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OZET

Carcak, N. (2010). Genetik Absans Epilepsili Siganlarda Kindling Sdrecinde
Talamokortikal Déngiiniin - Arastirilmasi.  Istanbul Universitesi Saglik  Bilimleri
Enstitlist, Farmakoloji ABD. Doktora Tezi. istanbul.

Strazburg Genetik Absans Epilepsili Sigcanlar (GAERS) amigdala kindling gelisimine
kars1 direng gostermektedirler. Korteks ve talamus arasindaki karsilikli ritmik osilator
ateslemeler absans nobetlerinin ortaya ¢ikisinda onemli bir rol oynar. Kindling
direncinin ritmik senkronize epileptiform talamokortikal ateslemelerden sorumlu
talamik retikiiler ¢ekirdek (TRN) hiicrelerinde meydana gelen atesleme degisiklikleri
nedeniyle olustugu hipotezinden hareketle bu c¢aligma planlanmistir. Amigdalalarina
bipolar uyar1 elektrodu yerlestirilen hayvanlara art-desarj esik siddetinde giinde iki defa
15 giin siire ile toplam 30 uyar1 verilmistir. Hiicredisi tek hiicre kayitlar1 in-vivo
kosullarda TRN ve ventrobazal (VB) talamustan norolept anestezisi altinda 5. evre
seviyesine ulasan non-epileptik kontrol (NEK) ve NEK’ler ile esit sayida uyari alan
GAERS’lerden alinmistir. TRN hiicrelerinin interiktal atesleme 6zellikleri analiz edilen
ozellikler bakimindan uyari almayan GAERS-kontrol (n=7 hicre, 4 hayvan) ve NEK-
kontrol (n=10, 5) gruplar1 arasinda benzer bulunmustur. Interiktal olarak NEK-kindling
(n=10, 6) grubunda TRN ateslemesi diisiik frekansli epileptiform bir 6zellik gosterirken
bu durum GAERS’lerde gozlenmemistir. VB talamokortikal hiicreler NEK-kindling
(n=19, 8) grubunda GAERS-kindling (n=11, 6) grubuna gore interiktal olarak diisiik
frekansli ve burst seklinde ateslemeler gostermislerdir. Kindling ndbeti sirasinda NEK
grubunda TRN ateslemesi nobetin baslangicinda ritmik senkronize burst seklindeyken
GAERS’lerde ise ya ndbetin sonunda eslik etmis ya da hig¢ eslik etmemistir. Kindling
uyarilarinin talamusun epileptiform bir sekilde ateslemesine neden olmasi senkronize
talamokortikal ateslemelerin limbik ndbetin sekonder jeneralizasyonunda mekanistik bir

rol oynadigim diistindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: GAERS, Kindling, Elektrofizyoloji, Talamik retikiiler gekirdek,

Talamokortikal dongu.
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ABSTRACT

Carcak, N. (2010). Investigation of Thalamocortical Circuitry During Kindling process
in rats with Genetic Absance Epilepsy. istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Pharmacology. Thesis of Doctorate. Istanbul.

Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg (GAERS) are resistant to the
progression of amygdaloid kindling. Rhythmic reciprocal oscillatory firings between the cortex
and the thalamus play a critical role in absence seizures. We hypothesized that, the resistance to
kindling involves acquired alterations to firing properties in the thalamic reticular nucleus
(TRN) that predisposes to rhythmic synchronized epileptiform thalamocortical firing. Rats were
implanted with a stimulating electrode in amygdala and stimulated at afterdischarge threshold
twice a day. Total number of stimulation was 30. Extracellular single neuron recordings were
performed in-vivo in the TRN and ventrobasal (VB) thalamus under neurolept anesthesia in
non-epileptic control (NEC) rats reached stage 5 and in GAERS subjected same number of
stimulations as NECs. The interictal firing patterns recorded in TRN were similar between
GAERS-control (n=7 cells, 4 rats) which not received kindling stimulation and NEC-control
(n=10, 5) in all parameters examined. In NEC-kindling (n=10, 6) the TRN firing had evolved to
bursting (epileptiform), low frequency pattern, but not seen in GAERS-kindling (n=18, 5)
stimulated as kindled NEC. The thalamocortical cells in VB in NEC-kindling (n=19, 8)
interictally had lower firing frequency and more burst firing compared to GAERS-kindling
(n=11, 6). During kindling seizure in NECs the firing in TRN neurons was affected early in the
seizure, with rhythmic synchronized burst firing. However, in GAERS TRN engaged only late
in the seizure or not at all. Kindling induces the thalamus to fire in epileptiform pattern, which
may play a mechanistic role in the synchronized thalamocortical firing underlying secondary

generalization of the limbic seizures.

Keywords: GAERS, Kindling, Electrophysiology, Thalamic reticular nucleus, Thalamocortical

circuitry



1. GIRIS VE AMAC

Insandaki tipik jeneralize absans nobetlerinin klinik ve farmakolojik 6zelliklerini
tasityan Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg (GAERS) susu siganlar Wistar
sicanlardan inbred iretilmis olup, absans epilepsisinin en ¢ok kullanilan ve en gegerli
hayvan modellerinden birisidir (Marescaux 1992; Danober ve ark. 1998). GAERS’lerde
ventrobazal (VB) talamus, talamik retikiler ¢ekirdek (TRN) (Gloor ve Fariello 1988;
Lui ve ark. 1991; Avanzini ve ark. 1992; Blumenfeld ve McCormick, 2000) ve son
yillarda gosterildigi ilizere primer somatosensoriyel korteksi (Meeren ve ark. 2002)
icine alan talamokortikal dongldeki artmis senkronizasyon (Manning ve ark. 2003) ve
y-Aminobutlrik asit (GABA) aracili inhibisyon ile korteksin derin tabakalarinda artmis
N-metil-D-aspart (NMDA) aracili eksitasyon (Pumain ve ark. 1992) ya da Il. ve IlI.
tabakalardaki azalmis GABAerjik inhibisyon (Luhmann ve ark. 1995) sonucu artan
kortikal uyarilabilirlige bagli olarak elektroensefalogramda (EEG), absans nobeti ile
iligkili jeneralize, senkronize ve bilateral diken-ve-yavas dalga desarjlarinin (DDD)

ortaya ¢ikmasina neden olur (Crunelli ve Leresche 2002).

Temporal lob epilepsi modeli olan kindling, amigdala, hipokampus (Mclintyre ve
ark.1982; Brandt ve ark. 2004), olfaktor bolgeler ve diger belli yapilara (Cavazos ve
Sutula 1990; Inoue ve ark. 1992) giinlikk tekrarlayan elektriksel uyarilar verilerek
olusturulmaktadir (Goddard 1967). Tekrarlayan uyarilar EEG’de progresif olarak
yayilan, biiyiiyen art-desarjlari (AD) ve sonunda konvilsif motor yanitlari tetikler
(Mcintyre 2006). Kindling gelisimi i¢in en Onemli kriterlerden biri AD’nin
tetiklenmesidir, AD olmamas1 olayin ilerlemeyeceginin gostergesidir (Bragin ve ark.
2002). Pespese verilen wuyarilar elektrofizyolojk olarak AD’lerin buylmesine,
yayginlagsmasina ve interiktal diken desarjlarin ortaya ¢ikmasina yol agarken, sonucta
kindled davramigsal nobetlerin gelismesine neden olur (Sharma ve ark. 2007). iktal
limbik davranigsal belirtiler stereotipik gelisim izler. Bu davranigsal ndbetler sicanlarda
5 doneme ayrilir (Racine, 1972). Baslangicta ¢ok tipik olan “dona kalma” davranisini
(Evre 1), cigneme ve kafa sallama hareketi izler (Evre 2). Bu davranisin uyarinin
sinaptik yollar boyunca wuzak yapilara dagilmasmnin bir yansimasi oldugu
diistintilmektedir (Morimoto ve ark. 2004). Kindling modelinin olagan gelisme siireci

fokal motor ndbetlerin (Evre 3) ve jeneralize motor ndbetlerin olusmasidir (Evre 4-5).



Ust uste birkag kez 5. evre nébet gegiren hayvan kindled olmus kabul edilir. Bu etki
kalicidir ve hayvan birka¢ ay hatta birka¢ yil uyarilmadan birakilsa bile, daha sonra
yapilacak ilk elektriksel uyar1 5. evre ndbete yol acar (Pinel ve Rovner, 1978; Wada ve
ark. 1974). Kindling modeli konviilsif ndbet ve epileptogenez mekanizmalarinin
aydinlatilmasi agisindan en iyi bilinen deneysel modellerden biridir (Mclntyre 2006).
En Onemli avantaji epileptogenez siirecinin kolaylikla kontrol edilebilir ve
degerlendirilebilir olmasidir (Sutula ve Ockuly 2006).

Idiyopatik generalize absans epilepsisi ve parsiyel temporal lob epilepsisinin (TLE)
ayn1 hastada birlikte gorulmesi oldukca az rastlananan bir durumdur (Koutroumanidis
ve ark. 1999; Nicholson ve ark. 2004). Bu iki ngbet tipinin birlikte nadir gortlmesi
durumunun modellenmesi amaciyla Eskazan ve arkadaglarinin (2002) GAERS
sicanlarda kindling sdrecini inceledikleri ¢alismada, yetiskin GAERS si¢anlarin
tekrarlayan elektriksel uyarilara ragmen jeneralize ndbetlerin goriildigii 3., 4. ve 5. evre
seviyelerine ulasamadiklari, limbik ndbetin goriildiigii 2. evre seviyesinde kaldiklar
gosterilmistir. Buna neden olarak da, absans epilepsinin altinda yatan mekanimalarin
Ozellikle talamokortikal dongldeki artmis senkronizasyon ve GABAerjik inhibisyonun
limbik nobetin sekonder jeneralizasyonunu engelleyici yonde etki edebilecegi sonucuna
vartlmistir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda diger bir deneysel absans epilepsi modeli
olan Wistar Albino Glaxo- Rijswijk/Hollanda (WAG-Rij) susu si¢anlarda da kindling
direncinin gorulmesi limbik nobetin sekonder jeneralizasyonuna karsi olusan direncin
sadece GAERS’lere 6zgii olmadigini, genetik absans epilepsisine bagli bir durum
oldugunu gostermistir (Aker ve ark. 2006). Ayrica GAERS ve WAG-Rij si¢anlarda
DDD yogunlugu ile amigdala kindling siireci arasinda negatif korelasyon oldugu
gosterilmig, kindling uyarisinin hemen sonrasinda DDD siire ve sayisinda artis
gozlemlenmistir (Onat ve ark. 2007). DDD’lerin heniiz ortaya ¢ikmadigr 20 giinlik
GAERS yavrularindaki kindling gelisimi ayn1 yastaki epileptik olmayan Wistar susu
siganlarla benzer gelisim izlemis ve her iki gruptaki hayvanlarin 5. evre nobet
seviyesine ulastiklart gozlenmistir (Cargak ve ark. 2008) Butin bu veriler,
GAERS’lerde absans nobeti ile iligkili DDD’lerin ortaya c¢ikisindan sorumlu
talamokortikal dongiintin kindling ndbetinin sekonder jeneralizasyonuna kars1 goriilen

direngte rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.



1.1. Amag

Calismada talamokortikal donginun kindling direnci iizerinde rol oynayabilecegi
hipotezinden hareketle, GAERS susu siganlarda gozlenen direng¢ mekanizmasinin
elektrofizyolojik dizeyde arastirilmasi amaclanmistir.  Bu amagcla kindling uyarilari
sonrasinda kindling modeline diren¢ gosteren GAERS’ler ve direng géstermeyen non-
epileptik kontrol hayvanlarda (NEK) talamokortikal dongiideki muhtemel farkliliklar
elektrofizyolojik kayit yontemleri kullanilarak tek hiicre dlizeyinde in-vivo kosullarda

incelenecektir.

1.2. Calismamin Klinik Onemi

Son yillarda yapilan yapilan gerek insan gerekse hayvan c¢alismalarinda TLE deki
parsiyel limbik nobetlerde talamusun rol oynadigi gosterilmistir (Bertram 2007; 2008)
TLE’de kompleks parsiyel nobet sirasinda olusan biling kaybinin talamokortikal dong
ile baglantili olabilecegi diisiiniilmektedir (Englot ve Blumenfeld 2009). Ozellikle
TRN’nin talamik relay noronlar {izerindeki ritmik inhibitor etki ile olusturdugu
jeneralize nonkonvilsif nobetlerden baska limbik, 6zellikle de hipokampal ndbetlerde
rol oynadigi, 6grenme, hafiza ve uzaysal kognisyon gibi ileri kognitif fonksiyonlarla
iligkili oldugu bildirilmektedir (Avanzini ve ark. 1992; Bertram ve ark. 1998;
McAlonan ve Brown 2002). Bununla birlikte yapilan g¢alismalar TRN’nin limbik
nobetlerin sekonder jeneralizasyonunda nemli rol oynayabilecegini disiindiirmektedir.
Yetiskin Wistar sicanlarda hizli hipokampal kindling sirasinda TRN’nin eszamanli
uyarilmasi sonucunda jeneralize limbik nobet gelisiminin baskilandig1 gosterilmistir
(Nanobashvili ve ark. 2003).

Bu ¢alisma kindling resistansinin ritmik senkronize epileptiform talamokortikal
ateslemelerden sorumlu TRN hiicrelerinde meydana gelen atesleme degisiklikleri
nedeniyle olustugu hipotezinden hareketle planlanarak, talamusun ve 0zellikle de
TRN’nin amigdala kindling modelindeki roliiniin arastirilmasi  hedeflenmistir.
Dolaysiyla bu calismadan elde edilen bulgular TLE’deki limbik ndbetin sekonder
jeneralizasyonunda rol oynayan talamusu igine alan kompleks ddngulerin incelenmesi
yonunden direncli epilepsiler igin farkli bir antikonviilsan tedavi yaklagiminin

gelistirilmesine zemin olusturabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Epilepsi

Giliniimiizden 150 yil kadar oOnce heniiz biyoelektrik kayit yontemlerinin
bulunmadigi dénemde Ingiliz hekim Hughlings-Jackson, yillar sonra gelistirilecek
karmagik yontemlerle dogrulanacak epilepsi ndbetinin tarifini “Beynin bir boliminin
gri maddesinin ani, asir1 ve hizli desarjidir” seklinde tanimlamistir (Jackson 1873).

Epilepsi nobetleri kortikal noronlarin anormal desarji sonucunda olusan anormal
beyin fonksiyonuna ait semptomlardir (Dodson 2004). Epilepsi ise tekrarlayici (iki ve
daha fazla), ani, tanimlanabilen bir olayla tetiklenmemis nobetlerle karakterize kronik
bir durumudur (Aktekin ve Kayrak 2008). Diger bir deyisle; epilepsi, santral sinir
sisteminde, kortikal veya subkortikal bolgelerde yer alan néron gruplarinin ani, anormal
ve asir1 derecede senkronize desarjlari sonucunda ortaya cikan tekrarlayici ndbetlerle
karakterize ndrolojik bir rahatsizliktir (Gastaut 1969; Fisher ve ark. 2005).

Epilepsi oldukga sik goriilen bir hastalik olup, diunya genelinde 50 milyondan
fazla insan1 etkilemektedir (Leonardi ve Ustun, 2002) ve bu sayinin ¢ocuklarda ve yash
popilasyonda daha yuksek oldugu bilinmektedir (Forsgren ve ark. 2005). Saglk
sistemlerinin yetersiz olmasi, beyin enfeksiyonlarinin daha yiiksek risk tasimasi ve
genellikle epilepsi hastalarinin tedavi gérmemesi gibi nedenlerden otiirli, az geligmis
ulkelerde epilepsi insidansi (100 bin kisiden > 100 kisi/yil etkilenmekte) daha yiiksek
olmaktadir (Sander 2004).

Merkezi sinir sistemini etkileyen buttin faktorler epilepsi nedeni olabilmektedir.
Bircok epileptik sendromun altinda genetik faktorler rol oynamaktadir. Idiyopatik (%
65,5) nedenler, vaskiler hastaliklar (% 10,9), konjenital malformasyonlar (% 10,9),
travmalar (% 4,1), neoplastik bozukluklar (% 4,1), dejeneratif hastaliklar (% 3,5) ve
santral sinir sistemi enfeksiyonlari (% 2,5) epilepside gdzlenen en yaygin etiyolojik
faktorler arasindadir (Hauser ve ark. 1993). Genel populasyonun % 1’ini etkileyen tiim

epilepsi tirleri icinde TLE yetiskinlerde en yaygin gorilen tiptir (Engel 1996).



2.2. Temporal Lob Epilepsisi

TLE fokal epilepsinin bir tiirii olup, tek ya da gift tarafli temporal lobdan
kaynaklanan tekrarlayan nobetlerle karakterize noérolojik bir bozukluktur. Anatomik
olarak lateral ve mesial temporal lob epilepsileri olarak ikiye ayrilirlar. Lateral temporal
lob epilepsi (LTLE) temporal lobun dis yiizeyindeki neokorteksten kaynaklanir. Mesial
temporal lob epilepsisi (MTLE) ya da limbik epilepsi ise hipokampus, parahipokampal
girus ve amigdala gibi temporal lobun i¢ yilzinde bulunan yapilardan kaynaklanir
(Margerison ve Corsellis, 1966). Bu bdlgelerin epilepsi ndbetlerindeki roll, cerrahi
olarak c¢ikarildiklarinda epileptik ndbetlerin kontrol edilebilmesi ile ortaya konmus ve
mesial temporal lob bolgesinin ndbet olusturma agisindan 6nemli bir bdlge oldugu
gosterilmistir (Cavazos ve Cross, 2006). Bu bolgelerin nobeti baslatmadaki potansiyel
rolleri, deney hayvanlarinda limbik yapilara esik alt1 elektriksel uyar1 verilerek
olusturulan kindling modelinde de desteklenmistir (Goddard 1969). Bu bdlgelerin
epilepside rol oynadigini gdsteren bu giiclii verilere ragmen, ne yazik ki tam olarak
rollerinin ne oldugu ve noébetin gergekte nereden basladigi bilinmemektedir (Bertram
2009).

