru, 1XPBS, %0, 1’lik Triton-X-100
‘den olusan sekonder antikor karigimi ile 151k almayacak sekilde oda sicakliginda
calkalanmaya birakildi. Tekrar yikama islemlerinden gecen kesitler lamlara alinarak
kurutuldu ve mounting medium (sigma, F4680-2ml) ile lamel ile kapatilda.
3.11.Istatiksel Analiz

Istatiksel analizler i¢in Graphpad Prism 9 analiz programi kullamildi. Tiim

gruplarin frekans ve genlikleri (amplitude) tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA)
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testinde LSD testi segilerek yapildi. Ayni zamanda diger sonuglarin analizinde Student-t-
testi kullanildi. P<0.05 istatiksel anlamli olarak degerlendirildi.
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4 BULGULAR

Bu tez calismasinda ARC’de bulunan AgRP ndronlarmmin optogenetik ve

kemogenetik aktivasyonunun epilepsideki roliiniin aragtirtimasi hedeflendi.

4.1. Genotipleme Sonuclari

Genotipleme sonuglarina gore fareler transgenik olan ve olmayan hayvanlar
olarak ikiye ayrildi. AgRP hayvanlari ile yapilan genotipleme sonuglarinda mutant gen
500bp’de aranmistir. AgRP-Vgat cifte transgenik hayvanlar i¢cin hem AgRP hem Vgat
primeri bakilmistir. Sonug gosteren bantlarda hem 500 bp’de hem de 200 bp’de bant
aranmistir. Genotiplemenin ¢alistifi koyulan negatif ve pozitif kontrol ornekleri ile

desteklenmistir.

896 897 902 903 904 910 911912 M 913 927 930933 953 974 975 P N P N

(=) (=) (=) (=) (=) (=) (=) (=) (== (=) = (—

—
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f—

T ———— — — —

Sekil 4.1: Genotipleme sonuglarina gére AgRP pozitif 6rnekler.

4.2. Epilepsi Skorlamasi

Epilepsi indiiklemesi yapilan epilepsi grubu ve kontrol grubu, beyin igi
enjeksiyonlar1 sonucu tekli kafeslere nobet takibi i¢cin alinmistir. Elde edilen kamera
kayitlar1 ile nobet skorlamasi yapilan epilepsi ve kontrol grubu arasinda anlaml bir fark
bulundu (p<0,01). Deney gruplarina 3 ve tizeri nobet skorlamasi gosteren deney

hayvanlar1 dahil edilmistir.
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Nobet benzeri hareketler gosteren kontrol grubu hayvanlar1 deney dis1 birakilmistir.

Racine cetveline gore skorlanan epileptik hayvanlarin ortalama skoru dort olmustur.

4.3.Aksonal Uzantilarin Gosterilmesi

Her bir deney hayvanina yapilan enjeksiyon, deney sonunda alinan kesitler ile
dogrulanmistir. Enejksiyonu dogru yerde olmayan hayvanlar deney dist birakilmistir.
Hem AgRP hayvanlarda hem de ¢ifte transgenik hayvanlarda enjeksiyon bolgesinden
baslayarak hipokampusa kadar olan kesitler takip edilmistir. Fakat ne AgRP farelerde ne

de ¢ifte transgenik hayvanlarda hipokampusa kadar uzanan bir aksonal uzanti

gbzlemlenmemistir.

Sekil 4.2: AgRP farelerde ARC bolgesine yapilan GFP enjeksiyonu.

Sekil 4.3: ARC’den diger bolgelere yapilan aksonal uzantilar.
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Sekil 4.4: ARC’den hipokampusa yapilan aksonal uzantilar.

Sekil 4.5: Cifte transgenik hayvanlarda, kirmizi ve yesil renk ile isaretlenen noronlar.