Tum epilepsiler iginde TLE gorilme siklig1 %30-35’ler civarinda olup bununda
2/3’si mesial temporal lobdadir (Mathern ve ark. 1995). Nobet basit parsiyel seklinde
baslayip, sekonder jeneralize olabilir. TLE’de ndbetler, basit ve kompleks parsiyel
nobetler seklinde olabilir. Basit parsiyel nobetler duysal, somatoduysal, otonomik
semptomlarla karakterize iken, kompleks parsiyel ndbetlerde bu semptomlara bilincin
kaybolmas: eklenir. (Engel 1996). Basit ve kompleks parsiyel ndbetler kaynaklandigi
odagin disina ¢ikip tiim beyne yayildiginda, baska bir deyisle nébet sekonder jeneralize
oldugunda davranigsal olarak jeneralize tonik-klonik nobetler gorulir (Mathern ve ark.
1995; Williamson 2004).

Tipik TLE nobeti yiikselen epigastrik his, korku, 6fke, endise ve ilk kez gordiigii
kisi veya cevreyl Onceden gdrmiis gibi olma (deja vu) gibi belirtiler iceren aura ile
basglar. Bunu daha sonra donakalma, otomotizmalar (yutkunma, yalanma, ¢igneme,
giyinme veya soyunma gibi), tonik veya postural motor belirtiler ve kafa hareketleri
izler. Nobet amnezi (hasta otomotizmay: hatirlamaz) ve oriyantasyon kaybi ile son
bulur (Kotagal 1991; Engel 1996).



Temporal lob ndbetlerinin nedenleri arasinda hipokampal skleroz ilk siradadir.
Bunun disinda bu bdélgenin benign ve malign tiimorleri, viral parazitik veya diger
enfeksiyoz nedenler, serebrovaskiiler hastaliklar, kortikal gelisimsel malformasyonlar,
travma ve diger yaralanmalar nedenler arasinda sayilabilir (Bertram 2009). TLE
hastalarinin birgogunda beyne zarar verici bir etken, kafa travmasi, dogum sirasindaki
travmalar, ¢ocuklukta gegirilen febril nobetler, menenjit, status epileptikus veya inme
Oykiisli bulunmaktadir. Bu ilk etkeni ¢ogunlukla siiresi hastadan hastaya degisen (en az
birka¢c hafta, ama genellikle birka¢ yil) “epileptogenez” olarak adlandirilan latent
(sessiz) donem izler ve sonrasinda spontan, tekrarlayici nobetler olusur. Epileptogenez
sirasinda hiicresel ve molekiiler diizeyde meydana gelen degisiklikler (néron kaybi
(akut, gecikmis), norogenez, gliozis, plastisite (aksonik, dendritik), inflamasyon,
molekiiler reorganizasyon, reseptor alt iinite sentezindeki degismeler vb.) ile beyin
epileptik ndbet iiretebilme bakimindan daha hassas hale gelir (Pitkanen ve Sutula 2002).
Bazi hastalarda ise belli bir beyin hasar1 olmaksizin kisa siireli parsiyel baslangich
nobetlerin tekrarlamasinin  kimilatif etkisinden dolayr temporal lob epilepsisi

gelismektedir (Cavazos ve ark. 1994).

TLE medikal tedaviye en az yamit veren epilepsi tipidir. Kompleks parsiyel
nobetlerin tedavisi zor olup genellikle yiksek ilag dozlarmma ¢ikilmasi gerekir.
Olgularinin  yaklasik % 40’1 antiepileptik ilaclara direncgli olup cerrahi olarak
lezyonektomi, anterior temporal lobektomi ile birlikte amigdalohipokampektomi veya
selektif amigdalohipokampektomi ile tedavi edilmektedirler. Cerrahi ameliyat sonrasi
bile hastalarin bir kisminda tekrar nobetler gorilebilmektedir (Hennessy ve ark. 2001;
Sharma ve ark. 2007).

2.2.1. Mesial Temporal Lob Epilepsisinde Patofizyoloji

MTLE hastalarindan cerrahi operasyon sonrasi alinan doku 6rnekleri {izerinden
elde edilen verilere gore limbik epilepsilerde gosterilen noropatolojik bulgular: 1)
mesial hipokampal skleroz olarak bilinen hipokampal ndronal kayip; 2) dentat girusta
mossy liflerinin filizlenmesi ve reorganizasyonu; 3) hipokampal gliosis; 4) granul
hicrelerinin ektopik bolgelere dispersiyonu ile tanimlanmistir (Engel 1992; Houser ve
ark. 1990; Cavazos ve Cross, 2006). Noron kaybi1 daha ¢ok hipokampus dentat girus
hiluslar1 ile CAl bolgesinde gorulmektedir (Bertram 2009). Mossy liflerinin yogun

sinaptik reorganizasyonu sonucunda dentat girusdaki graniil hiicrelerinin uyarilabilme



derecesi artmakta ve bunun sonucunda spontan motor nobetler olugmaktadir. Anormal
olarak artan mossy lif filizleri grandl hicrelerinin dendiritleri ile sinaps yapmakta ve
tekrarlayan eksitatér dongiiye yol agmaktadir (Lotman ve ark.1992). Ancak MTLE
hastalarinda néronal kayip, atrofi ve gliosis gibi degisikliklerin goriildiigii hipokampus
disinda limbik bolgeler de bulunmaktadir. Bu bolgeler; amigdala, entorinal korteks,
olfaktor korteks ve talamusun belirli cekirdeklerini icermektedir (Juhasz ve ark. 1999;
Hudson ve ark. 1993; Du ve ark. 1993; Bertram 2009). Talamusun mediodorsal
cekirdeginin farmakolojik olarak inaktive edilmesi ya da uyarilabilirliginin
degistirilmesinin hipokampustaki ndbet aktivitesi lizerinde etkisi oldugunu gosteren son
caligsmalar tam olarak talamusun limbik nobet aktivitesi {izerindeki roliinii agiklayamasa

da limbik epilepside 6nemli rol oynadigini diisiiniidiirmektedir (Bertram 2008).

2.2.2. Deneysel MTLE Hayvan Modelleri

Epilepsi hastaligimin altinda yatan mekanizmalarin agiklanmasi, epileptogenez
slireci iizerinde Onleyici terapilerin gelistirilmesi, yeni antiepileptik ilaglarin test
edilmesi, farmakorezistansin altinda yatan biyolojik mekanizmalarin aydinlatilmas,
uygun tanisal ve tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi amaciyla deneysel epilepsi

modelleri kullanilmaktadir (Sarkasian 2001; L&scher 2002).

MTLE deneysel modellerinde epileptogenez siirecinin arastirilmasinda genellikle
iki yontem kullamilir. Ik ydntem, Once status epileptikus gelismesi ve sonrasinda
spontan tekrarlayict nébet olusumuna neden olacak bir eksitotoksik tetikleyici etken ile
akut olarak olusturulur. Bu yontemde en ¢ok kainik asit ve pilokarpin MTLE modelleri
kullanilmaktadir (Cavazos ve Cross, 2006). Kainik asit veya pilokarpin ile konviilsif
status epileptikus gegiren siganlar MTLE hastalara benzer sekilde hipokampal piramidal
noronlarda hasar ve gliosis, mossy liflerinde filizlenme gibi néropatolojik ve
norofizyolojik anomaliler géstermektedir (Sutula ve ark. 1992) Bu yontem tetikleyici
etkenin ardindan ndbet gelisimine kadar giinler siiren latent donemi agiklamakta ancak
herhangi bir tetikleyici etken olmaksizin gelisen direngli MTLE nobetlerini
aciklayamamaktadir.  ikinci yontem de kemokonviilsan ile veya elektriksel olarak
limbik yolaklarin uyarilmasi (6rn: kindling) seklinde tekrarlayan kiiciik tetikleyici
etkenler ile kronik olarak olusturulmaktadir. Genellikle MTLE kronik modelleri ilk
tetikleyici ile status epileptikusun olusturuldugu akut modellere (ilk yontem) gére daha

az hasar meydana getirmektedir. Bununla birlikte kronik model ile indiklenen



patofizyolojik ve norofizyolojik degisikliklerin siddeti akut modeldeki degisikliklere
gOre daha hafif olmaktadir. Kronik modeler direngli MTLE olgularini1 daha iyi taklit
etmelerine ragmen tetikleyici etken sonrasinda olusan spontan ndbetler kainik asit ve

pilokarpin modellerine kiyasla daha az sikliktadir.

2.2.3. Deneysel MTLE Modeli olarak Kindling

Noral plastisite fenomeni olarak kullanilan diisiik siddette tekrarlayan elektriksel
stimiilasyonlarin konviilsif ndbetlere yol agtig1 ve ndbet modeli olarak kullanilabilecegi
ilk kez Graham Goddard tarafindan 1967’de tanimlanmis ve daha sonra kindling modeli
olarak adlandirilmistir (Goddard 1967, 1969; Mclintyre ve ark. 2002). Kindling disiik
siddette tekrarlayan elektriksel ya da kimyasal uyarilar ile ortaya c¢ikan nobetlerle
karakterize, sekonder jeneralize MTLE modeli olarak kabul edilmektedir (Mclntyre
2006). Kindling’de temel mekanizma, merkezi sinir sisteminin 6zellikle limbik alanlar
gibi baz1 subkortikal yapilarina AD olusturacak esik siddettinde ya da esik siddetinin
uzerinde elektriksel ya da kimyasal bir uyarmin uygulanmasiyla, epileptogenez
slirecinin baglatilarak (Coulter ve ark. 2002) EEG’de progresif olarak yayilan ve
blyuyen AD’ler ve sonunda konviilsif motor yanitlarin tetiklenmesidir (Goddard 1967).
Bu siire¢ biitiin limbik yapilarda tetiklenebilir, fakat amigdala ve peririnal, insular ve
entorinal korteks gibi komsu korteks bolgelerinde daha ¢abuk indiklenebilir (Mcintyre
ve ark. 1999). Merkezi sinir sisteminin limbik yapilar gibi belli bazi bolgelerine
tekrarlayan elektriksel ya da kimyasal uyari verilmesi epileptogenez surecini
baglatmaktadir. Arastirmacilar igin Kkindling epileptogenez sirecinin hayvanlarda
calisilmasi insandaki epileptik sendromlarinin patofizyolosini anlamada bir¢cok avantaj
saglamaktadir. Kindling modelinde arastirici, nobetin ortaya cikisini, gelisimini ve
siirdiiriilmesini  kontrol ~edebilmektedir. Indiiklenen konviilsif patern kolayca
tanimlanabilir ve tekrarlanabilir, ayrica siklik ve sture (elektrografik AD) bakimindan
kolaylikla kuantifiye edilebilir. Bu nedenle kindling ideal bir epilepsi modeli olabilme
Ozelliklerinin ¢ogunu ve en Onemlilerini tagimaktadir (Moshe ve Ludvig, 1988).
Elektriksel kindling 'in baslangigta uyarinin 6zelliklerini kuantifiye etme, lokalizasyonu
belirleme ve kronik epileptogenez gelisimini, nobet yayilimini ve jeneralizasyonunu
rahatlikla izleyebilme gibi avantajlar1 bulundugundan kimyasal kindling’e gére daha
yaygin kullanima sahiptir (Bertram 2007). Kimyasal kindling pentilentetrazol, kokain,

lidokain, penisilin, karbakol gibi maddelerin esik alti dozlarinin sistemik ya da



intraserebral yoldan glin asir1 ya da haftada birkag kez verilmesiyle olusturulmaktadir
(Mclintyre 2006). Her iki uyan tipiyle tetiklenen desarjlar norotransmitterler, iyon
kanallar, hiicre ici haberci sistemler ve noérotropik faktorlere ait mRNA ve
proteinlerinde degisiklikler gibi aktivasyon sonrasi etkilere sahiptir (Morimoto ve ark.
2004).

2.2.4. Elektiksel Kindling

Elektriksel kindling siireci, amigdala, hipokampus ve entorinal korteks gibi belirli
yapilara yerlestirilen derin uyar1 elektrotlar1 araciligi ile ortalama 50-500 pA
siddetinde, 1-2 sn siireli alternatif akimm uygulanmasiyla gergeklestirilir. Kindling
epileptogenez siireci hem yetiskin hem de gelismekte olan yavru hayvanlarda
gerceklestirilebilir (Galanpoulou ve Moshe, 2006). Geleneksel kindling stirecinde sabah
ve aksam olmak {izere gunde iki kez uyar1 verilir. Yavru hayvanlarda iki elektriksel
uyar1 arasindaki siire 15-20 dakika olacak sekilde giinde en fazla 20 uyar1 olacak sekilde
kindling siireci olusturulabilir (Moshe 1981). Pespese uygulanan uyarilar elektrografik
olarak AD’lerin biiyiimesine, yayginlagmasina ve interiktal keskin desarjlarin ortaya
¢ikmasina yol agarken, davranigsal olarak da kindling nobetlerin gelismesine neden olur
(Sekil 2.1). Iktal limbik davranissal belirtiler stereotipik gelisim izler. Bu davranissal
nobetler siganlarda 5 doneme ayrilir (Racine 1972). Baslangicta ¢ok tipik olan “dona
kalma” davranmisin1 (Evre 0), ylizde seyirmeler, ¢igneme ve kafa sallama (onaylama)
hareketi izler (Evre 1 ve 2). Bu davranisin, uyarinin sinaptik yollar boyunca karsi
hemisfer yapilarina dagilmasinin bir yansimasi oldugu diisiiniilmektedir. Daha sonra
tekrarlayan uyarilarla nobet yanitlarinin limbik yapilarin disina yayilmasi sonucunda
once fokal motor unilateral klonik nébetler (Evre 3), sonra jeneralize olmast ile birlikte
bilateral klonik nobetler (Evre 4) ve bunlara ilave olarak denge kaybi (Evre 5)
goruilmektedir. Ust Uste birkac kez 5. evre nobet geciren hayvan kindled olmus kabul
edilir. Bu etki kalicidir ve hayvan birka¢ ay hatta birka¢ yi1l uyarilmadan birakilsa bile,
daha sonra yapilacak ilk elektriksel uyar1 5. evre ndbete yol agar (Pinel ve Rovner 1978;
Wada ve ark. 1974). Beyinde elektriksel sebekenin yeniden yapilanmasi siirecinde,
sinaptogenez, ndrogenez ve epileptogenez basamaklarinda uyarilarin verilis sikliginin
rolii oldugu bilinmektedir (McIntyre 2006). Tekrarlayan uyarilar, EEG’de 6nce limbik
yapilarda sonra limbik yapilara eslik eden kortekste AD siirecinde ve bununla beraber

EEG’ye eslik eden davranmigsal degisikliklere yol acar. Uyarilarin hemen pesinden
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ortaya ¢ikan davramigsal ve EEG’deki degisikliklerin ilerleyisi epileptogenezin bir
gostergesidir. Bu modelde hedef, hayvanin 5. evre nobetleri art arda gegirerek kindled
olmasidir. Bir kez gergeklesen kindled nodbetin, hipokampus CA1l ve dentat girus
noronlarinda apopitoz oranini iki katina ¢ikardigi gosterilmis olmakla beraber, birikmis
noronal kayip, sekonder jeneralize 5. evre ndbetin birgok kez tekrarlamasi ile tespit
edilebilmistir (Onat 2008). Kindling modelinde spontan ndbetlerin gelismesi igin ¢ok
sayida kindling uyaris1 gerekmektedir (over-kindling modeli) (Pinel and Rovner, 1978;
Michalakis ve ark. 1998). Amigdala kindling yapilan sicanlarda spontan ndbetlerin
g0Ozlenebilmesi igin en az 90-100 tane 5. evre nobeti gegirmesi gerektigi gosterilmistir
(Sayin ve ark. 2003).

Evre1-2 Evre 4

Limbik nébet evreleri

Konviilsif nébet evreleri
0 Elektriksel uyan

Amygdala

0.5 mv

| 2 sec

) il b i .
1. ’| . j ' Y A ) A Amhl Cortex

| ~

Sekil 2-1:Yetiskin Sicanda Kindling Sureci. Sekilde elektriksel uyart sonrasinda indiiklenen kindling
nobetinin evreleri ile 5. evre nobet sirasinda amigdala ve korteksten kaydedilen EEG’de AD’ler
gorilmektedir.
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2.3. Cocukluk Cag Absans Epilepsisi

Cocukluk cag1 absans epilepsisi (CAE) idiyopatik, jeneralize, ¢ok faktorli
genetik etiyolojiye bagl konviilsif olmayan bir epilepsi turadur (Crunelli ve Leresche,
2002). 16 yasin altindaki her 100.000 ¢ocuktan 2-8’ini etkileyen ve kiz gocuklarinda
daha sik goriilen ¢ocukluk ¢agi absans epilepsisi tipik absans ndbetleri ile seyreder;
nobetler 3 ila 8 yaslar arasinda (en ¢ok 6-7 yas) baslar, genellikle hergiin pek ¢ok kez
(~200/giin), kisa siireli (1-45 sn), herhangi bir gorsel ya da duysal uyaran olmaksizin
gerceklesir (Commission on Classification and Terminology of the International League
Against Epilepsy 1989).

Nobetler, fiziksel ve mental aktivitenin aniden durmasi ve saniyeler sonra
kaldig1 yerden devam etmesi seklindedir. Bu sirada hastanin cevapsiz ve hareketsiz
oldugu, bos bir sekilde baktigi gdzlenir. Sadece biling kaybi ile seyreden ndbetlere
“basit absans”, biling kaybi ile birlikte hafif klonik, atonik, tonik, ve otonom
komponentlerin ve otomatizmalarin oldugu nobetlere “kompleks absans ndbetleri”
denir. Tipik absans nobetlerinin karakteristik iktal EEG bulgusu bilateral, genelikle
dizenli ve simetrik, senkronize 3 (2.5-4) Hz frekansinda DDD aktivitesidir
(Panayiotopoulos, 1997). Desarjlar preiktal herhangi bir anormali olmaksizin aniden
baglar ve biter (Sekil 2.2). DDD’ler sadece CAE’ye 6zglin olmayip epilepsiye sahip
yetiskinlerin %10-15’inde siklikla diger jeneralize epilepsilerle kombine bir sekilde

gortlmektedir.

Absans epilepsisinin multifaktoriyel genetik bir etiyolojiye sahip oldugu hem
insanlarda hem de yaygin kullanilan hayvan modellerinde gosterilmistir. Cin
toplumunda CAE hastalarinda T-tipi kalsiyum kanal geni Uzerinde (CACNA1H)
gosterilen mutasyonlar (Chen ve ark. 2003) disinda CAE’nin patojenezinden sorumlu

olabilecek genlerin kesfi halen devam etmektedir.

Tipik absans epilepsinin genellikle teshisi ve tedavisi kolay olmakla birlikte
valporik asit ve etosuksimide (tek ya da kombine) iyi cevap verirler. Diger tip
nobetlerdekinin aksine vigabatrin ve tiagabin gibi GABA-mimetik ilaclar absans
nobetleri kotiilestirmekte ve rodent modellerinde yapilan galismalardan da goriildiigii
tizere DDD say1 ve siiresini arttirmaktadir (Cocito ve Primavera, 1998; Depaulis ve van
Luijtelaar 2006) Bu da absans epilepsisinin aslinda bir inhibisyon mekanizma
bozuklugu olabilecegini diisiindiirmektedir (Manning 2003).
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Sekil 2-2: Cocukluk Cag Absans Epilepsisinde DDD Aktivitesi. 11 yasindaki kiz ¢ocugundan
alman EEG 6rneginde diizenli simetrik 3Hz frekansindaki tipik DDD’ler goriilmektedir. Fp;,Fpy, F3 Fa, Cs,
Ca, P3, Pa, Ay A, isaretleri frontal (F), frontal premotor (Fp), sentral (C) ve parietal (P) loblardaki EEG
elektrotlarinin ve referans (A) elektrodunun yerlesimini gostermektedir.

2.3.1. Absans Epilepsisinde Patofizyoloji

Absans epilepsisinin patofizyolojisi hakkinda elde edilen ilk bilgiler Jasper ve
Droogleever-Fortuyn tarafindan (1948) kedide orta hat ve intralaminar talamik
cekirdeklerin elektriksel olarak uyarilmasi sonucunda kortikal EEG’de 3 Hz frekasinda
bilateral senkronize DDD’lerin iiretilmesine dayanmaktadir. Bundan sonraki 20 yil
boyunca senkronize bilateral DDD’lerin ortaya ¢ikisindan korteksin mi, talamusun mu
yoksa her ikisinin birlikte mi sorumlu oldugu tartisma konusu olmustur (Stefan ve ark.
2008). Bugiin tipik DDD’lerin ortaya c¢ikisinda talamokortikal dongunin o6zellikle
talamusun VB ¢ekirdegi ve TRN’nin rolii oldugu bilinmektedir (Avoli ve Gloor, 1982;
Danober ve ark. 1998; Blumenfeld 2005) ancak tartismalar korteksin mi yoksa

talamusun mu daha 6nemli rol oynadig1 yoniinde halen devam etmektedir.

2002 yilinda Meeren ve arkadaglar1 genetik absans epilepsi sigan modellerinden
biri olan WAG/Rij susu si¢anlarda DDD’lerin ortaya ¢ikisinda fonksiyonel ve anatomik
olarak intakt bir talamokortikal dongiiniin gerekli oldugunu gostermislerdir. Karsilikli

kortikotalamik baglantilarin arastiritlmasi amaciyla non-lineer asosiyasyon sinyal analizi
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kullandiklar1 bu ¢aligmada somatosensoriyel korteksin perioral bolgesinde bir odagin
bulundugunu ve ndbetin bu odaktan diger kortikal alanlara hizla yayildigim
gostermislerdir. NObetin ilk 500 msn’lik boliimiinde korteksin talamusu yonettigi
sonrasinda ise ritmik desarjin siirdiiriilmesi boyunca korteks ve talamusun birbirleri ile
karsilikli etkilesim ile birbirlerini yonettikleri bulunmustur (Meeren ve ark. 2002).
Absans nobetlerinin kortikal kaynakli oldugu bulgusunu destekler nitelikte, GAERS ve
WAG/RIj si¢anlarda yapilan fonksiyonel ¢alismalarda kortikal fokusa yapilan bilateral
etosuksimid, lidokain ve fenitoin enjeksiyonlarinin DDD’leri baskiladig: (Sitnikova ve
van Luijtelaar, 2004; Manning ve ark. 2004; Gurbanova ve ark. 2006), yapilan
molekdler calismalarda ise WAG/Rij si¢anlarda somatosensoriyel kortekste sodyum
kanal ekspresyonunda artis (Klein ve ark. 2004), hiperpolarizasyon-kapili HCN1 kanal
ekspresyonunda azalma (Strauss ve ark. 2003) gosterilmistir. Butin bu verileri
destekler sekilde GAERS’lerde yapilan hiicre i¢i elektrofizyolojik kayitlarda V. ve VI.
tabaka somatosensoriyel kortikal ndronlarin DDD’leri baslattig1 gosterilmistir (Polack

ve ark. 2007).

Absans ndbetlerinin altinda yatan temel mekanizma talamokortikal donglyu ve
bu dongliden dretilen anormal osilator ritmleri icerir (Sekil 2.3) (Destexhe ve ark. 1999)
Talamo-kortikal dongii uyku igcikleri gibi normal osilatér ritmler tiretmenin yani sira
DDD gibi patolojik ritmler de Uretir. Absans epilepsili hastalarda uyaniklik durumu ile
DDD olusumu arasinda net bir iligki bulunmaktadir ve bu durum klinikte nobetlerin
neden daha ¢ok azalmis uyaniklik ya da uykudan uyanikliga gecis donemlerinde ortaya
ciktigin1 agiklamaktadir (Crunelli ve Leresche, 2002). Bir¢ok c¢alisma normal uyku
igcigi ritmi ile jeneralize absans epilepsisinin patalojik ritmlerinin benzer mekanizmalar
ve sinaptik dongiiler iizerinden olusabilecegini gostermektedir. Kedilerde olusturulan
felin jeneralize absans epilepsi modelinde kas i¢i penisilin enjeksiyonunu takiben olusan
DDD’lerin normal uyku igciklerinden gelistigi ve 7-14 Hz frekansindaki bu uyku
igciklerinin 3-4 Hz frekansindaki DDD’lere doniisim siirecinin zamanla artarak ve
davranigsal absans semptomlariyla birlikte seyrettigi gosterilmistir (Gloor ve Fariello,
1988). In-vitro kesit preparatlarinda elektriksel uyari ile olusturulan talamik
osilasyonlarin T-tipi kalsiyum kanallari1 bloke eden anti-absans bir ilag olan
etosiiksimid ile baskilandig1 gosterilmistir (Huegenard ve Prince, 1994). Bu caligmalarin
devamu seklinde korteks, talamus ve TRN arasindaki baglantilarin korundugu in-vitro

kesit preparatlarinda DDD’lere ¢ok benzer ritmlerin olusturuldugu ve bu ritmlerin
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selektif olarak absans epilepsi tedavisinde kullanilan ilaglarla baskilandig1 gosterilmistir
(Coulter ve Lee, 1993). Yapilan caligmalar uyarilabilirligi artmis kortikal ndéronlarin,
anatomik ve fonksiyonel olarak saglam talamokortikal dongide uyku igciklerinin
DDD’lere doniisiimiinii tetikleyebilecegini diisindiirmektedir (Kostopoulos 2000).
Uyku igciklerinin DDD’ye doniisiimiinde, artmis kortikal uyarilabilirligin, talamusta
hizli GABAA reseptor aracili inhibe edici post sinaptik potansiyellerin (IPSP) yavas
GABAg reseptor aracili IPSP’lere doniisiimiine neden olarak  rol oynadigi
diistiniilmektedir. Normal durumda kortikal input TRN néronlarinda GABAA aracili
hizli depolarizasyona neden olarak uyku igciklerinin olugsmasina neden olurken,
korteksteki artmis hiperpolarizasyon GABAg reseptor aracili IPSP olusturarak DDD
olusumuna neden olur (Blumenfeld ve Coulter, 2008) DDD’lerin ortaya cikisindan
sorumlu artmis kortikal uyarilabilirligin ise korteksin derin tabakalarinda artmis NMDA
aracili eksitasyona (Pumain ve ark. 1992) ya da Il. ve Ill. tabakalarda azalmis GABA

aracili inhibisyona bagli olabilecegi diisiiniilmektedir (Luhman ve ark. 1995).

Talamus ve korteks arasinda bilgi akisinin  kontroliinden sorumlu olarak yer
alan TRN talamokortikal dongudeki osilator aktiviteden sorumludur (Avanzini ve ark.
1992). TRN hem kendi icindeki diger noronlara hem de talamik relay gekirdekteki
noronlara projeksiyon yapan (Sekil 2-3) GABAerjik ndronlardan meydana gelmektedir.
Artmis GABAerjik aktivite uzun siireli hiperpolarizasyona neden olarak diisiik esikli
Ca?* kalsiyum akimlarinin aktive olmasina ve absans ndbetlerinin ortaya c¢ikmasina
neden olmaktadir (Manning ve ark. 2003). Néronal diisiik voltaj kapili (T-tipi) Ca®"
kanallarinin istirahat membran potansiyeli yakinlarinda Ca** dikenlerine neden olarak
talamokortikal dongiideki patlama tarzindaki (burst) anormal ateslemeler ile normal
osilator karakterin meydana gelmesine neden olduklar1 gosterilmistir (Huegenard ve
Prince, 1992; Perez-Reyes, 2003). Yapilan bircok c¢alisma T-tipi Ca** akimlarinin
absans epilepsi ile ilsikisini gostermektedir. Oncelikle Ca?* kanal MRNA
ekspresyonlarinin (Talley ve ark. 2000) ve T-tipi Ca** akimlarinin (Tsakiridou ve ark.
1995) genetik absans epilepsili sicanlarda ozellikle TRN’de artis gosterdigi
bulunmustur. Ikinci olarak absans epilepsi knockout fare modellerinde (tottering,
letarjik, stargazer ) absans epilepsisi ortaya ¢ikmadan onceki donemde talamustaki T-
tipi Ca®* akimlarmin yiikseldigi gosterilmistir (Zhang ve ark. 2004). Buna ek olarak
CAE’li hastalarda (Chen ve ark. 2003) ve genetik absans epilepsi sican modeli olan
GAERS susu sicanlarda (Powell ve ark. 2009) T-tipi Ca®* kanal geni (CACNALH)
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mutasyonu gosterilmistir ve son olarak knockout fare modellerinde beyindeki T-tipi
akimlarin yiikseltilmesi bilateral, senkronize DDD olusumuna neden olmustur (Ernst ve

ark. 2009).

Korteks

/
~—( ) inhibitér sinaps / ‘

——‘ Eksitator sinaps

Duysal
aferent

Talamus

Sekil 2-3: Talamo-kortikal Dongu. Primer sensoriyel relay gekirdekteki talamik néronlar serebral korteksin
I, IV, V ve VI. tabakalarina projeksiyon yaparlar. Bu projeksiyonlar hem korteksteki piramidal
noronlarda (sinaps 1) hem de interndronlarda (sinaps 2) sonlanir. IV. tabakadaki kortikal néronlar
kargilikli olarak yiikselen afferentin geldigi talamus bolgesini innerve ederler (sinaps 3). Hem
talamokortikal hem de kortikotalamik projeksiyonlar TRN’ye (sinaps 4 ve 5) akson koleteralleri yollarlar.
TRN néronlari, talamusa (sinaps 6) ve kendi igindeki diger ndronlara (sinaps 7) GABAerjik innervasyon
saglarlar. Talamusa gelen duysal uyaran hem talamik relay noronlarin dentritleriyle (sinaps 8) hem de
inhibitér internéronlar (sinaps 9) ile sinaps yapar. Interndronlarin dentritleri pre ve post sinaptik
elemanlar gibi gorev yaparlar ve talamik relay ndron dendritlerinin inhibitdr innervasyonu (sinaps 10)
yaninda aksonal baglantilar1 da saglarlar (Blumenfeld ve Coulter’den (2008) degistirilerek alinmistir).

Absans epilepsisinin talamokortikal dongii icerisinden kaynaklandigi (Crunelli
ve Leresche 2002; Blumenfeld 2005) bilinmekle birlikte altinda yatan hiicresel
mekanizmalar henuz tam olarak anlagilamamistir. Bozulmus GABAerjik inhibisyon
(von Krosigk ve ark. 1993; Huntsman ve ark. 1999) ve GABAA reseptor alt unite
mutasyonlar1 tipik absans epilepsili hastalarda tanimlanmistir (Moljevic ve ark. 2006).
Son yillarda yapilan caligmalarda ekstrasinaptik GABAa reseptor bagimli tonik
inhibisyonun GABA tasiyicist GAT-1 araciligi ile GABA uptake’inin artmasina paralel
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olarak talamokortikal néronlarda arttigi gesitli genetik ve farmakolojik absans epilepsi

modellerinde gosterilmistir (Cope ve ark. 2009).

2.3.2. Absans Epilepsisinde Kullanilan Deneysel Hayvan Modelleri

Absans epilepsisinde kullanilan hayvan modellerinin gegerligi i¢in gerekli dlgiit,
insandaki durumu iyi yansitmasidir. Bunun icin, EEG ve davranis Ozellikleri,
gelisimsel ve farmakolojik profil ve patofizyolojik olarak benzer dongtleri igine almasi
bakimindan insandaki absans epilepsisi ile benzerlik géstermelidir (Manning ve ark.
2003). Bugiin kullanilan deneysel absans epilepsi modelleri EEG ve davranis 6zellikleri
bakimman insandaki durumu taklit eder, tekrarlanabilir, tahmin edilebilir, niceliksel
ozellik tasir ve talamokortikal dongiileri i¢ine alir. GABAerjik ilaglarla alevlenir ve
GABAg antagonistleri ile baskilanir (Goren ve Onat, 2007; Onat 2008). Bu hayvansal
modeller baglica 2 gruba ayrilarak incelenebilir: (1) Kimyasal bir ajanin uygulanmasiyla
olusturulan ve epileptik ndbetin semptomatik dzelliklerini tasiyan kimyasal modeller,
(2) Genetik olarak epilepsiye yatkin olmalar1 amaciyla selektif olarak iiretilen, genetik

hayvan modelleri.

Genetik yaklasim, ndbetlerin spontan olusmasi nedeniyle insanlardaki
patofizyolojinin aydinlatilmasi bakimindan sadece nobeti semptomatik olarak taklit
eden kimyasal modellere gore avantaj saglar (Crunelli ve Leresche, 2002). Kimyasal
olarak indiiklenen modeller arasinda, kedi-penisilin, diisiik doz pentilentetrazol (PTZ),
tetrahidroksiizoksazol piridin (THIP), y-Hidroksi butirat (GHB) modelleri sayilabilir
(Sarkasian 2001).

Genetik modeller tek gen mutasyon (monogenetik) fare modelleri ve poligenetik
sican modelleri olmak iizere ikiye ayrilabilir. Tek gen mutasyon fare modellerinin
birgogunun  voltaj kapili Ca®* kanallarini kodlayan genlerdeki mutasyonlara bagli
olarak olusturulmasi bu kanallarin hastalik patojenezi iizerinde oynadigi merkezi roli
gostermesi acisindan o6nemlidir (Felix 2002). Ancak bu fare modellerinde gen
mutasyonlarina bagli olarak ataksi, hareket bozukluklar1 gibi diger bazi norolojik
anormalitelerin goriilmesi absans epilepsisinde davranigsal ve fizyolojik model olarak

kullanimlarini kisitlamaktadir (Manning ve ark. 2003).

Absans epilepsi genetik sigan modeli olarak en ¢ok kullanilan deneysel modeller

arasinda, tekrarlanabilir ve spontan DDD’lerin normal bir fenotip Uzerinde
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gozlenebildigi modeller olan GAERS (Danober ve ark. 1998) ve WAG/RIj (Coenen ve

van Luijtelaar 2003) susu siganlar yer almaktadir.