4.4. Yeme Davranisi ve Agirhk Takibi

Deney sonuna kadar tekli kafeslerde takip edilen hayvanlara her giin ayni saat
araliginda 72 gram yem verildi. Ertesi giin bu yemler toz ve pellet olarak tartildi ve
tiketilen yem hesaplandi. Deney siiresince AGRP-GFP hayvanlar1 arasinda istatiksel
olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamaktadir. AGRP kemogenetik aktivasyon grubunda 11
giinlik kayit alindi. Bu kayda gore 6 giin CNO, 6 giin SF verildi. AQRP kemogenetik
gruplar arasinda epilepsili hayvanlara CNO verilen giinler ile epilepsili gruba SF verilen

giinler arasinda tiiketilen yem ve agirlik bakimindan istatiksel bir fark gozlendi (p<0,05).
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AgRP-optogenetik aktivasyon grubunda tiiketilen yem grafigi optogenetik uyarim dncesi

ve sonrasina gore hazirlanmistir. Gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark

gbzlenmedi.
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Sekil 4.6. AgQRP-GFP hayvanlarinda epilepsi ve kontrol grubunun agirlik ve tiiketilen

yem grafikleri. Gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir.
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Agirhk/Agrp-Kronik Uyari
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Sekil 4.7: AgRP-kemogenetik hayvanlarinda epilepsi ve kontrol grubunun agirlik ve
tiiketilen yem grafikleri. Epilepsi hayvanlarina CNO verilen giinler ile kontrol
hayvanlarina SF verilen giinler arasinda istatiksel bir fark gortildi (*, p<0,05). Kontrol
grubuna SF verildigi glinler ile epilepsi grubuna CNO verildigi giinler arasinda agirlik

bakimindan istatiksel bir anlamlilik bulunmustur (*, p<0,05).

24 saatlik mesafe 24 saatlik hiz
60000 1.0
= Kontrol . = Kontrol
Hm Epilepsi 0.8 e Epilepsi
E 40000~ = .
Ch £ 0.6
o 5
[ 2
0 n 0.4
2 20000 I
T 0.2+
0 T 0.0-
. KontrolEpilepsi KontrolEpilepsi
u

Sekil 4.8: AgRP hayvanlarinin 24 saatlik kamera kayitlar1 sonucunda elde edilen

mesafe ve hiz grafikleri. Gruplar arast anlamli bir fark bulunmada.



Epilepsi Grubu Kontrol Grubu

Sekil 4.9: 24 saatlik aktivite sonug¢larinin 1s1 haritasi (heatmap) goriintiileri.

Agirhik/Agrp-Akut Uyan Tiiketilen Yem/Agrp-Akut Uyari
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Sekil 4.10: AgRP-Optogenetik hayvanlarinda epilepsi ve kontrol grubunun agirlik ve

tilkketilen yem grafikleri. Gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir.

4.5.Dinlenim Zar Potansiyeli Ol¢iimii

Calismanin ilk agsamasinda epilepsi ve kontrol gruplar1 arasinda ARC’de bulunan
AgRP noéronlarinin dinlenim zar potansiyelleri 6lgiildii. Alinan hiicre yamasi (patch
clamp-cell attach) kayitlarina gore epilepsi grubunda AgRP néronlarinin esik degeri
kontrol grubuna gore daha yiiksekti. Fakat gruplar arasi anlamli bir fark bulunmadi. Cifte
transgenik farelerde kemogenetik uyarimi yapilan Hm3Di grubunda 7 giin boyunca CNO
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ile uyarim yapilan AgRP ndronlarinin, hipokampal GABA néronlarini tizerine etkileri
incelendi. Epilepsi ve kontrol gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi. Son olarak ¢ifte transgenik hayvanlarda ex vivo kesitte, ARC’ye optogenetik
uyarim yapilan deney gruplarinda hipokampal GABA néronlarmin dinlenim zar
potansiyellerine gore fark gozlenmedi. Uyart sirasinda epilepsi grubunun hipokampal
GABA noéronlariin zar esik degerinin, kontrol grubuna kiyasla daha biiyiikk oldugu