2.3.3. Deneysel Absans Epilepsi Modeli olarak GAERS

1980’1i yillarda, Vergnes ve Marescaux Yetistirdikleri Wistar siganlarin yaklasik
%30’ unda EEG’de spontan bilateral DDD oldugunu farkettiler. Bu desarjlar sirasinda
sicanlarin hareketsiz durduklarini ve bu epizotlarin insandaki jeneralize konvulsif
olmayan absans epilepsi nobetlerine benzedigini go6zlemlediler. DDD’leri olan
sicanlarin giftlestirilmesiyle birkag nesil sonra tiim hayvanlarda DDD goriildiigii bir sus
elde edildi ve bu susa GAERS (Genetic Absence Epileptic Rats from Strasbourg) adi
verildi (Vergnes ve ark. 1982). Benzer sekilde EEG’lerinde spontan DDD gozlenmeyen
bir grup hayvan da kendi aralarinda ciftlestirilerek GAERS’ler i¢in bir kontrol sus
olusturuldu ve bu susa da NEK (non-epileptik kontrol) adi verildi (Danober ve ark.
1998).

Yetigkin GAERS si¢anlarda EEG’de birdenbire ortaya ¢ikan, frekansi 7-11 Hz,
amplitidleri 300 ile 1000 pV arasi degisen ortalama siiresi 1-20 sn olan DDD
kompleksleri 30 ginlikten kicuk yavrularda gorilmemekte, 30. glinden sonra ise saatte
1 veya 2 tane olacak sekilde seyrek, diisiik frekansh (4-5Hz) ve kisa siireli 1-3 sn olarak
ortaya ¢ikmaktadir (Carcak ve ark. 2008; Vergnes ve ark. 1986) (Sekil 2-4). DDD
aktivitesi uyku-uyaniklik doneminde ortaya cikar, dikkat gerektiren aktiviteler veya
duyusal uyaranlar ile ortadan kalkar. Nobetler arasinda herhangi bir norolojik veya
davramigsal bozukluk gorulmez (Marescaux ve ark. 1992). Nobetler, etosiiksimid,
valproik asit ve benzodiazepinler ile azaltilabilir veya ortadan kaldirilabilirken, GABA
transaminaz inhibitorleri, GABAA ve GABAg reseptor agonistleri ile siddetlenir
(Micheletti ve ark. 1985).
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Sekil 2-4. GAERS’lerde EEG’de izlenen DDD aktivitesi

30 giinliik (A) ve Yetiskin (B) GAERS’e ait EEG kaydinda DDD patterni gdzlenmektedir (Cargak ve ark. 2008 'den
degistirilerek alinmistir).
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2.4. Talamokortikal Donguntn Organizasyonu

GAERS’lerde izlenen DDD’lerin jenerasyonunda VB talamus, TRN ve son
zamanlarda gosterildigi tizere primer somatosensoriyel korteksin perioral bolgesini igine
alan talamo-kortiko-talamik dodngudeki GABAerjik inhibisyonda ve senkronizasyonda
artisin rol oynadig diisiiniilmektedir (Steriade ve Amzica 2003). Talamus serebral
kortekse giden subkortikal inputlarin biiyiikk bir kismini olusturur. Talamokortikal
aksonlarin biiytik bir kismi1 kortikal tabaka IV ve III’de sonlanir (Alloway ve ark. 1993).
Buna karsilik olarak tabaka V ve VI’daki piramidal ndronlar talamusu biiylik Slgiide
innerve ederler (Boussara ve ark. 1995) ve hem talamokortikal hem de kortikotalamik
baglantilar esas olarak glutamaterjiktir (Deschéenes ve Hu 1990). Buna ek olarak biitiin
talamik relay ¢ekirdekler primer GABA kaynagi olan TRN’den GABAerjik inhibitor
projeksiyon alirlar (Pinault ve ark. 1995). TRN noronlart direkt olarak Kkortekse
projeksiyon yapmazlar bunun yerine hem talamokortikal hem de kortikotalamik

noronlardan eksitator koleteraller alirlar (Boussara ve ark. 1995) (Sekil 2-3).

Elektrofizyolojik in-vitro ve in-vivo caligmalarda talamokortikal noronlarin
uyku-uyaniklik dongiisiiniin  ¢esitli evrelerinde 2 farkli modda spontan aktivite
gosterdikleri bulunmustur (Steriade ve ark. 1993). Uyaniklik ve dikkat aninda sodyum
ve potasyuma bagimli aksiyon potansiyellerinden olusan hizli tonik modda atesleme
goriiliir. Tonik mod sirasinda talamustan gelen bilginin kortekse iletimi saglanir.
Tersine uyku sersemligi ve yavas-dalga uyku sirasinda talamokortikal noronlar burst
seklinde ritmik diisiik esikli kalsiyum dikenlerinden olusan ateslemeler yaptiklar
osilatér moda gecerler (McCormick 1992; Sherman 2001). Osilatér mod sirasinda
TRN’in pacemaker gorevi yaptigi, kortikal senkronizasyon ile birlikte uyku sirasinda
ritmik desarjlarin olustugu bilinmektedir (de Curtis ve Avanzini 1994). Absans
epilepsideki esas problem tonik moddan osilatér moda gecis sirasinda meydana gelen
anormaliden kaynaklanmaktadir. Bu patolojik geg¢ise neyin sebep oldugu heniiz tam
olarak bilinmemekle birlikte talamus ve TRN’deki Ca?* kanallarinin énemli rol oynadig1

bilinmektedir (Avanzini ve ark. 1992).
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Sekil 2-5. GAERS’lerde DDD sirasinda kaydedilen hiicre i¢i aktivite ve talamokortikal

dongl. GAERS’lerde V. tabaka kortikal néronlardan (yesil), TRN (kirmiz1) ve talamo-Kortikal relay ¢ekirdeklerden
(mavi) DDD sirasinda kaydedilen hiicre i¢i aktivite. Kiigiik resimde diisiik-esikli kalsiyum “spike” izerinde ylksek
frekansl burst seklindeki aksiyon potansiyelleri gorilmektedir.

ca®* bagimli burst ateslemeleri TRN noronlarinda meydana gelir ve bu
ateslemeler sonucunda talamik relay noronlarda yuksek oranda GABAg aracili IPSP
olusur. GABAerjik aktivitenin artmasi ile talamokortikal relay noronlar hiperpolarize
olur ve bunun sonucunda T-tipi Ca®* kanallart de-inaktive olur. IPSP’nin
depolarizasyon fazinda diisiik esikli kalsiyum “spike” izerinde burst seklinde aksiyon
potansiyelleri meydana gelir. Bu mekanizma ile TRN’den kaynaklanan osilator aktivite
talamusta ritmik burst ateslemelerine ve devaminda talamik noéronlarin projeksiyon
yaptiklar1 kortekse yayilir (de Curtis ve Avanzini, 1994). GAERS’lerde yapilan
calismalar selektif TRN lezyonlarinin ya da bir inorganik Ca®* blokeri olan Cd*"’un
lokal enjeksiyonlart sonucunda DDD aktivitesinin baskilandig1 gosterilmistir (Avanzini
ve ark. 1993). GAERS’lerde yapilan patch-clamp kayitlarda TRN’ de genetik olarak

diistik esikli Ca*" akimlarmin kontol hayvanlara gore artmis oldugu bulunmustur. Bu
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artis TRN tizerinden talamokortikal relay noronlara GABA aracili output’un yuksek
olmasina neden olarak DDD olusumununun patojenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir

(Tsakiridou ve ark. 1995).

2.5. Talamokortikal Déngiiniin Limbik Epilepsi ile Tliskisi

Genel anlamda absans epilepsisinin  GABA aracili inhibitér aktivitenin
yogunluguna bagli oldugu, tersine limbik epilepsilerde goriilen jeneralize ve fokal
konviilsiif nobetlerin ise artmis bir eksitator aktiviteye bagli oldugu sdylenebilir
(Manning ve ark. 2003). GAERS’lerde sistemik olarak uygulanan GABAA veya
GABAg agonistlerinin doza bagimli olarak DDD siiresini arttirdiklar: (Vergnes ve ark.
1984) ve artmis GABA aktivitesinin diisiik esikli Ca?* akimlarinin aktivasyonuna neden
olan uzun siireli hiperpolarizasyona neden olarak DDD olusumunu tetikledigi
gosterilmistir (Manning ve ark. 2003). MTLE‘de artmis glutamaterjik aktivitenin
hipokampusta hticresel hipereksitabiliteye yol acarak epileptogenez sirecinde dnemli
rol oynadigi bilinmektedir. Deney hayvanlarinda kindling nobetini takiben granil
hiicrelerde uzun siireli NMDA reseptor aracili sinaptik eksitabilitenin uzun siireli artis1
gozlenmistir (Mody 1999; Onat 2009). Butiin Kklinik, farmakolojik ve patofizyolojik
veriler limbik epilepsiler ile absans epilepsi altinda yatan mekanizmalarin birbirinden
oldukea farkli oldugunu isaret etmektedir. Ote yandan juvenil ya da CAE hastalarinda
temporal lob nobetlerinin birlikte gorilmesi ¢ok nadirdir. Birliktelik idiyopatik
jeneralize epilepsilerin sadece %1’inde goriilmektedir (Koutroumanidis ve ark. 1999;
Nicholson ve ark. 2004). Bu durum beraberinde iki farkli epilepsi tipinin: absans
epilepsi ve MTLE‘nin karsilikli nasil bir etkilesim i¢inde oldugu sorusunu gindeme
getirmistir.  Iki  farkli epilepsi tipinin karsilikli etkilesim mekanizmasimin
aydinlatilmasinda siiphesiz ki bir deneysel hayvan modelinin kullanilmasi gereklidir.
Amigdala kindling daha once belirtildigi lizere fokal baslangi¢hi sekonder jeneralize
konviilsif nobetlerle karakterize MTLE modelidir. GAERS ve WAG/Rij susu siganlar
ise absans epilepsisinin davranigsal, EEG, patofizyoloji ve farmakolojik acidan
insandaki durumu en iyi taklit eden genetik sican modelleridir. Iki farkli nébet tipinin
tek bir modelde birlestirilmesi amaciyla absans epilepsisinin genetik modelleri olan
GAERS ve WAG/Rjj susu si¢anlarda bir MTLE modeli olan fokal baslangi¢cli sekonder
jeneralize nobetlerle karakterize kindling siireci incelenmistir. Yakin zamanda yapilan

caligmalarda WAG/Rij ve GAERS siganlarin elektriksel amigdala kindling modelinde
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limbik fokal noObetlerin sekonder jeneralizasyonuna karsi direngli olduklari
gosterilmistir (Eskazan ve ark. 2002, Onat ve ark. 2005; Aker ve ark. 2006). Bu
calismalarda GAERS ve WAG/RIj sicanlardaki DDD’lerin total stresinin kindling
slrecinin hiziyla negatif korelasyon gosterdigi tespit edilmistir (Onat ve ark. 2007).
Ayn1 zamanda, elektriksel kindling uyarilari bu siganlardaki DDD’lerin say1 ve
sUrelerinde bir artisa neden olmustur (Onat ve ark. 2007; Aker ve ark. 2006). Tum bu
veriler, EEG’de DDD’leri olusturan talamokortikal aktivitenin gerek kortikolimbik
gerekse talamolimbik baglantilar araciligiyla kindling surecini engelleyebilecegini
diistindirmektedir. Bunu destekler nitelikte GAERS’lerde amigdala kindling siirecinde
2. evre nobet sirasinda Ozellikle talamus ve limbik yapilarda kan akim hizinin arttigt
gosterilmistir (Car¢ak ve ark. 2009). Yavru GAERS’lerde yapilan amigdala kindling
calismasinda ise DDD’lerin heniiz olusmadigi 20 gunliik yavru siganlarda kindling
direncinin gbzlenmedigi, DDD maturasyonu ile birlikte yasa bagli olarak kindling’e
direngli hayvan yiizdesinin arttigi bulunmustur (Carcak ve ark. 2008). Kindling
direncinin sadece amigdalaya 6zgii olup olmadiginin arastirilmasi amaciyla GAERS ve
WAG/RIj siganlarda hipokampal kindling siireci incelenmis ve amigdala kindling
modelindeki siirece benzer sekilde limbik ndbet jeneralizayonuna karst direng
gozlenmistir (Akman ve ark. 2008). GAERS’lerin sadece elektriksel kindling modeli ile
indlklenen ndbetlere degil amigdalaya uygulanan kainik asit ile olusturulan jeneralize
konvulsif nobetlere de non-epileptik hayvanlara kiyasla daha direngli oldugu tespit
edilmistir (Gurbanova et al. 2008). Kindling direnci ile DDD siiresi arasindaki anlamli
negatif bir korelasyon bulunmasi DDD aktivitesinin farmakolojik olarak anti absans bir
ilacla silinmesinin kindling direnci iizerine etkisinin incelenmesine zemin hazirlamig ve
yetiskin GAERS siganlara kindling stireci boyunca sistemik etosuksimid uygulanmasi
ilacin EEG’de DDD’leri silmesine bagl olarak GAERS’lerin evre 3-4 ndbet seviyesine
kadar ilerleyebilmesine olanak saglamis ve ilacin kindling direnci lzerinde parsiyel
olarak bir etki gosterdigi bulunmustur (Onat ve ark. 2009). Benzer sekilde
etosliksimidin DDD desarjlarin ortaya ¢ikisindan sorumlu somatosensoriyel kortekse
lokal olarak uygulanmasi sonucunda kindling direncinde azalma gozlenmistir (Giilhan
ve ark. 2009). Son olarak GAERS’lerde 2. evre nobet sirasinda lokal serebral kan akim
hizininin 6zellikle TRN, VB ve somatosensoriyel kortekste anlamli artis gosterdigi

bulunmustur (Cargak ve ark. 2009). Tiim bulgular GAERS’lerdeki kindling direncinde
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DDD’lerin olusumundan sorumlu talamokortikal déngiiniin ve bu dongii elemanlarinin

o6nemli rol oynadigimi diisiindiirmektedir.

Tim bu veriler 1518inda amigdala kindling sirecinde GAERS’lerde limbik
nobetin sekonder jeneralizasyonuna karst olusan direncte absans epilepsisinin
patofizyolojisinden primer olarak sorumlu talamokortikal donglnin anahtar rol

oynadig1 hipotezinden hareketle ¢aligmanin hedefleri sdyle 6zetlenebilir:

i.  TRN’nin amigdala kindling modelinde limbik nobetin sekonder

jeneralizasyonunda roliiniin arastirilmasi,

ii.  Kindling siireci sirasinda talamokortikal dongiiniin in-vivo kosullarda
elektrofizyolojik olarak tek bir sinir hiicresi seviyesinde izlenmesi ve
meydana gelen degisiklerin hem GAERS hem de NEK grubunda
saptanmasit ve boylelikle GAERS’lerde goriilen kindling direncinin

mekanizmasinin aydinlatilmasina katkida bulunulmasi,

ii.  Kindling sdrecinin talamus Uzerindeki etkisinin elektrofizyolojik olarak
ilk defa gosterilebilmesi, kindling nobetine bagli olarak talamus

noronlarinda atesleme degisikliklerinin kaydedilmesi,

iv.  GAERS’lerde 2. evre kindling nobeti sirasinda talamokortikal donguyi
icine alan yapilarda meydana gelen degisikliklerin in-vivo kosullarda

noron duzeyinde gosterilmesi

v. NEK grubunda 5. evre nébet sirasinda talamokortikal donglide meydana

gelen degisikliklerin incelenmesi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvanlar

Calisma kapsaminda yetigskin, 280-350 g agirliginda, erkek, NEK (n=30) ve
GAERS (n=30) susu 4-6 aylik si¢anlar kullanilmistir. Hayvanlar, 1s1 kontrollii, 12 saat
giindiiz ve gece siklusu olan bir hayvan odasinda, hayvan yemi ve igme suyu olan
kafeslerde barindiriimistir.

Calismada deney hayvanlari {izerinde uygulanan tiim prosediirler Melbourne
Universitesi Hayvan Etik Kurulu tarafindan onaylanmustir (18.09.2008 tarih ve
0706287.3 numaral1 onay). Hayvanlara sirasiyla asagidaki prosediirler uygulanmistir: 1.
Stereotaksik cerrahi ve elektrot implantasyonu, 2. Amigdala Kindling, 3. Genel anestezi,
penil ven Kkateterizasyonu ve trakeatomi, 4. Kraniotomi ve Duratomi 5. Norolept

anestezisi ve in-vivo kayit, 6. Otenazi ve transkardial perfiizyon.

3.2. Deney protokolii ve Deney gruplari

Calismada kindling sireci sonrasinda kindling’e direng gésteren GAERS’ler ve
diren¢ gostermeyen NEK hayvanlarda in-vivo elektrofizyolojik kayit yontemi
kullanilarak talamokortikal dongii elemanlarinda (TRN, VB) kindling sonrasindaki ve
kindling nobeti sirasindaki néron diizeyindeki atesleme farkliliklari in-vivo kosullarda
incelenerek uyari almayan kendi kontrollerine gore karsilagtirilarak incelenmistir. Buna
gore deney gruplar su sekilde olusturulmustur;

I. NEK-kontrol (n=15),

I1. NEK-kindling (n=15),

I1l. GAERS-kontrol (n=15),

IV. GAERS-kindling (n=15).

Kontrol grubundaki hayvanlarda amigdalaya elektrot yerlestirilmis ve sadece
elektrot yerlesiminin dogrulanmasi amaciyla stereotaksik cerrahiden 1 hafta sonra AD
esik tespiti yapilmistir. Uyar1 sonrasinda esik tespiti yapilan hayvanlar kontrol olarak
gruba dahil edilerek bu hayvanlardan in-vivo elektrofizyolojik tek hicre kayitlari
alinmustir.

Kindling grubundaki hayvanlarda ise stereotaksik cerrahiden 1 hafta sonra sabah

ve aksam AD esik siddetinde verilen elektriksel uyarilar ile énce kindling modeli
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olusturulmustur. Her iki gruba da esit sayida, toplam 30 uyar1 verilmistir. Ardindan in-

vivo kosullarda elektrofizyolojik kayitlar alinmistir.

3.3. Stereotaksik Cerrahi

Tim deney gruplarindaki hayvanlar elektrot implantasyonu icin intraperitoneal
(i.p.) ketamin (100 mg/kg; Ketasol®; Richterpharma ve ksilazin 10 mg/kg; Rompun®;
Bayer) anestezisi ile uyutulmustur. Anestezinin derinligi kornea ve penge refleksleri ile
dogrulandiktan sonra hayvanlarin kafalar1 kulak delikleri ve 6n dislerden, sabitleme
cubuklari araciligr ile stereotaksi aletine yerlestirilerek (Stoelting Model 51600; Wood-
Dale; ABD), kafa iizerindeki tiiyler kesilmis, kafa derisi antiseptik soliisyonla
temizlenip longitiidinal olarak agilarak kafatasi ortaya konmustur. Lambda ve bregma
ayni diizlemde olacak sekilde hizalanarak, hayvanlarin tek tarafli olarak sol bazolateral
amigdalasina, saptanan koordinatlar (bregma referans noktasindan 2,6 mm arkaya, 4,8
mm Yyana ve kemik Uzerinden 8,5 mm asagiya) dogrultusunda bipolar (Plastic's One
Inc., Roanoke, VA, ABD- MS303-1 ¢ift sarmal) uyari elektrodu Paxinos ve Watson’un
(1998) sican beyin atlas1 kullanilarak yerlestirilmistir. Kortikal kayit i¢in paslanmaz
celik vida tizerine lehimlenmis altin kaplama erkek konnektorler (Farnell Components)
kullanilmistir. Kafatasi tizerinde 1mm capinda delikler agilarak elektrotlar tek tarafli
olarak sol frontal (2,0 mm 6ne, 3,5 mm yana) ve sol oksipital (6,0 mm arkaya, 4,0 mm
yana) korteks uUzerindeki noktalara ve bir referans elektrot serebellum (zerine
vidalanarak yerlestirilmistir. In-vivo kayitlarin kindling sonrasinda yapilabilmesi igin
sag hemisfer ve bregma referans noktasi agikta kalacak sekilde Kortikal kayit elektrotlar
ve amigdalaya yerlestirilen uyar1 elektrodu sol hemisfer (zerinde dental akrilik
(Vertex™; Vertex-Dental, Hollanda) ile kafatasina sabitlenmis ve sonrasinda kesi yeri
dikilmistir (Dysilk 3/0). Cerrahi islemin hemen sonrasinda analjezi saglamak amaciyla
i.p. Iml/kg karprofen (5mg/kg; Rimadyl®; Pfizer) enjeksiyonu yapilmis, sivi kaybim
onlemek icin ise cilt altina 1lik % 0,9 NaCl (viicut agirliginin her 100 g basina 1 ml)
¢ozeltisi ile enjekte edilmistir. Ameliyat sonrasi donemde hayvanlarin genel durumu 1
haftalik dinlenme donemi boyunca takip edilmis, viicut agirliklariin %10’undan

fazlasin1 kaybeden hayvanlar caligmaya dahil edilmemistir.
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3.4. Kindling

Stereotaksik cerrahiden 1 hafta sonra kindling deneylerine baslanmistir. Once
AD esiklerini belirlemek amaciyla sicanlara baslangi¢ uyarisi olarak 50 pPA siddetinde
elektriksel akim (80 Hz ve 1 msn) sireli dalgalar seklinde, toplam 2 sn) uygulanmustir.
Bu uyarilar 50 pA’lik artiglarla ilk AD tetikleninceye kadar devam etmis, en az 2 sn
stire ile AD’nin tetiklendigi akim siddeti “AD egigi” olarak tanimlanmigtir. AD esigi her
hayvan icin tespit edildikten sonra hayvanlar 2 sn sire ile glinde iki defa sabah ve
aksam olmak iizere AD esik siddetinde bir elektriksel akim ile uyarilmislardir. Uyari
oncesi ve sonrasinda amigdala ve korteksten EEG kaydi alinmigtir ve uyari sonrasinda
AD sireleri kaydedilmistir. Her uyaridan sonra ortaya ¢ikan ndbet evresi Racine’in 5
evreli skalasina gore degerlendirilmistir (Racine 1972):

1. Evre; yuz ve biyik hareketleri,

2. Evre; ritmik bag hareketleri, basla onaylama hareketi,

3. Evre; tek tarafli 6n ekstremite klonusu,

4. Evre; iki tarafli 6n ekstremite klonusu,

5. Evre; bunlarla beraber denge kayb1 ve geriye diisme.
3.5. In-vivo Elektrofizyolojik Kayit

3.5.1. Anestezi ve cerrahi

Verilen en son kindling uyarisinin en az 1 saat sonrasinda hayvanlar ketamin (100
mg/kg; i.p.; (Ketasol®; Richterpharma) ve ksilazin (10 mg/kg; Rompun®; Bayer)
anestezisi ile uyutulmustur. Hayvanlar 1sitic1 battaniye ilizerine alinarak rektal prob
yerlestirilmis ve viicut sicakligi islem boyunca 36-37 °C’de tutulmustur. Pulse-
oksimetre hayvanlarin ayagina yerlestirilerek Oksijenasyon > %90, ve kalp atimi
dakikada 200-350 vurum olacak sekilde idame edilmistir. Anestezinin derinligi kornea
ve penge refleksleri ile dogrulandiktan sonra dorsal penil ven kateterizasyonuna

gecilmistir.

3.5.1.1. Dorsal Penil Ven Katerizasyonu

Penis geri cekilerek tzerindeki cilt ve dorsal ven (zerindeki subkitantz doku
temizlendikten sonra ven komsu dokulardan ayrilarak ortaya ¢ikarilmistir (Sekil 3.2A).
Etrafindaki dokulardan iyice temizlenen venin altindan biri proksimal digeri distal ucta

olacak sekilde iki kuclk parca ipek iplik gegirilmistir. Proksimaldeki iplik serbest
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birakilarak distal ugtaki sikica baglanmistir (Sekil 3.2B). Penil ven uzerinde cerrahi goz
makast ile kiiciik bir kesi olusturularak, 3 ml’lik enjektdre bagl sekilde ici serum
fizyolojik ile dolu, i¢ ¢ap1 0.8 mm olan PVC kanil ven igine en az 1,5 cm girecek
sekilde yerlestirilmistir. Kaniiliin yerlesimi enjektoriin geri ¢ekilerek kan gelmesi ve
kolay serum fizyolojik enjeksiyonu ile dogrulandiktan sonra kaniil sikica baglanarak in-
situ sekilde sabitlenmistir (Sekil 3.2C).

3.5.1.2. Trakeatomi

Goglis kemigi ¢ikintisinin hemen tizerinden orta hat boyunca cilt lizerine kiiglik
bir kesi (1-1,5 cm) atildiktan sonra kas tabakasi kiint diseksiyon ile ayrilarak trakea
ortaya c¢ikarilmigtir. Etrafindaki fasyal dokudan temizlenen trakea altina bir destek
konularak yiikseltilmistir (Sekil 3.2D). Iki parga iplik trakea’nin altindan gegirilerek
hafifce baglanmigtir. Trakea Kesisi, iki trakea halkasi arasinda olacak sekilde
yapildiktan sonra trakeaotomi tubu 0.5 cm proksimal trakea igine itilmistir. Trakea
etrafindaki iplikler ile 6nce dorsal sonra proksimaldeki u¢ olacak sekilde trakea ve tlp
baglanarak sabitlenmistir (Sekil 3.2E). Islem sonrasinda trakea icine tlibin girmesine
bagl olusabilecek kanama ve salgilardan temizlenmek amaciyla trakea bir enjektor ve

ucuna bagl kateter ile vakumlanmugtir.

Sekil 3-1: Dorsal Penil Ven Kateterizasyonu (A-B-C) ve Trakeatomi (D-E).
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3.5.1.3. Kranial Cerrahi

Trakeaotomi ve penil ven Kkateterizasyonunu takiben hayvanlar vibrasyon-izole
platform {izerinde bulunan stereotaksik alete yerlestirilerek kayit alinacak sag hemisfer
bregma referans noktasiyla birlikte ortaya ¢ikacak sekilde temizlenerek kranium ve dura
mater’in kaldirilmasi (kraniotomi ve duratomi) i¢in hazir hale getirilmistir. Bitln
cerrahi islemler boyunca hayvanlarin rektal viicut sicakliklar1 36,8- 37,2 °C derecede
termoregiilatorlii 1sitic1 battaniye (Fine Science Tools., Inc, Heidelberg, Germany) ile
sabit tutulmustur. igne seklindeki EKG elektrotlar1 bilateral olarak gogiis iizerine
yerlestirilerek kalp atimi dakikada 200-350 vurum olacak sekilde idame ettirilmistir.

Kraniotomi ve duratomi islemleri diseksiyon mikroskobu altinda (Leica) sag
hemisferde TRN (2,8 mm arkaya, 4,8 mm yana, 12,5° acili) ve VB talamus (3,6 mm
arkaya, 3,6 mm yana) koordinatlarinin (Paxinos ve Watson, 1998) bregma referans
noktasina gore isaretlendigi noktalarda yapilmistir (Sekil 3.2). Elektrotlarin girecegi
noktalarda kemik tizerinde yaklasik 0,5 mm ¢apinda yuvarlak bir pencere olusturacak
sekilde mikrodrill ile kemik doku c¢ikarilmistir. Bu isleme calisilan noktadaki kemik zar
haline gelip duradaki damarlar1 gosterecek kadar saydam olana kadar devam edilmistir
(Sekil 3.3D). igne forceps yardimiyla duraya temas eden zar halindeki kemik
elektrodoun girecegi noktada nazikce ¢ikarilmistir. Bunu takiben ortaya ¢ikan dura
mater, ucu kanca sekline getirilmis 26G enjektor ucu ile nazikg¢e delinmis ve sonrasinda
igne uglu forseps ile genisletirlerek elektrodun girisine hazir hale getirilmistir (Sekil
3.3E).

Kraniotomi ve duratomi sonrasinda agikta kalan kortikal alanlarin kurumasini
onlemek amaciyla yapay serebrospinal siviya (mM cinsinden: NaCl 137, KCL 3, CaCl;
1,3, NaH,PO4.H,0 1,13, MgCl,.6H,O 1, glukoz 11, NaHCO; 2,4, final PH 7,4)
batirilmis cerrahi mikro stingerler agilan bolgedeki korteks tizerine yerlestirilmistir. Bu
islemlerin ardindan noérolept anestezisi i¢in hazirlanan (300 g’lik hayvana saat basi
verilen miktar Gzerinden): D-tubokirarin (0,4mg; Sigma Aldrich), fentanil (0,375 pg;
Mayne Pharma), haloperidol (50 pg; Janssen) ve glukoz (25mg) karigimi ketamin-
ksilazin anestezisinin etkisi bitmeden penil vene yerlestirilen katater ile intravendz
olarak 0,5ml/saat hizinda verilmeye baslanmistir. Bu sirada hayvan trakea igine daha
once yerlestirilen bir prob ile ventilatére (SAR-830, CWE, Ardmore, ABD) baglanarak
dakikada 60-65 soluk alip verisi olacak sekilde suni solunuma baslanmistir. Norolept

anestezisinin derinligini sabit tutmak amaciyla hayvanin EEG, sicaklik ve kalp atim hiz1
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Sekil 3-2: Kindling ve in-vivo elektofizyolojik kayit islemleri icin yerlestirilen elektrotlarin
sematik olarak gosterilisi. Kranium tizerinde gri karelerle belirtilen bolgeler stereotaksik olarak
mikropipetlerin serbest¢e girisine olanak saglayacak sekilde agilmis mikro delikleri (¢ap1 0,8-1mm)
gostermektedir. Kranium Uzerindeki pembe alan kindling uyari ve kortikal EEG elektrotlarinin
sabitlenmesi i¢in dental akrilikle kapatilan alandir. Bregma ve sag hemisferin agik oldugu gériinmektedir.
A ve B ile gosterilen cizgiler mikropipetlerin hedeflendigi kayit bolgelerinin frontal kesitlerini isaret
etmektedir. Bu kesitlerin kaudal gériiniimlerinde bregmanin 2,8 mm arkasinda TRN (A) ve 3,6 mm
arkasinda ise VB (B) kayit bolgelerini hedefleyen mikroelektrotlarin giris pozisyonlar: goriilmektedir.
D’de kraniotominin genis, duratominin ise sadece mikropipetin girigsine olanak saglayacak kadar kiigiik
Olgiide yapilmasi gerektigi goriilmektedir. Duratominin yakindan goriiniisii E’de verilmistir. CD:
kraniotomi-duratomi, V: gorilen serebral ven, A: serebral ven (Pinault 2005 'ten degistirilerek alinmistir).
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(maksimum kabul edilebilir 350 atim/dakika) siirekli olarak in-vivo elektrofizyolojik
kayit boyunca izlenmistir. Elektrofizyolojik kayit seansina biitiin bu cerrahi islemlerin

bitiminden 1 saat sonra basglanmustir.

3.5.2. Elektrofizyolojik Tek Hiicre Kayitlari

Elektrofizyolojik kayit islemleri i¢in kullanilan mikropipetler 1,5 mm capinda
borosilikat cam kapillerden (30-0020; Hardvard Apparatus Ltd., UK ) vertical bir gekici
(Shutter Instruments) kullanilarak tretilmistir (Sekil 3-3). Herbirinin rezistans1 30-50
mQ olacak sekilde (u¢ ¢ap1 1-1,5 pm) hazirlanan cam mikropipetler kayit isleminin 24
saat oncesinde 1M CH3;COOK igerisinde ¢oziinmiis %1,5 N-(2 aminoetil) biotinamid
hidroklorir (Neurobiotin®; Vector labs, Burlingame, CA, USA) c¢o0zeltisi ile
doldurulmustur.

Doldurulan pipetler stereotaksik olarak hedeflenen bolge tzerindeki kemik ve
duradan temizlenmis mikrodelik icinde korteks yiizeyine temas edecek sekilde
yerlestirilmis ve bu nokta sifir kabul edilerek pipetler asagiya dogru indirilmeye
baglanmistir. Her bir pipet i¢inde bulunan tel ile amplifier’a (Cyber-Amp 380, Axon
Instruments, Union City, CA, ABD) baglanmistir. Eszamanli olarak iki mikropipet
(TRN ve VB) korteks ytizeyinden bir mikromauplator (Narishige; Tokyo, Japonya) ile
manuel olarak asagiya indirilerek, TRN i¢in duradan 5 mm ve VB talamik gekirdek icin
duradan 6 mm asagidaki seviyelerde yeterince yaklasabilinen saglikli néronlardan
ekstraseluler tek hicre kayitlari alinmigtir. Guriltustiz ve en az 10 dakika kayit
alinabilen istikrarli néronlar ¢alismaya dahil edilmistir. Noron kaydi sirasinda amigdala
ve korteksten surekli olarak EEG kaydi alimmustir. 10 dakika suire mikropipetin ucunda
sabit kalabilen nérondan kayit alindiktan sonra hayvanlara norolept anestezisi altinda
sol hemisferdeki amigdala elektrodu bir stimulatére baglanarak kindling uyarisi verilmis
ve kindling nobetinin TRN ve VB talamus ndronlarinda meydana getirdigi atesleme
degisiklikleri uyar ile indiiklenen ndbet boyunca ve ndbet sonrasinda en az 10 dakika

boyunca kaydedilmistir.
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Sekil 3-3: Elektrofizyolojik kayitlarda kullanmilan cam mikroelektrodun temel fiziksel
ozellikleri. F, flament.

Kayit isleminin bitiminde her hayvan icin, en son kayit alinan noéronlar (TRN ve
VB) histolojik verifikasyon ve hiicre morfolojisinin incelenmesi amaciyla jukstaseliler
izleyici mikroiyontoforez yontemi (Pinault 1996) kullanilarak isaretlenmistir. Bu
yontemde pipetin ucu ndéronun i¢inde degil néron membranina dokunur vaziyettedir
(jukstaseluler) (Sekil 3.5A). Bu sirada noéron membranina mikropipet ile 0,5-8 nA
arasinda degisen siddette pozitif akimlar her 200 msn’de bir verilip kapatilarak, 10-15
dakika boyunca uygulanmistir (Sekil 3.5D). Bu yontem, pipet icindeki izleyici
maddenin (Norobiotin) hiicrenin pozitif akima verdigi atesleme cevabiyla birlikte
mikroiyontoforez ile néron boyunca ilerleyerek noron ¢ekirdegini ve aksonunu
boyamas1 esasina dayanmaktadir. Verilen pozitif darbeler sirasinda néronun atesleme
cevabinin devam etmesi gerekmektedir (Sekil 3.5C). Atesleme cevabi olmayan
noronlar, akimla birlikte néron membraninin zarar goérmesi nedeniyle ya da uyari
sirasinda noronlarin pipetin ucundan ayrilma olasiligi nedeniyle isaretlenememektedir.
Iyi bir isaretlemede en az 10 dakika boyunca ndron pipet ucunda kalmali ve verilen
pozitif darbelerle senkronize bicimde ateslemelidir (Pinault, 1996). Sirenin bitiminde,
mikropipetler néronun zarar gérmesini engellemek amaciyla nazik bir sekilde hiicreden
uzaklagtirllmiglardir. Sekil 3.5B’de norobiotin ile hiicre gévdesi ve dendritleri boyanan

VB hicresi gorilmektedir.
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Sekil 3-4: Jukstaseliiler yontemi ile néronlarin isaretlenmesi. Pipet ucuna en yakin olan néron (A)
0,5-8 nA arasinda verilen pozitif akimlarla isaretlenir (B). Bu sirada elektrofizyolojik (C) olarak ve
akimin verildigi zaman araliklarinda (D ) hiicre davranisi izlenir.