bulundu. Fakat gruplar arasinda istatiksel anlaml1 fark yoktu.
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Sekil 4.11: AgRP-GFP deneyinde epilepsi ve kontrol grubunun dinlenim zar
potansiyelleri grafigi ve traseleri. Gruplar arasinda anlaml: bir degisiklik bulunmadi
(Epilepsi n=5,126 hiicre; Kontrol n=4,106 hiicre).
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Dinlenim Zar Potansiyeli-Kronik Uyari
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Sekil 4.12: AgRPxVgat g¢ifte transgenik hayvanlarin ARC ¢ekirdeginin kemogenetik
uyarimi sonucunda, hipokampal GABA ndéronlarindan alinan dinlenin zar potansiyeli
kaydi. Gruplar arasinda anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (epilepsi n=2,52 hiicre;

kontrol n=2, 38 hiicre).
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Sekil 4.13: AgRPxVgat ¢ifte transgenik hayvanlarin ARC ¢ekirdeginin optogentik
uyarimi sonucunda, hipokampal GABA néronlarindan alinan dinlenin zar potansiyeli
kaydi. Gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (epilepsi, n=>5, 134

hiicre; kontrol, n=4, 50 hiicre).
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4.6. Optogenetik Aktivasyon ile EEG Kaydi ve Analizi

ARC’ye feril yerlestirilmis AgRP transgenik hayvanlarindan uyar1 dncesi, uyari
sirasinda ve uyar1 sonrasinda EEG kayitlar1 alindi. Post-operatif bakim sonrasi, 1., 3. ve
5. giinlerde aliman EEG kayitlarindan frekans ve amplitude analizleri yapildi. Gruplar
arasi frekans analizinde bir fark gériilmezken, genlik grafiginde -5. dakikada epilepsi ve

kontrol gruplari arasinda istatistiksel anlamli fark bulundu (p<0,05).
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Sekil 4.14: AgRP-Optogenetik deney gruplarinda epilepsi ve kontrol gruplarinin
frekans grafigi, genlik grafigi ve trase goriintiileri. Frekans sonuglarina gore gruplar
arasinda istatiksel anlamli bir fark goriilmedi. Amplitude sonuglarina gore -5. dakikada
epilepsi ve kontrol gruplari arasinda anlamli fark bulundu (*, p<0,05) (Epilepsi n=4,
Kontrol n=4).
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4.7. Kemogenetik Aktivasyon ile Yapilan Davranis Deneyleri

Epilepsi ve kontrol gruplarina rastgele hayvanlar secilerek, igme sularina bir hafta
CNO bir hafta SF koyularak davranis testleri yapildi. Agik alan testi i¢in {i¢ bolgeye
ayrildi. CNO alan epilepsi grubu, bolgenin i¢ kisminda daha az zaman gegirdi. Bu sonug
kontrol grubunun CNO alan grubu ve SF alan grubunun dis kisminda gegirdigi siire ile
kiyaslandiginda anlamli bir azalma goriildii (p<0,001; p<0,005). Epilepsi ve kontrol
grubu SF aldiginda ise kontrol grubu dis bélgede, epilepsi grubunun i¢ bolgede gegirdigi
zamandan anlamli olarak fazla idi (p<0,001). Yine SF alan kontrol grubu dis bolgede, CNO

alan epilepsi grubunun gecis bolgesinde anlamli olarak daha fazla zaman gegirdi (p<0,005).

Acik alan testinde aktivite parametresinde anlamli bir fark bulunmadi. Kontrol
grubu CNO alirken daha az mobiliteye sahipken, SF aldiklarinda daha fazla mobilite
gosterdikleri belirlendi. Epilepsi grubunda ise bu durumun tam tersi oldu. Epilepsi
grubunun mobilitesinde CNO alirken artis egilimi goriildii. Fakat gruplar arasinda anlamli
bir fark gézlenmedi. Obje yerlesim testi ve yeni obje tanima testlerinde de gruplar arasi