3.5.3. Otenazi ve Transkardial Perfiizyon
Elektrofizyolojik kayitlarin ~ bitiminde en son kayit alinan hiicrenin

isaretlenmesini takiben yarim saat igerisinde hayvanlar i.v yoldan yilksek doz
pentobarbital (Lethobarb; Virbac; Avustralya) verildikten sonra transkardiak olarak
fosfat tamponu (PBS; 10mM, % 0,9 NaCl, pH: 7,45; 250 ml) ve sonrasinda 500 ml % 4
paraformaldehit (PFA) igeren fiksatif ile perfiize edilmislerdir. Beyin ¢ikarildiktan
sonra post fiksasyon i¢in tekrar % 4’luk PFA soliisyonunda + 4 °C’de 24 saat

bekletilmistir.
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3.5.4. Histoloji

Fikse edilen beyinlerden vibrotom (Vibratome™, St Louis, MO, USA) ile 100
um kalinliginda koronal kesitler alinmis ve sirasiyla 10 mM PBS iginde toplanmustir.
Alinan kesitlerdeki isaretlenmis noronlardaki izleyici maddenin tespiti, hiicre
morfolojisi ve yerlesimin anlasilmasi amaciyla standard diaminobenzidin (DAB; SK-
4100; DAB substrate Kit for Peroxidase; Vector labs, Burlingame, CA, USA) yontemi
kullanilmistir. PBS i¢ine alinan kesitler oda sicakliginda ti¢ kez 10’ar dakika ara ile 10
mM PBS ile yikanmigtir. Sonrasina yikanan kesitler tizerine 10 ml 10mM PBS iginde;
1:100 avidin-biotin-peroksidaz kompleksi (Vectastain ABC Kit; Vector labs,
Burlingame, CA, USA), % 0,3 Triton X-100 bulunan soliisyon eklenerek +4°C’de
calkalayici tizerinde bir gece inkiibasyona birakilmigtir. Ertesi gln Kkesitler oda
sicakliginda 3 kez 10 mM PBS ile yikandiktan sonra DAB peroksidaz kiti ile muamele
edilerek izleyici madde boyanmistir. Bu enzimatik reaksiyon sonucunda izleyici madde
ile isaretlenen néron goriiniir hale gelmistir (Horikawa ve Armstrong, 1988). Bu islem
sirasinda agik kahverengiye doniisen kesitler iizerine ¢cesme suyu eklenerek DAB
reaksiyonu durdurulmus ve ¢esme suyu ile kesitler yikanarak DAB uzaklastirilmistir.
Boyanan kesitler her bir lamda 6 kesit olacak sekilde sirasiyla jelatinli lamlara
alinmislar ve 1 gece kurumaya birakilmiglardir. Lamlardaki kuruyan kesitler DPX
(Fluka) ile kapatilarak tekrar kurumaya birakilmistir. Boyanan kesitlerdeki isaretlenmis
noronun yeri 151k mikroskobu altinda (Leica) si¢an beyin atlas1 kullanilarak belirlenmis,
yerlesimi hedeflenen bélgede olan hiicrelerin yeri ve morfolojisi belirlenmistir (Paxinos

ve Watson, 1986).

3.5.5. Data Analizi

Calismada elde edilen biitiin veriler ortalama + ortalamanin Standard hatasi

(SEM) olarak verilmistir. Istatistiksel anlamlilik derecesi p<0.05 olarak kabul edilmistir.

3.5.5.1. Elektrofizyolojik kayitlarin analizi

Interiktal ve iktal dénemdeki hiicresel aktivite pClamp-Clampfit 10.2 programi
(Axon Instruments) ile analiz edilmistir. interiktal donem GAERS grubu icin iki DDD
(iktus=nobet) arasindaki donem, NEK grubu i¢in ise kortikal EEG’de DDD
gozlenmediginden senkronize herhangi bir osilasyonun EEG’de izlenmedigi donem

olarak belirlenmistir.
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Gruplarda tek bir noron ateslemesinin interiktal analizi igcin EEG’de secilen g

ayr1 zaman diliminde;

1.
2.

Toplam aksiyon potansiyeli (AP) sayist

Burst sayisi: 4 milisaniye icerisinde en az 2 AP’den olusan desarj grubu bir
burst olarak kabul edilmistir. Burst icindeki her bir AP’ye ise “olay” adi
verilmigtir. Sekil 3.6’da secilen zaman diliminde analiz 6rneklenmistir.
Ortalama atesleme frekansi. Ayrik AP sayisimin analiz edilen zaman
dilimine bolinmesiyle hesaplanmistir. Ayrik AP sayisi ise; Toplam AP
sayisindan, burst i¢indeki AP sayisinin ¢ikarilip, bulunan degere burst
sayisinin eklenmesi ile bulunmustur. Sekil 3.6’da bir 6rnek verilmistir.

Burst ylizdesi: Burst sayisinin ayrik AP sayisimnina bolinip, 100 ile
carpilmasiyla hesaplanmistir.

Burst basina diigsen ortalama AP sayisi: Burst igindeki toplam AP sayisinin
burst sayisina boliinmesiyle hesaplanmustir.

Burst basina diisen maksimum sayidaki AP sayisi: Analiz edilen zaman
dilimi igerisinde bir burst i¢indeki en fazla AP sayisi.

Intraburst (burst i¢indeki) atesleme frekansi (Hz): Burst igindeki toplam AP
sayisinin burst siiresine boliinmesiyle hesaplanmustir.

Ortalama AP suresi: Tek bir AP’nin izoelektrik hatti kestigi iki nokta
arasidaki uzaklik milisaniye olarak hesaplanarak AP siiresi olarak

kaydedilmistir.

Student-t testi, yukarida analiz edilen parametrelerin gruplar arasinda

karsilastirilmasinda kullanilmistir.

3.5.5.2. Hucre morfolojisinin analizi

Izleyici madde ile doldurulmus noronlar 151k mikroskobu (E600 Nikon) altinda

analiz edilmis ve yerlesimler sican beyin atlas1 kullanilarak dogrulanmistir (Paxinos ve

Watson, 1998).
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Burst#l
8 AP

Burst#2
10 AP

AP/olay sayisi: 28

Burst sayisi: 2

Burst igindeki AP/sayisi: 18
Ayrik olay sayis1:28-1842=12

50 msn

1mV

Sekil 3-5: Noron Atesleme Ozelliklerinin Analizi. A’da analiz edilen zaman dilimindeki her bir aksiyon
potansiyeli iist iiste gelecek sekilde gosterilmistir. Sekil baginda ve sonunda bulunan oklar analiz edilen
zaman diliminin baslangi¢ ve bitisini igaret etmektedir.
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4. BULGULAR

Calismada sol bazolateral amigdalaya kronik olarak uyari elektrodu yerlestirilen
GAERS ve NEK si¢anlardan norolept anestezisi altinda in-vivo kosullarda ekstraseluler
tek hiicre kaydi ve eszamanli olarak EEG kaydi alinmistir. Ekstraseliiler kayitlar absans
nobetlerin altinda yatan osilator talamokortikal ritimlerin ortaya ¢ikisinda ve
strddrdlmesinde rol oynayan talamus cekirdekleri olan TRN ve VB talamustan

alinmistir.

4.1. Ekstraseliiler Tek Hiicre Interiktal Atesleme Ozellikleri

Kontrol grubundaki hayvanlardan (GAERS ve NEK) AD esik tespitini, kindling
grubundaki hayvanlardan ise verilen maksimum sayidaki kindling uyarilarini takiben
absans nobetlerin ortaya ¢ikigindan sorumlu talamus cekirdeklerinden (TRN ve VB) in-
vivo kosullarda ekstraseliiler tek hiicre kayitlari alinmis ve atesleme 6zellikleri analiz

edilmistir.

4.1.1. Kontrol TRN Hiicrelerinin Interiktal Atesleme Ozellikleri

Interiktal dénemde kindling uyarisi verilmeyen NEK-kontrol (n=10 hiicre, 5
hayvan) ve GAERS-kontrol (n=7 hiicre, 4 hayvan) grubundaki TRN hicreleri analiz
edilen 6zellikler bakimindan (ortalama atesleme frekansi, burst yiizdesi, burst basina
diisen maksimum AP sayisi, burst basina diisen ortalama AP sayisi, intraburst atesleme

frekansi) birbirlerine gore anlamli bir farklilik gostermemislerdir (Tablo 4.1).

TRN hicrelerinin ortalama AP siresinin  NEK-kontrol grubunda ortalama
0,6£0,04 msn (median; 0.58 msn), GAERS-kontrol grubunda ise 0,6+0,03 msn (median;
0.55 msn) oldugu bulunmustur. Sekil 4.1’de TRN hiicrelerine ait AP siirelerinin NEK-
kontrol ve GAERS-kontrol gruplarinda TRN hiicre sayisina gore dagilimi verilmistir.
Her iki grupta da TRN hiicrelerinin gogunlugunun AP siiresinin 0,4-0,6 msn arasinda

oldugu goriilmektedir.

Interiktal donemde TRN hiicrelerinin hem NEK-kontrol hem de GAERS-
kontrol grubunda ateslemelerinin tonik modda, tek tek aksiyon potansiyellerinden

olustugu ya da kisa siireli burst ve onu takiben tek tek AP’lerden olustugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.2’de NEK-kontrol (A) ve GAERS-kontrol (B) gruplarindaki TRN hiicre

ateslemelerine ait kayit 6rnekleri verilmistir.

4.1.2. Kindling TRN Hiicrelerinin Interiktal Atesleme Ozellikleri

Kindling uyarilar1 sonrasinda NEK-kindling grubundaki (n=10 hicre, 6 hayvan)
TRN ateslemeleri kendi kontrol grubuna kiyasla daha diisiik frekansli ve daha c¢ok,
burst seklinde ateslemelerin goriildiigii epileptiform bir hale gelmistir. NEK-kindling
grubuyla esit sayida uyari alan GAERS-kindling (n=18 hiicre, 5 hayvan) grubunda
ortalama atesleme freksinda kendi kontroliine gore anlamli bir fark bulunmaz iken,
burst yuzdesi, burst basina diisen ortalama AP sayisi ve intraburst atesleme frekansinda

istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir (Tablo 4.1; Sekil 4.3).

NEK-kindling ve GAERS-kindling gruplar1 birbirleri ile karsilastirildiginda
analiz edilen tiim parametrelerde istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur.
Kindling uyarilar1 sonrasinda NEK-kindling grubunda TRN ateslemelerinin daha ¢ok
burst seklinde meydana gelmesi, diger bir deyisle burst ylizdesinin artmasi, GAERS-
kindling grubunda atesleme frekansinin artarak burst yiizdesinin azalmasi iki grup
arasinda anlaml farklilik gostermistir (Sekil 4.4) ve bu farklilik kayitlarda gorsel olarak

da anlasilmaktadir.

TRN hcrelerinin ortalama AP suresinin NEK-kindling grubunda ortalama
0,54+0,04 msn (median; 0.53 msn), GAERS-kindling grubunda ise 0,59+0,1 msn
(median; 0.65 msn) oldugu bulunmustur. Bu degerler kontrol gruplarindaki degerlere
daha diisiik olmakla birlikte gore anlamli farklilik gdstermemigstir. Sekil 4.5°te TRN
hicrelerine ait AP surelerinin NEK-kindling ve GAERS-kindling gruplarinda TRN

hiicre sayisina gore dagilimi verilmistir.

4.1.3. GAERS’lerde DDD Sirasindaki Iktal TRN Aktivitesi

GAERS’lerde EEG’de DDD ortaya ¢iktigit anda (iktal doénemde) TRN
noronlarmin birden bire ritmik, yiiksek frekansli, burst modunda ateslemeye
basladiklart  ve bu ateslemenin DDD bitene kadar ritmik olarak devam ettigi
gOzlenmistir (Sekil 4-6A-Al). Her bir burst bir DDD kompleksine eslik etmekte ve
DDD ile aym frekansta ateslemektedir (Sekil 4-6B) Yiiksek frekansli burst
ateslemelerinin siiresi 25.9 +4.8 msn, ortalama intraburst frekans1 301 +48 Hz, ve burst

basina diisen AP sayisinin 6 ile 15 arasinda degisen sayida oldugu bulunmustur.



Tablo 4-1: TRN Néronlarmin interiktal Atesleme Ozellikleri
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Analiz edilen NEK GAERS NEK GAERS

parametreler /Gruplar Kontrol Kontrol Kindling Kindling
(n=10 hiicre, 5 (n=7 hiicre, 4 (n=10 hiicre, 6 (n=18 hiicre, 5

hayvan) hayvan) hayvan) hayvan)

Atesleme Frekansi 12,942,6 7,33,4 4,7+1,5" 14,2427

Burst Yiizdesi 11,8+ 5,7 24+7,4 33,4+7,2° 8,7+2,8" "

Burst basina diisen 3,240,3 5,2+1,3 4,5+0,5 3,010,3**’ !

ortalama AP sayisi

Burst basina diisen 4,610,5 6,6+1,6 6,8i0,8° 4,5i0,7*

maksimum AP sayisi

Intraburst Atesleme 381,4+25,1 383,9+28 386,5+22,6 | 316,8+13,3 '

Frekansi

Veriler ortalama ortalamanin standard hatasi (SEM) seklinde ifade edilmistir.

* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, NEK-kindling ve GAERS-kindling gruplar1 arasindaki statistiksel anlamli fark.

° p<0.05, ° ° p<0.01, NEK-kontrol ve NEK-kindling gruplari arasindaki

istatistiksel anlamli fark.

1 p<0.05, GAERS-kontrol ve GAERS-kindling gruplari arasindaki istatistiksel olarak anlamli fark. AP: Aksiyon

potansiyeli
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0.5mV
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Sekil 4-1: NEK-kontrol ve GAERS-kontrol gruplarinda TRN hiicrelerine ait AP siireleri.
TRN hiicresine ait AP egrisi (A) ve TRN hiicresi (B) verilmistir. NEK-kontrol ve GAERS-kontrol
gruplarinda TRN hiicre sayisinin AP sirelerine (msn) gore dagilimi verilmistir (C).
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NEK TRN hiicresi

Kortikal EEG

TRN hiicresi

Kortikal EEG
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| ” | l || I ‘ l '\/L/HJ TRN hiicresi

SN e Y Y Kortikal EEG

DDD

Sekil 4-2: Kontrol NEK (A) ve GAERS (B) gruplarindan kaydedilen TRN hiicrelerinin

interiktal atesleme ozellikleri. 2 saniyelik periyodlar acilmis sekilde her grup icin gdsterilmistir.
GAERS (B) grubunda DDD sirasinda TRN ateslemesinde meydana gelen degisiklik goriilmektedir.
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Sekil 4-3: Kindling uyarilar1 sonrasinda NEK-kindling
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TRN hiicresi

Kortikal EEG

TRN hiicresi

Kortikal EEG

TRN hiicresi

Kortikal EEG

TEN hiicresi

Kortikal EEG

(A) ve GAERS-kindling (B)

gruplarindan kaydedilen TRN hiicrelerinin interiktal atesleme ozellikleri. 2

saniyelik periyodlar a¢ilmis sekilde her grup i¢in gosterilmistir.
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Sekil 4-4: TRN noronlarinin interiktal atesleme o6zellikleri. Atesleme frekansi (A), Burst yiizdesi
(B), Burst bagina diisen ortalama AP sayis1 (C), Burst bagina diigen maksimum AP sayis1 (D) ve
Intraburst frekansi (E) 6zellikleri bakimindan tiim gruplar karsilastirilmustir. En altta NEK-kindling (F) ve
GAERS-kindling (G) gruplarina ait kayit 6rnekleri verilmistir * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, NEK-
kindling ve GAERS-kindling gruplar: arasindaki statistiksel anlamli fark. ° p<0.05, ° °p<0.01,°°°
p<0.001, NEK-kontrol ve NEK-kindling gruplar: arasindaki istatistiksel anlaml fark. ~ { p<0.05,

GAERS-kontrol ve GAERS-kindling gruplari arasindaki istatistiksel olarak anlamli fark. AP: Aksiyon
potansiyeli
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2% NEK-Kindling
#% GAERS-kindling

Sekil 4-5: NEK-kindling ve GAERS-kindling gruplarinda TRN hiicrelerine ait AP siireleri.
NEK-kindling ve GAERS-kindling gruplarinda TRN hiicre sayisinin AP siirelerine (msn) gore dagilim

verilmistir.
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4.1.4. Kontrol VB Talamus Hiicrelerinin interiktal Atesleme Ozellikleri

interiktal dénemde kindling uyaris1 verilmeyen NEK-kontrol (n=8 hiicre, 5
hayvan) grubunda VB talamus hicrelerinin ortalama atesleme frekansi 3,8 0,7 Hz ve
burst basina diisen ortalama aksiyon potansiyeli sayisi 2,7+0,2 olarak bulunmustur.
GAERS-kontrol (n=10 hiicre, 5 hayvan) grubundaki ise VB talamus hcrelerinin
ortalama atesleme frekansi 14,3+3,1 Hz ve Dburst basina diisen ortalama aksiyon
potansiyeli sayist 2,3+0,1 olarak bulunmus ve gruplar arasinda anlamli farklilik
gosterilmistir. (Tablo 4.2). Analiz edilen diger parametrelerde bulunan farkliliklar ise

anlamlilik gostermemistir.

VB hiicrelerinin AP sureleri NEK-kontrol grubunda ortalama 1,1+0,1 msn,
(median; 0,99 msn) GAERS grubunda ise 1,0£0,1 msn (median; 1,05 msn) olarak
bulunmustur. Sekil 4.7’de VB talamus hiicrelerine ait AP siirelerinin NEK-kontrol ve

GAERS-kontrol gruplarinda VB talamus hiicre sayisina gore dagilimi verilmistir.

Interiktal désnemde VB talamus hticreleri hem NEK-kontrol hem de GAERS-
kontrol grubunda diizensiz tek tek AP’lerden olusan tonik atesleme tarzinda bazen de
birka¢ AP’nin biraraya gelmesiyle olusan burst seklinde yiiksek frekansli (en fazla 500
Hz) atesleme aktivitesinde bulunmustur (Sekil 4.8).

4.1.5. Kindling VB Talamus Hiicrelerinin Interiktal Atesleme Ozellikleri

Kindling uyarilar1 sonrasinda NEK-kindling grubundaki (n=20 hicre, 9 hayvan)
VB talamik hiicreler kendi kontrol grubuna gore kiyaslandiginda yalnizca intraburst
atesleme frekansinin anlami derece arttig1 gozlenmis, analiz edilen diger parametrelerde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gdzlenmemistir. Ayni sayida uyart alan
GAERS-kindling (n=11 hiicre, 6 hayvan) grubu kendi kontroliine gére kiyaslandiginda
analiz edilen bittn parametrelerde bir azalma gozlenirken, burst yiizdesinin anlamli
derecede azaldigi bulunmustur. VB talamus noronlarinin interiktal atesleme 6zellikleri

ayrintili olarak Tablo 4.2°de verilmistir.

NEK-kindling ve GAERS-kindling gruplarina bakildiginda ise analiz edilen tim
parametreler yoninden birbirlerine gore istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermislerdir (Sekil 4.9). NEK-kindling grubunda VB talamik hiicrelerinin GAERS-
kindling grubundaki VB talamus hiicrelerine kiyasla daha yavas frekansta ve daha ¢ok

burst seklinde epileptiform bir atesleme paterni izlenmistir.
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Sekil 4.10’da VB talamus hiicrelerinin interiktal &zellikleri analize edilen

parametreler bakimindan tiim gruplar1 karsilastiracak sekilde verilmistir.

NEK-kindling ve GAERS-kindling gruplarindaki AP siiresi ise her iki grupta da
1,2+0,1 msn olarak bulunmus, kontrol grubuna goére anlaml bir farklilik géstermemistir
Sekil 4-11’de  NEK-kindling ve GAERS-kindling gruplarinda VB talamus hicrelerin

AP siirelerine gore dagilimi verilmistir.



Tablo 4-2: VB Talamus Néronlarimin interiktal Atesleme Ozellikleri
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Analiz edilen NEK GAERS NEK GAERS

parametreler /Gruplar Kontrol Kontrol Kindling Kindling
(n=8 hiicre, 5 (n=10 hiicre, 5 (n=20 hiicre, 9 (n=11 hiicre, 6

hayvan) hayvan) hayvan) hayvan)

Atesleme Frekansi 3,8 0,7 14,3+3,1* 5,9+1,7 12,142,4"

Burst Yiizdesi 15,7+ 6,6 4,341,3 24,7+4,9 1,0¢0,4 7"

Burst basina diisen 2,7+0,2 2,310,1# 2,940,2 2,210,2**

ortalama AP sayisi

Burst basina diisen 3,910,3 3,510,4 4,2+0,2 2,6£0,3° "

maksimum AP sayisi

Intraburst Atesleme 296,5+22,5 310,5¢12 | 384,5+14,9" | 285,9+10,8

Frekansi

Veriler ortalama + ortalamanin standard hatas1 (SEM) seklinde ifade edilmistir.

* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, NEK-kindling ve GAERS-kindling gruplar: arasindaki statistiksel anlamli fark.
° °p<0.01, NEK-kontrol ve NEK-kindling gruplari arasindaki istatistiksel anlamli fark.

T p<0.05, GAERS-kontrol ve GAERS-kindling gruplari arasindaki istatistiksel olarak anlamli fark.

#p <0.05,##p <0.01, NEK-kontrol ve GAERS-kontrol gruplari arasindaki istatistiksel olarak anlamli fark.

AP: Aksiyon potansiyeli.
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0.5mvVv
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C VB Talamus Hiicresi AP sreleri
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G
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g 2222 NEK-kontrol
g 4 ## GAERS-kontrol
T

AP siiresi (msn)

Sekil 4-7: NEK-kontrol ve GAERS-kontrol gruplarinda VB thalamus hiicrelerine ait AP

sureleri. VB talamus hiicresine ait AP egrisi (A) ve Vb thalamus hiicresi (B) verilmistir. NEK-kontrol
ve GAERS-kontrol gruplarinda VB thalamus hiicre sayisinin AP siirelerine (msn) gore dagilimu
verilmistir (C).
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Kortikal EEG
A

GAERS

VB hiicresi

Kortikal EEG

Z2mV

Sekil 4-8: Kontrol NEK (A) ve GAERS (B) gruplarindan kaydedilen VB talamus

hiicrelerinin interiktal atesleme o6zellikleri. 4 saniyelik periyodlar agilmis sekilde her grup
icin gosterilmistir. GAERS (B) grubunda DDD sirasinda VB ateslemesinde meydana gelen degisiklik
gorulmektedir.
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Sekil 4-9:Kindling wuyarilannt sonrasinda NEK-kindling (A) ve GAERS-kindling (B)
gruplarindan kaydedilen VB thalamus hiicrelerinin interiktal atesleme
Ozellikleri. 4 saniyelik periyodlar agilmis sekilde her grup icin gésterilmistir.
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Sekil 4-10: VB Talamus Noéronlarmmin interiktal Atesleme Ozellikleri. Atesleme frekanst (A),
Burst ylizdesi (B) Burst basina diisen ortalama AP sayis1 (C), Burst basina diisen maksimum AP sayisi
(D) ve Intraburst frekansi (E) 6zellikleri bakimindan tiim gruplar karsilastirilnustir. * p<0.05, ** p<0.01,
***p<0.001, NEK-kindling ve GAERS-kindling gruplart arasindaki statistiksel anlamli fark.
°° p<0.01, NEK-kontrol ve NEK-kindling gruplari arasindaki istatistiksel anlamli fark.
+ p<0.05, GAERS-kontrol ve GAERS-kindling gruplari arasindaki istatistiksel olarak anlamli fark.
#p <0.05,*#p <0.01, NEK-kontrol ve GAERS-kontrol gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli
fark. AP: Aksiyon potansiyeli.
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Sekil 4-11: NEK-kindling ve GAERS-kindling gruplarinda VB thalamus hiicrelerine ait

AP slireleri. NEK-kindling ve GAERS-kindling gruplarinda VB thalamus hiicre sayisimn AP
stirelerine (msn) gore dagilimi verilmistir.
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4.2. Kindling NObeti Sirasindaki Hicresel Aktivite

Kindling stireci boyunca toplam 30 adet uyar1 alan NEK-kindling ve GAERS-
kindling gruplarindaki hayvanlar nérolept anestezisi altinda in-vivo ekstraselller tek
hiicre kayitlar1 sirasinda amigdalada bulunan uyar1 elektrodu ile bir stimiilatore
baglanarak uyarilmiglardir. Herbir hayvan icin AD esik siddetinde verilen elektrisel
uyari, amigdala ve kortekste EEG’de izlenen diken desarlarla karakterize ndbet
aktivitesini indiiklerken bu sirada kayit alinan talamik hiicrelerde (TRN ve VB)

atesleme degisikliklerine neden olmustur.

4.2.1. Kindling nobeti sirasinda TRN Hiicrelerinde Meydana Gelen Atesleme
Degisiklikleri

Noroleptik anestezi altinda NEK-kindling ve GAERS-kindling gruplarina verilen
elektriksel uyarilar EEG’de izlenen bir nobet aktivitesi olusturmustur. Indiiklenen nGbet
stiresi NEK-kindling grubnda 43,314 sn, GAERS- kindling grubunda ise 40,9+9,2 sn
olarak bulunmustur. Kindling ndbeti sirasinda NEK-kindling grubundaki hayvanlarin
(n=10, 6 hayvan) TRN noronlarinda kindling uyarisi ndbetin hemen baglangicinda
atesleme degisikligine neden olmus, TRN hiicrelerinin AP desarjlart EEG’deki diken
desarjlar ile eszamanli, ritmik senkronize ateslemeler gostermislerdir (Sekil 4.12A).
GAERS-kindling grubunda ise (n=18 hicre, 5 hayvan) verilen kindlig uyaristi TRN
hiicrelerinde nobet baslangicinda belirgin bir degisiklige neden olmazken, nébetin
sonlarina dogru NEK’lere kiyasla gecikmeli olarak kisa stireli, EEG’deki diken desarjlar
ile eszamanli senkronize ve ritmik atesleme gostermislerdir (Sekil 4.12B). NEK-
kindling grubunda TRN néronlarinin AP desarjlart uyaridan 6,0+1,3 sn sonra nobet ile
senkronize ve ritmik bir hal almistir. GAERS-kindling grubunda ise 15,5+2,1 sn olan bu
sire NEK-kindling grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede uzun
bulunmustur (p=0.004). TRN htcreleri her iki grupta nobet sirasinda burst modunda
ateslemeler gdstermistir. Ik burst modundaki atesleme NEK-kindling grubunda uyar
sonrasindan 3,94+0,6 sn, GAERS-kindling grubunda ise 7,8+1,0 sn olarak NEK-kindling

grubuna kiyasla anlamli derecede uzun bulunmustur (p=0,01).
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Sekil 4-12. Sekil yazisi icin arka sayfaya bakiniz.
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4.2.2. Kindling nobeti sirasinda VB Talamus Huicrelerinde Meydana Gelen

Atesleme Degisiklikleri

Kindling nobeti sirasinda NEK-kindling grubundaki hayvanlarda (n=20, 9
hayvan) VB talamus ndéronlar1 nobetin sonlarinda etkilenmis ve Kkortikal diken
desarjlarla eszamanli ateslemeler gostermistir (Sekil 4.13A). Buna karsilik GAERS-
kindling grubunda (n=11 hiicre, 6 hayvan) VB hiicreleri ndbetin hemen baslangicinda
etkilenerek Kkortikal desarjlar ile senkronize ritmik patlama tarzinda ateslemeler
gostermiglerdir (Sekil 4.13B). NEK-kindling grubunda VB talamus ndronlarinin AP
desarjlart uyaridan 14,943,2 sn sonra nobet ile senkronize ve ritmik bir hal almistir.
GAERS-kindling grubunda ise 4,5+0,7 sn olan bu stire NEK-kindling grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede kisa bulunmustur (p=0.01). VB talamus hiicreleri
her iki grupta ndbet sirasinda burst modunda, ateslemeler gostermistir. ilk burst
modundaki atesleme NEK-kindling grubunda uyar1 sonrasindan 5,3£1,1 sn, GAERS-
kindling grubunda ise 2,6+0,3 sn olarak daha kisa bulunmus ancak aradaki fark

istatistiksel olarak anlamlilik gostermemistir (p=0,06).

Sekil 4-12: Kindling nébeti sirasinda TRN hiicrelerinde meydana gelen atesleme

degisiklikleri. NEK-kindling (A) ve GAERS-kindling (B) gruplarinda uyar1 éncesi ve uyar1 sonrast
donem orneklenmistir. Kutu i¢ine alinmig 10 sn’lik zaman dilimleri NEK (A) ve GAERS (B) grubundaki
hayvanlar igin ayri ayri olarak alttaki traselerde agilmig sekilde verilmistir. NEK grubunda uyar1 sonrasi
donemde olusan burst modundaki ateslemelerden bir tanesi ‘%’ ile isaretlenerek acik sekilde yan tarafta
verilmistir. Burst igindeki ilk AP ile son AP arasindaki fark 36.85 msn olarak hesaplanmustir. Seklin sag
iist kdsesinde amigdalada bulunan uyari elektrodu ile kayit alinan cam elektrodun yerlesimleri sigan atlasi
tizerinde sematize edilmistir.
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Sekil 4-13. Sekil yazisi icin arka sayfaya bakiniz.
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4.3. Jukstaselller olarak isaretlenen TRN ve VB Talamus Hdcrelerinin
Morfolojik Ozellikleri

Noroleptik anestezi altinda in-vivo kosullarda kayit edilen TRN ve VB talamus
hiicreleri kayit bitiminde norobiotin ile doldurulmus cam pipetler araciligr ile

jukstaseliiler isaretleme teknigi kullanilarak (Pinault 1996) belirlenmistir (Sekil 3.4).

Kayit bitiminde jukstaseliiler isaretleme yapilan 20 hiicreden 10 tanesi basarili
sekilde belirlenerek mikroskop altinda incelemistir. Kayit islemi sonunda izleyici
madde ile doldurulan TRN noronlarmin 1sik mikroskonu altinda bipolar, yuvarlak
govdeli, noron govdesinden primer olarak ¢ikan ve diken seklinde dallanan uzun
dentritlerden olustugu ve dentritlerin kendi iginde 3-5 dala ayrildig1 gézlenmistir (Sekil
4.14). TRN noronlarinin aksonlar1 tam olarak izleyici madde ile dolmadig igin hiicre

aksonlar1 mikroskop altinda segilememistir.

Isaretleme yapilan 25 VB talamus hiicresinden 10 tanesi mikroskop altinda
incelenebilmistir. VB talamus néronlarinin 151k mikroskobu altinda TRN hcrelerine
gore daha buyik, bushy tipte, multipolar, yuvarlak goévdeli oldugu, dentritlerin ise
hiicre govdesinden uzaklastikca kendi iginde giderek daha ¢ok dallanma gosterdigi

gozlenmistir (Sekil 4-14).

Sekil 4-13: Kindling nobeti sirasinda VB thalamus hiicrelerinde meydana gelen atesleme
degisiklikleri. NEK-kindling (A) ve GAERS-kindling (B) gruplarinda uyar1 éncesi ve uyari sonrasi
donem oOrneklenmistir. Kutu igine alinmig 10 saniyelik zaman dilimleri NEK (A) ve GAERS (B)
grubundaki hayvanlar i¢in ayr1 ayri olarak alttaki traselerde agilmus sekilde verilmistir.
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Sekil 4-14: Jukstaseliiler isaretleme yontemi ile boyanan TRN (A-B) ve VB talamus (D-E)

hlcreleri. Resimlerde 151k mikroskobu altinda x40 biiyiitme ile ndrobiotin ile isaretlenen TRN ve VB
talamus hiicrelerinin karaktestik dzellikleri gérilmektedir.
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5. TARTISMA

GAERS ve NEK sicanlarda kindling surecinin talamokortikal dongudeki tek bir
ndronun atesleme paterni (zerindeki etkisinin in-vivo kosullarda incelendigi bu ilk ve

0zgiin ¢alismada elde edilen ana bulgular soyle 6zetlenebilir:

1. Kindling uyarilar1 NEK sicanlarda TRN hicrelerinin diisiik frekansli,
cogunlukla burst seklinde epileptiform ateslemeler godstermesine neden
olurken bu degisiklikler ayn1 sayida wuyar1 alan GAERS’lerde

gozlenmemistir.

2. Kindling nobeti sirasinda TRN noéronlar1 NEK siganlarda nobetin hemen
baslangicinda kortikal diken desarjlar ile senkronize ritmik atesleme

degisikligi gosterirken bu durum GAERS’lerde gézlenmemistir.

3. Kindling uyarilari NEK sicanlarda VB talamus noronlarinin atesleme
paterninde belirgin bir degisiklige neden olmazken GAERS’lerde burst

yiizdesinin azalmasina neden olmustur.

4. Kindling nobeti sirasinda VB talamus néronlarit NEK siganlarda nébetin
sonlarinda kortikal diken desarjlar ile senkronize ritmik atesleme degisikligi
gosterirken GAERS’lerde nobetin hemen basinda nobete eslik eder tarzda

ritmik ve burst seklinde ateslemeler gostermislerdir.

Bu boliimde yukaridaki ana bulgular dogrultusunda kindling surecinde limbik
nobetin sekonder jeneralizasyonu ile senkronize talamokortikal dongi ritmleri
arasindaki iliski GAERS susu sigcanlarda gortlen kindling direnci Uzerinden

tartigilacaktir.