anlamli degisiklik bulunmada.
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*
*k
200+
* ok =3 Kontrol-Dig-CNO
c 150 =3 Kontrol-Dig-SF
g m8 Kontrol-Gegis-CNO
'; 100 Kontrol-Gegis-SF
= M Kontrol-lg-CNO
g T ‘ Kontrol-ig-SF
< 507 B8 Epilepsi-Dis-CNO
T L e Epilepsi-Dig-SF
< S b & & Epilepsi-Gegis-CNO
Fﬁ &f e\%p\\ o "9@:‘9‘0 B Epilepsi-Gegig-SF
\9\‘4 \“\‘o 0\‘2 :”“\% & \qa”\‘oza\ S"G Epilepsi-ig-CNO
& N o
O(&:P& *'9\\9‘2:}'2'}%@\\&9 ,é\\e'QQ.Q*_O‘\;O & mm Epilepsi-lg-SF
> < Q,Q\\e("q & A

Sekil 4.15: Acik alan testinde deney gruplariin bolgelerde gegirilen zamanin

yiizdesi (**, p<0,001; *, p<0,005; Epilepsi n=5, Kontrol n=4).
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Sekil 4.16: Acik alan testinde deney gruplarinin igme sularinda CNO ve SF bulunurken

testte gosterdikleri aktivite sonuglarinin grafigi (Epilepsi n=5, Kontrol n=4).
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Sekil 4.17: Agik alan testinde deney gruplarinin igme sularinda CNO ve SF bulunurken

testte gosterdikleri mobilite sonuglariin grafigi (Epilepsi n=5, Kontrol n=4).
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Sekil 4.18: Obje yerlesim testinin tanitma ve test sonuglarinin grafigi. Gruplar arasi

anlam degisiklik gozlenmedi (Epilepsi n=5, Kontrol n=4).

Kontrol Grubu Epilepsi Grubu

Sekil 4.19: Obje Yerlesim Testi’nde deney hayvanlariin takip ettigi yol (Epilepsi n=5,

Kontrol n=4).
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Sekil 4.20: Yeni obje tanima testinde gruplar aras1 ayrim gostergesi grafigi. Gruplar

arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmadi (Epilepsi n=5, Kontrol n=4).

Kontrol Grubu

Epilepsi Grubu

Sekil 4.21: Yeni obje tanima testinde deney hayvanlarinin takip ettigi yol (Epilepsi n=5,
Kontrol n=4).
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4.8.c-FOS Goriintiileme Sonuclari

Bu boyama ozellikle Hm3Di aktivasyonunda c-fos varligi ve optogenetik
deneylerinde kullanilan feriiliin yerlesiminin dogrulugunu teyit etmek igin yapildi. Deney
gruplar1 arasinda bir fark goriilmedi. Kre-rekombinaz bagli proteinlerle isarctlenen
noronlarin c-fos boyamasi ile biitiinlesmesi, bu néronlarin aktivasyonunu gostermektedir.
Ote yandan feriiliin bulundugu yer ARC’de olmayan veya enjeksiyon goriilmeyen deney

hayvanlar1 deney dis1 birakilmistir.

Sekil 4.22: AgRP-Kemogenetik grubundan temsili bir goriintii. Kirmizi renk Hm3Di
enjeksiyonunu gosterirken, yesil renk c-fos boyamasi i¢in bir gostergedir. Mavi renk
¢ekirdek boyasit DAPI’dir (Epilepsi n=5, Kontrol n=4).
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Sekil 4.23: AgRP-optogenetik grubundan temsili bir goriintii. Yesil renk ChR2
enjeksiyonu, kirmizi renk c-fos boyamasi ve mavi renk ise DAPI boyamasidir. Sol
tarafta goriilen delik, bize feriiliin dogru yere yerlestigini géstermektedir (Epilepsi n=4,
Kontrol n=4).
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasinin amaci, enerji metabolizmasinda 6nemli bir yere sahip olan
hipotalamik ARC bélgesinin modiilatér noron grubu AgRP noéronlarinin akut ve kronik
aktivasyonunun deneysel temporal lob epilepsi modelinde meydana getirdigi degisimleri
elektrofizyolojik ve davranissal olarak incelemektir. AGRP noronlarinin se¢ilmesinin iki
nedeni vardir. Ik olarak AgRP néron grubunun enerji metabolizmasmi GABA ile
diizenledigi gosterilmistir ve bu néron grubu ARC c¢ekirdeginde bulunan 6zel bir néron
toplulugudur. Ayrica yine bu néron grubundan GABA’nin serbest birakilmasi, ghrelin ile

uyarilan gida aliminda 6nemli bir yere sahiptir >’

NPY, enerji dengesinin diizenlenmesi, hafiza, 6grenme ve epilepsi dahil olmak
tizere beyindeki birgok siirecte gérev almaktadir. Hipokampus ve neokortekste NPY,
neredeyse tamami GABA eksprese eden noronlar tarafindan yapilir. NPY igeren bir¢ok

interndron aym zamanda somatostatini de birlikte ifade eder®

. Dong ve arkadaslarinin
2013 yilinda yaptigi ¢alismaya gore adeno ilisikli viriis ile verilen NPY, KA ile
indiikklenmis epileptik sigan beyninde nobetleri, N-methyl-D-aspartate reseptor

ekspresyonunu azaltarak blokladig gosterilmistir'®®

. GABA ve NPY ’nin epilepsi lizerine
etkileri, AGRP néronlarini arastirmak icin onemli gerekgelerden biri oldu. Ote yandan
AgRP noéronlarini uyardigi bilinen ghrelin hormonu da gosterdigi néro-koruyucu ve anti-
inflamatuvar etki ile noronlart epilepsi kaynakli hasarlardan korur. Yine ghrelinin
hipokampal sinaptik plastisiteyi, epilepsi durumunda korudugu ve arttirdigi
gosterilmistir'®. GABA, NPY ve ghrelinin antikonviilzan etkileri sebebiyle, AgRP
ndronlarmin epilepside olast bir rol oynayabilecegi hipotez edildi. AGRP ndronlarinin
aktivasyonunun hem akut hem de kronik olarak uyarilmasini amagladik. Bu sebeple 2010
yilinda Nature dergisi tarafindan yilin metodu secilen ve epilepsi mekanizmalarini
arastirmakta yaygin olarak kullanilan optogenetik metodunu kullanmayi tercih ettik®.
Optogenetik uyarilabilir dokularda, 1518a duyarli mikrobiyal iyon kanallarinin eksprese

ettirilmesi ve bir 151k uyarani sayesinde hiicrelerin aktivasyonu ve inhibisyonunu

saglayabilir.

Optogenetigin, MSS’de kullanilmas1 olduk¢a yaygindir, 6zellikle sinirbilimciler

tarafindan noral aglarin ortaya ¢ikarilmasinda yaygin olarak kullanilir.
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~470nm

Sekil 5.1: Optogenetik yonteminde kullanilan rodopsin iyon kanallar1 ve
uyarilabilecekleri 151k renkleri. (A) ChR2 gibi uyarici opsinler, 1518a tepki olarak bir
katyon iletkenligi acar, ndronlar1 depolarize eder ve aksiyon potansiyeli olusumunu
kolaylastirir. (B) Inhibitdr opsinler, C1'yi néronlara (NpHR) veya (C) protonlar1 hiicre
disina pompalayarak (ARC) tasiyici gorevi goriir'?’.

Optogenetik yontemi ndronal aktivasyon ve inhibisyonu saglayabildigi i¢in bircok
noral yolagin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Bunlardan en 6nemlisi ve en ¢ok g¢alisani
melanokortin yolagidir*?. AgRP néronlarinin ise bu yolakta bir direktér oldugu yine
optogenetik yontemler ile calisilmns ve ortaya konulmustur'®® AgRP néronlarinin
aktivasyonunun, yeme davranisi, enerji metabolizmasi ve termogenez de etkili oldugu,

bu etkiyi ise melanokortin yolag1 iizerinden gerceklestirdigi bilinmektedir 19 110,

ARC’deki noronlar optogenetik yontem ile akut olarak uyarildi. Seramik feriile
baglanan fiber optik kablo ile hedeflenen bolgeye mavi dalga 1sik verildi. Transgenik
farelere ChR2 adli mavi 1s18a duyarli katyon kanali, kre enzimine bagli olacak sekilde

hayvana verildi. Boylece isaretlenen ndronlar, fiber optik kablo sayesinde mavi 1s18a
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maruz kaldilar ve aktivasyon saglandi. Bu deneysel yaklasim ile AgRP ndronlar1 akut

olarak uyarildi.