5.1. GAERS’lerde Kindling Direnci

Calismada AD esik siddetinde geleneksel kindling protokolii uygulanan NEK
siganlarda 30 uyarinin sonunda sekonder jeneralize motor konvilsiyonlar (Evre 5)
goriilmiis GAERS’ler ise daha 6nce yapilan ¢aligmalar ile uyumlu olarak (Eskazan ve
ark. 2002) verilen ayn1 sayidaki uyariya ragmen lokal olarak baslayan nobetin sekonder
jeneralizasyonuna direng gostererek 2. evre nobet seviyesinde kalmislardir. Ancak bir

hayvanda bu dire¢ kismi olarak kirilmis ve bu hayvanda fokal baslayan kindling nébeti
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jeneralize olarak hayvan 4. evre nobet seviyesine ulagmistir. Yapilan galigsmalarda
genetik absans epilepsili siganlar arasinda nobet hassasiyeti bakimindan bireysel
farkliliklar goriildiigi bildirilmistir (Midzyanovskaya ve ark. 2004; Aker ve ark. 2006).
Bununla birlikte GAERS’lerde limbik ndbetin sekonder jeneralizasyonuna karsi goriilen
direncin mutlak olmadigi ve tetikleyici etkenin biiytikliigline baska bir deyisle meydana
getirdigi noronal hasara bagli olarak kirilabildigi gosterilmistir (Onat ve ark. 2005;
Gurbanova ve ark. 2008). Diger bir genetik absans epilepsili sigan modeli olan WAG-
Rij siganlarda kindling modeline direng géstermeyen alt grubun bazal EEG’sinde direng
gosteren alt guruba kiyasla daha az DDD aktivitesi bulundugu gosterilmis ve bundan
DDD’nin altinda yatan talamokortikal dongii icindeki senkronizasyon derecesinin
kindling direnci ile iliskili olabilecegi sonucuna varilmigtir. Simdiki ¢alismada direng
gozlenmeyen bu tek hayvandaki bireysel farklilik, DDD olusumundan sorumlu
sistemdeki senkronizasyonun tzerinde etkili olabilir ya da tetikleyici etkenin siddetini

arttirarak limbik nobetin sekonder jeneralizasyonunu kolaylastirmis olabilir.

5.2. Talamokortikal Déngii ve Kindling Direnci Arasindaki Iliski

GAERS’lerde kindling direncinin incelendigi ¢aligmalarda talamokortikal dongii
ile limbik dongulerin birbirleriyle iliskili oldugu isaret edilmektedir (Cargak ve ark.
2008; Onat ve ark. 2005; Aker ve ark. 2006; Onat ve ark. 2007; 2009). Ancak bu
iliskinin hangi sekilde olustugu ve tam olarak hangi beyin bolgelerinin bu direngte aktif
rol oynadigi gibi sorulara heniiz cevap verilememistir. Bu nedenle limbik epilepsi ile

absans epilepsisi arasindaki iligkinin daha ayrintili incelemesi gerekmektedir.

Bu calisma ilk olarak amigdala kindling modelinde in-vivo kosullarda tek bir
ndron dlzeyinde talamusun oynadigi rolt (hem kindling ndbeti sirasinda hem de uyari
almig hayvanlardaki talamus hucrelerinde meydana gelen atesleme degisikliklerden
anlasildig1 {izere) agikca ortaya konmustur. Chassagnon ve arkadaslari (2005) Wistar
sicanlarda amigdala kindling modelinde 5. evre nobet sirasinda 6lgiilen lokal serebral
kan akim hiznin VB talamusta (ventroposteromedyan (VPM) ve ventrolateral (VL)
cekirdeklerde) oldukga yiiksek oranda artmasina bagli bir aktivasyon gostermislerdir.
Bunu destekler nitelikte bu ¢aligmada NEK-kindling grubu siganlarda VB talamus
hlcrelerinde interiktal donemde atesleme frekansinin ve burst yiizdesinin arttigi
bulunmustur. GAERS-kindling grubunda ise bu parametrelerin uyari almayan kendi

kontroliine gore azaldig1 gosterilmistir. Kemirgenlerde olusturulan PTZ (Mirski ve ark.
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1986), pilokarpin (Bittencourt ve ark. 2010), amigdala kindling (Gallego ve ark. 2009)
gibi epilepsi modellerinde gesitli talamik g¢ekirdeklerin (mediodorsal, reuniens, anterior
talamik cekirdek) lokal GABAerjik ajan mikroenjeksiyonlari, lezyon ya da yiiksek
frekansli uyari ile inhibisyonunun (Mirski ve ark. 1997) antikonviilsan etkili oldugu ve
ndbetin jeneralizasyonunu etkiledigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Benzer sekilde
klinik calismalarda anterior talamik c¢ekirdegin inhibitér elektriksel akim ile
uyarilmasinin nobet jeneralizasyonu etkiledigi gosterilmistir (Andeade ve ark.2006). Bu
durum talamusun subkortikal yapilardan kortkese ve korteksen subkortikal yapilara
bilgi akisinda gerek motor fonksiyonlarin, postur ve hareketlerin koordinasyonunda
gerekse limbik fonksiyonlarin kontroliinde rol oynadigini diistindiirmektedir (Price
1995). Bunlara ek olarak genetik ve farmakolojik absans epilepsi modellerinde
ekstrasinaptik GABAA, reseptor bagimli tonik inhbisyonunun arttigi bildirilmistir (Cope
ve ark. 2009). Bu calismada GAERS-kindling grubundaki VB talamus atesleme
frekansinin ve burst yiizdesinin diisiik olmasi yukaridaki c¢alismalar ile uyumludur.
GAERS’lerde talamustaki artmis GABAerjik aktivite kindling ndbetinin sekonder
jeneralizasyonu engelliyor olabilir. arttigmmmn  Bitin bu bilgiler 1s1ginda talamus
amigdaladan kaynaklanan limbik nobetin jeneralizasyonunu durdurmak (zere

secilebilecek uygun bir hedef olarak diisiiniilebilir.

NEK-kindling grubundaki hayvanlarda kindling nobeti sirasinda TRN’nin ndbet
ile eszamanli olarak ateslemesi buna karsilik GAERS-kindling grubunda kindling
direnci ile iligkili olarak boyle bir degisikligin gériilmemesi TRN’nin amigdala kindling
modelinde limbik nobetin sekonder jeneralizayonunda mekanistik bir rol oynadigim
distindiirmektedir. Kindling uyaris1 almis NEK si¢anlarda TRN ateslemesinin diisiik
frekansli ve burst seklinde ateslemelerden olusan epileptiform bir hal almast TRN’nin
amigdala kindling modelinde epileptogenez Uzerinde rol oynadigimi gostermektedir.
Epileptogenez mekanizmalarini incelendigi pilokarpin (Guo ve ark. 2009) ve kainik asit
(Goffin ve ark. 2009) modellerinde talamusun epileptogenez boyunca istikrarli bir
sekilde hipometabolizasyon gosterdigi ve bunun epileptik beyinde meydana gelen noral
plastisite nedeniyle olusabilecegi ortaya atilmistir (Joo ve ark. 2005). Bu g¢alisma ilk
olarak metabolizayon ve goriintiileme calismalarinin disinda epileptogenez boyunca
elektrofizyolojik olarak talamusta meydana gelen degisiklikleri gostermesi bakimindan

onem tasimaktadir. GAERS’lerde kindling uyarilar ile talamusta bdyle bir degisikligin
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gozlenmemesi bu hayvanlarda talamus dizeyinde epileptogenez  sirecinin

baskilandigini diisiindiirebilir.

Son yillarda yapilan c¢alismalar TRN’nin talamik relay ndronlar iizerindeki
ritmik inhibitor etki ile olusturdugu jeneralize nonkonviilsif nobetlerden baska limbik,
Ozellikle de hipokampal nobetlerde rol oynadigini ve Ogrenme, hafiza ve uzaysal
kognisyon gibi ileri kognitif fonksiyonlarla iligkili oldugu bildirilmektedir (Avanzini ve
ark. 1992; Bertram ve ark. 1998; McAlonan ve Brown 2002). TRN hipokampal
formasyondan direkt projeksiyon alan tek cekirdektir (Dolleman-Vander Weel 1997).
TRN ile temporal lob yapilar1 arasindaki baglantilar son yillarda yapilan ¢aligsmalar ile
desteklenmektedir. WAG/RIij susu sicanlarda hipokampal formasyona yapilan
antiepileptik ila¢ enjeksiyonlar1 talamokortikal dongili igerisinde olusan DDD’lerin
azalmasma neden olmustur (Tolmacheva ve van Luijtelaar, 2007). Bunu destekler
nitelikte hipokampal kindling modelinde TRN’nin eszamanli uyarilmasmin limbik
nobetin sekonder jeneralizasyonunu baskiladigi gosterilmistir (Nanobashvili ve ark.
2002). Bu bulgu kindling nébeti surasinda talamokortikal sistemin gesitli sekillerdeki
modulasyonunun talamik relay hicrelerde inhibisyona neden olarak motor
konvilsiyonlarin olusumunu etkileyebilecegini diisindiirmektedir. Nitekim limbik
nobetin sekonder jeneralizasyonuna diren¢ gorilen GAERS’lerde kortikal DDD
sirasinda talamokortikal relay hiicreler TRN hiicrelerinden gelen tekrarlayict IPSP’ler

nedeniyle tonik hiperpolarizasyon gosterirler (Steriade ve Contreras, 1995).

Biitiin talamik relay hiicreler gelen eksitator inputa karsilik tonik ya da burst adi
verilen 2 farkli atesleme modundan biri ile cevap verirler (Sherman 2001). Tonik
atesleme modunun normal uyanik durumlarinda burst modunun ise uyku sersemligi,
yavas dalgali uyku ve ¢esitli patolojik durumlarda olustugu bildirilmistir (Steriade ve
ark. 1993). Ancak son yillarda yapilan c¢aligmalar burst modunun normal uyaniklik
durumunda normal talamik fonksiyonun bir oldugunu ve dikkat ile iliskili olabilecegini
diistindiirmektedir (Sherman 2001). Tonik atesleme sirasinda AP’ler direkt olarak 0
hlcredeki eksite edici postsinaptik potansiyele (EPSP) baghdir. Ancak burst modunda
EPSP ile AP arasindaki baglant1 indirekttir. Buna ek olarak burst seklindeki ateslemeler
noronlar arasinda gilivenlilir bilginin iletimi i¢in gereklidir (Lisman 1997). Burst
seklindeki AP’ler tonik AP’lere gore bilginin sinaptik olarak iletiminnin kesin olmasini

ve bilginin noronlar arasinda selektif olarak aktarilmasini saglar. Yuksek intraburst
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frekans gosteren ndronlar daha biiyiikk postsinaptik potansiyel olusturarak sinaptik
iletinin netliginin saglamasi bakimmdan 6nem tagimaktadir (Izhikevich ve ark. 2003).
Tekrarlayan uyarilar NEK-kindling grubunda jeneralize konvilsif ndbet seviyesine
bagl olarak (5. evre) daha ¢ok burst seklinde atesleme goriilmesine neden olmustur.
Ayni sayida uyari alan fakat nobet evresi olarak fokal limbik ndbetin goriildiigii evrede
(2.evre) kalan GAERS’lerde tersine burst yuzdesinin azaldig1 dikkati ¢gekmektedir. Bu
farklilik bu nedenle her iki grupta verilen ayni sayida uyariya ragman farkli nébet evresi
izlenmesine neden olmus olabilir. Bu durum her iki grupta kindling evrelerinin

gelisiminin altinda yatan mekanizmalar1 birbirinden farkli oldugunu agiklamaktadir.

Kindling uyarsis1 alan hayvanlarda TRN ve VB talamus noronlarinda meydana
gelen burst epileptiform atesleme paterni talamokortikal sistem ile limbik sistem
arasindaki etkilesimi oldukc¢a net bir sekilde ortaya koymaktadir. Amigdala ve
hipokamus talamusun orta hatta yakin boliimiinde bulunan ¢ekirdekleri ile baglantilidir
(Zhang ve Bertram, 2002). Mediodorsal, sentromedyal ve anterior ¢ekirdek gibi limbik
cekirdekler TRN’nin rostral bolgesi ile limbik bolgesi arasinda ¢ift yonlii iletisim
halindedir (Onat ve ark. 2009; Cavdar ve ark, 2007; Romanski ve LeDoux 2002). TRN
hicrelerinin NEK grubunda kindling nobeti sirasinda ndbet ile senkronize ritmik
ateslemelerde bulunmasi limbik g¢ekirdekleri araciligiyla amigdala tzerinden eksitator

input aldigin1 gostermektedir (Sekil 5.1).

5.3. Metodolojik Hususlar
Calismada kullanilan in-vivo yontem elektrofizyolojik kayitlarin  deney
hayvanlarinda intakt sinaptik baglantilarin korundugu, GAERS’ler i¢in ise normalde

spontan olugan DDD’ler varliginda alinmasi yoniinden avantaj saglamistir.

Norolept anestezisi altinda alinan kayitlarda anestezinin hiicre ateslemesi ve
nobet tizerine etkili olabilecegi diistiniilebilir. Ancak GAERS ve WAG-Rij si¢anlarda
yapilan ¢alismalarda nérolept anestezisinin temel elektrofizyolojik ve davranigsal
ozellikleri degistirmedigi yalniz bu kosullarda DDD olusumunu fasilite ettigi,
prokonviilsan etkili oldugu, bildirilmistir. (Inoue ve ark. 1994; Seidenbecher ve ark.
1998). Bu calismada norolept anestezisi altinda GAERS-kontrol grubundan kaydedilen
DDD’ler siire ve ortalama frekans bakimindan daha dnce tanimlandigi (Marescaux ve
ark. 1992; Vergnes ve ark. 1986) sekilde gozlenmistir. Amigdalaya uygulanan
elektriksel uyar1 ise uyanik hayvandakine benzer sekilde ve GAERS ve NEK
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gruplarinda EEG’de kortikal desarjlardan olusan nobet aktivitesi indiiklemis ve ndbet
stiresi bakimindan farklilik gézlenmemistir. Amigdala kindling modelinin bir avantaji
bu modelin olusturuldugu hayvanlarda (fully kindled), bundan sonra verilen art¢i
uyarilarin modelin 6zelliklerini degistirmemesidir (Goddard ve ark. 1969). Bu nedenle

elektrofizyolojik kayit sirasinda elektriksel uyari verilmesi uygun goriilmiistiir.

5.4. Yapilmasi planlanan ¢alismalar

Bu ¢alismada esit sayida kindling uyaris1 alan NEK ve GAERS susu siganlarda
talamik hiicrelerdeki atesleme farkliliklar1 birbirleri ile ve uyar1 almayan kendi
kontrolleri ile Kkarsilastirmali olarak incelenmistir. Esit sayida kindling uyarisi
almalarina ragmen NEK susu siganlarda kindling ndbeti jeneralize olurken (5. evre),
GAERS’lerde kindling direnci goriildiigiinden kindling strecinin sonunda 2. evre limbik
ndbet seviyesinde kalmislardir. Ayni sayida uyar1 almalarma ragmen her iki grup
arasindaki nobet jeneralizasyon derecesinin farkli olmasi atesleme degisiklerinin farkli
olmasina ya da atesleme degisikliklerinin farkli olmas1 evrelerin farkli olmasina neden
olmus olabilir. Aslinda bu sorunun cevabi ¢alismaya eklenebilecek erken kindling
gruplar1 ile verilebilir. Ileride yapilmasi planlanan bu g¢alismada her iki gruptaki
hayvanlar ortak eristikleri ndbet seviyesi olan 2. evre nobet seviyesine ulasana kadar
uyarildiktan ~ (maksimum 6 uyar1) sonra talamik hiicre atesleme farkliliklarinin
incelenmesi hem evre hem de uyari sayisinin esitlendigi durumda iki sus arasindaki

farkliligin gosterilebilmesi amaglanmaktadir.

5.5. Sonug

Calismamiz amigdala kindling slrecinde ve amigdaladan indikelen kindling
nobeti sirasinda NEK ve GAERS siganlarda in-vivo kosullarda talamus ateslemelerinin
elektrofizyolojik olarak kaydedildigi ilk o6zglin calismadir. Elde edilen bulgular
talamusun hem amigdala kindling epileptogenez surecinde hem de limbik ndbetin

sekonder jeneralizasyonunda mekanistik bir rol oynadigini géstermektedir.



65

”_-—< S _. » ﬂ\-\-.
-~ Cingulate Cx

]

)l sus

Sekil 5-1: Talamokortikal ve Limbik Dongiiler Arasindaki Etkilesimin Sematik Olarak

Gosterilisi. Talamokortikal dongi kindling nobetlerinin yayiliminda amigdala disinda limbik talamik
cekirdekleri (AT, RE, MD,CM) ve Kkorteksi aktive edebilir. Amigdaloid ¢ekirdekler, limbik TRN, rostral
TRN ile ¢ift yonli baglantilart olan talamusun limbik ¢ekirdekleri ile baglantilidir. Yesil ile gosterilen
bolgeler beyindeki limbik alanlari, turuncu ile gosterilen bolgeler ise talamokortikal dongiiyii isaret
etmektedir. Koyu yesil oklar limbic dénlyd, mavi oklar ise talamokortial dongiiyu gostermektedir. Sub,
subtalamik ¢ekirdek; Hipp, hipokampus; TRN, talamik retikiler ¢ekirdek; AT,anterior talamik cekirdek;
RE, reuniens ¢ekirdek; MD, mediodorsal talamik cekirdek; CM, sentromedyal talamik cekirdek; VPL,
ventroposterolateral talamik c¢ekirdek; VPM, ventroposteromedyal talamik cekirdek. Carcak ve ark
(2009) 'dan alinmugtir.
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