Epilepsinin altinda yatan sebepler ortaya ¢iktik¢a yeni terapiler ve yaklasimlarda
tedavi icin {imit verici olabilir. Iste bu sebeple optogenetik yontemi epilepsi
fizyopatolojisinin arastirilmasinda giiclii bir teknik olarak goriilmektedir. Optogenetik
teknik, nobet kontrolii i¢in 6nemli yapilarin tanimlanmasi, epilepsi ile ilgili hipotezlerin
test edilmesi ve nobetlerde spesifik noronal popiilasyonlarinin rollerinin arastirilmasi i¢in

benzersiz bir tekniktir.

Yapilan literatiir ¢alismasi sonucunda bu konuya deginen ilk ¢calismalardan birinin
Wykes ve arkadaglari tarafindan Kasim 2012°de yaymlandigimi gordiik. Sézkonusu
calismada, siganlarda motor kortekste tetanus toksin ile epileptik odak olusturuldu.
Aragtirmacilar kortekste bulunan besinci tabaka piramidal noronlara, inhibisyon i¢in
kullanilan NpHr’yi beyin i¢i enjeksiyon ile verip, opto-uyarim verdiklerinde, neokortikal

ndbetleri durdurabildiklerini gdstermislerdirt!®,

Krook-Magnuson ve arkadaglarinin 2013 yilinda yaptigi ¢alismada ise gergek
zamanli kapali devre yanit sistemi olusturulmustur. Bu calisma, epilepsi c¢aligsmalari
acisindan biiyiik 6nem arzetmektedir. Ciinkii Matlab programi ile yazilan komutlarla
kapal1 bir devre sistemi kurulmustur. Gelen ndbet milisaniye dnceden hiicre aktvitesi ile
belirlenip o bdlgeye verilen rodopsinler yardimi ile optogenetik miidahalede
bulunulmustur. Sézkonusu calismada iki strateji izlenmistir. Ik olarak temporal lobe
epilepsi nobetleri esas hiicreler iizerinden halorodopsinler sayesinde amber veya kirmizi
renkte 151k uyarimi ile engellenmistir. Diger stratejiye gore ise inhibitdr parvalbumin
salan GABAerjik interndronlarin optogenetik uyarimlart ile nébetler engellenmistir.
Calismacilar nobetleri ve nobetlerin yol actigi davranmigsal ndbetleri susturmayi
basarmislardir''?. Bu es zamanli nobet susturma stratejisi, epilepsi galismalarini bir iist
noktaya tasimis ve dentat kapisi hipotezini desteklemistir. Boylece arastirmacilar nobet
sirasinda graniil hiicreleri de inhibe ederek, dentat ge¢idin yeniden onarimini saglamis
oldular. Boylece ndbet odagi ile ayn1 hemisferde olan graniil hiicreler inhibe edildiginde

fokal nébetlerin sustugu goriildii.
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Ayrica, optogenetik yeni bir deneysel epilepsi modeli olusturmak igin de
kullanilmigtir. Hipokampusta esas hiicrelerin yiiksek frekansta uyarilmasi, optogenetik

teknigi ile uyarilmis hipokampal nébetler olusturmustur®®3,

Literatiirde bugiine kadar ARC bdlgesinin epilepsi ile iligkisi hakkinda bir
calismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada optogenetik teknigi, AgRP farelerde epilepsi ve
kontrol gruplar1 arasinda EEG parametresi agisindan farkliliklarin incelenmesi igin
kullanildi. Bu projenin bulgularina gore iki grup arasinda anlamli bir fark goriilmedi.
Fakat frekansi yiiksekte baslayan epilepsi grubu, optogenetik uyari ile birlikte kontrol
grubuna daha yakin bir frekans profili gosterdi. Buradan yola ¢ikarak AgRP néronlarinin
uyarimi ile birlikte enerji metabolizmasindaki degisim kaynakli iki hipotez 06ne
siirebiliriz. Oncelikle bu néron grubunun GABA salinimi énemli bir ¢ikis noktasi olabilir.
Diger bir agiklamaya gore ise, aclik sinyallerinin enerji metabolizmasini etkiledigi ve
bdylece beynin nobet olusturmak yerine kendi homeostazini korumaya yonelik calistigi
diistiniilmektedir. Bir diger 6nermemiz, bu AgRP aktivasyonunun hipokampal GABA
noronlarin etkileyebilecegiydi. Bu sebeple c¢ifte transgenik hayvanlarindan alinan beyin
kesitlerinde ChR2 bulunan ARC c¢ekirdegine mavi 151k uyarimi yaparak, kirmizi renk
isaretlenmis GABA noronlarindan membran potansiyeli kaydi alindi. Bu kayitta
optogenetik uyarim sirasinda; epileptik hayvanlarin hipokampal GABA noéronlarinin
uyarilabilirlikleri azalirken, kontrol grubunun uyarilabilirliginin arttig, yani esik degerin
diistiigi gortldii. Uyar sonrasinda da bu egilim devam etmistir. AgRP noronlarinin
hipokampal GABA noéronlarina direk bir projeksiyonu olmadigini ilk asamada yaptigimiz
calismada gormiistik. Bu sebeple akut bir uyarida epileptik hipokampal GABA
noronlarinin esik degerinin yiiksek olmasi beklenebilir. Bu durumun tamamen epilepsi

patofizyolojisi ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir.

Kemogenetik yontem ile noronlara farmakolojik bir duyarlilik kazandirilir. G
protein bagli reseptorlerden ve sentetik ligand kapili iyon kanallarindan iiretilen ve
tasarlanmis ilaclar ile aktive edilebilen tasarlanmis reseptorler (Designer Receptors
Exclusively Activated by Designer Drugs-DREADDs) en yaygin kullanilan kemogenetik

ajanlardir. Bu tasarlanmis reseptorler disaridan verilen agonistler ile aktive edilirken,

114 115

noronlar1 inhibe edebilir veya uyarabilirler-**. Kemogenetik yontem ile hem in vitro

116

hem de in vivo epilepsi modellerinde'!® nobetlerin baskilanabildigi gdsterilmistir. insan

muskarinik M4 reseptoriinden iiretilen hM4D, CNO ile uyarildiginda hiicreyi
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hiperpolarizasyona gotiirerek, noronu inhibe eder ve presinaptik terminale daha az
ndrotransmitter salinmasina sebep olur''’. Bu ydntem ile hem KA ile indiiklenmis hem
de pilokarpin ile indiiklenmis epilepsi modellerinde hM4D enjeksiyonu yapilmis deney
hayvanlarinda, kronik olarak verilen CNO ile nobetlerin baskilandig1 gozlenmistir®,
Deneysel epilepsi modellerinde, parvalbumin inhibitor interndronlar hedeflenerek, CNO
ile birlikte néronu polarize eden hM3D iyon kanallar1 kullanilmis ve nobetlerin

baskilandig1 gosterilmistir'®,

Ozellikle kronik davranis deneylerinde, belli bir hiicre grubunu susturmak veya
aktive etmek i¢in kemogenetik metot kullanabilir. Kronik olarak verilecek CNO, bu iyon
kanallar1 iizerine etki eder ve davranistaki etkileri gozlenebilir. Ote yandan optogenetik
yontem genellikle akut deneyler i¢in kullanilir. Akut deneylerde hem baglanan fiber kablo
hem de verilen 151k dalga boyu 6nemlidir. Optogenetik yontem ile hareketli hayvandan
EEG ve elektromyografi gibi kayitlar alinabilirken, davranis deneyleri de yapilabilir.
Yine kemogenetik olarak uyarilmis belirli bir ndron grubuna sahip deney hayvanina da
tiim bu testler uygulanabilir. Bu iki yontem de bize ndronlarin manipiilasyonunu yaparak,

Olglilmesi amaglanan parametreleri saglayabilir.

Bu ¢alismaya iliskin 6nemli bir kisitlilik ise cerrahi islem ve KA ndbet uyariminin
deney hayvani yasam oranini diisiirmiistiir. Bu sebeple gruplarda bulunan deney hayvam
sayis1 hedeflenenden az olmustur. Ayrica, ¢ifte transgenik hayvanlarin iireme
verimliliginin diisiik olmasindan dolayi, alinan yavru sayisi ise yeterli olmadigi igin

gruplarda hayvan sayilar1 azalmigtir.

Davranis deneyleri i¢in kronik uyarim, sonug¢ almak icin daha belirleyici olacagi
diisiincesiyle kemogentik uyarim yapildi. ARC’ye akut uyarim yapilarak 0lgiilen
hipokampal GABA néronlarinin dinlenim zar potansiyelleri bu sefer kemogenetik uyarim
ile 6l¢iildii. Epilepsi ve kontrol grubu arasinda bir fark goriilmedi. Fakat ¢ifte trangenik
hayvanlarin iiretiminde karsilasilan zorluklar ve deney dis1 kalan hayvanlar yliziinden,
deney grubunun hayvan sayisi iki olarak kaldi. Gruplar arasinda tiiketilen yem miktari
acisindan bir fark olmasa da agirlik agisindan epilepsi grubunun CNO aldigi donemde
gerillen azalmanin, epilepsi ve AgRP enerji metabolizmasi1 iligkili oldugu
distiniilmektedir. Acik alan test aktivite ve mobilite sonuglar1 da 24 saatlik aktivite

testlerini destekler niteliktedir. Epileptik fareler, kontrol grubuna gore anlamli olmasa da
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bir yiikselis gostermektedir. Yeni obje tanima ve objenin yerini tanima testlerinde kontrol
grubu ve epilepsi grubunda bir farklilik gozlenmemistir. Normalde yapilan ¢aligsmalar,
KA performans1 bozdugunu gostermistir'?°. Fakat burada KA vermis oldugu hipokampal
zarara ragmen, deney hayvanlari arastirmis ve devamli olarak alan i¢inde gezmistir. Daha
once, 2019 yilinda yayinlanan bir ¢aligmaya gore, AgRP noéronlarinin kemogenetik
aktivasyonu, mekansal 6grenme ve c¢alisma bellegini iceren davranig gorevlerinde

farelerin performansini modiile etmistir'?*

. Bu gruplar aras1 cevaplarin ¢ok yakin
olmasmmin da AgRP néronlarinin kemogenetik aktivasyonu ile iliskili oldugu

distiniilmektedir.

AgRP noronlarinin akut ve kronik uyariminin incelendigi bu tez calismasinda,
sonug olarak bu néron grubunun aktivasyonunun epileptik hayvanlarda, kontrol grubuna
benzer sonuglar verdigi gozlemlenmistir. Yapilan Onceki calismalar géz Oniine
alindiginda bu ndéron grubunun epilepsi lizerine enerji metabolizmasi veya GABA
noronlar1 lizerinden etki edip etmediginin arastirilmasi, bu calismayr bir sonraki
basamaga tastyacaktir. Bu tez projesinin bir diger dnemli 6zelligi ise Ulkemizde yapilan

ilk epilepsi-optogenetik ¢alismasi olmasidir.

Daha ileri deneylerde, kapali devre sistemin kullanilmasi yararli olacaktir. Bu
yontem ile EEG kaydi alinirken, gelen nobet 6ncesi AgRP noéronlarinin aktivasyonunun

nobetlere etkilerinin arastirilmasi amaglanabilir.
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