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OZET

Giris ve Amag : Caligmamizda, gama-hidroksibutiratm (GHB) 6n ilac1 olan gama-
butirolakton (GBL) ile indiiklenmis kimyasal jeneralize absans epilepsi modelinde

kindling gelisimine olan direnci inceledik.

Yontem: Calismada kullanilan yetiskin Wistar siganlara, anestezi altinda
stereotaksik cerrahi yontemi uygulanmis, GBL grubundaki hayvanlara, bilateral
kortikal kayit elektrotlan, KI ve GBL+KI gruplarindaki hayvanlara buna ek olarak
sag bazolateral amigdalaya bipolar uyarn elektrotu implante edilmisti. GBL ve
GBLA4KI gruplarina, sabah ve aksam olmak iizere giinde iki kez ip. GBL
enjeksiyonu uygulanmig, GBL+KI grubuna enjeksiyondan 20 dakika sonra art-desarj
esiginde uyan verilmistir. KI grubuna sabah ve aksam olmak iizere giinde iki kez
uyan verilmistir. GBL+KI ve KI gruplarma, Racine skalasina gore ii¢ kez evre beg

gecirene kadar uyan verilmeye devam edilmistir.

Sonuglar: KI grubundaki hayvanlar, ortalama 15 uyan aldiktan sonra evre 5’e
ulasirken, GBL+KI grubundaki hayvanlarda 27 uyan sonrasinda evre 5 nébetleri
goriilmiistiir. GBL+KI grubundaki hayvanlarm ilk jeneralize nobetlerinin goériilmesi
icin gerekli olan ortalama uyar sayisi, KI grubundaki hayvanlar i¢in gerekli olandan
anlamli derecede yiiksek oldugu ortaya konmustur. GBL grubundaki hayvanlarda,
tekrarlayan enjeksiyonlarla birlikte, enjeksiyon yapilmadan gegen haftasonlarm
takiben pazartesi sabahlari enjeksiyon 6ncesi alman bazal kayitlarda spontan bilateral
DDD’leri goriilmiigtiir.

Tartisma: Kimyasal absans epilepsi modeli olan GHB’de kindling direncinin ortaya
konmus olmasi, bu direncin abnormal bir genetik altyapiya bagl olmaksizin, absans

epilepsinin kendi mekanizmalarindan kaynaklaniyor olabilecegi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Absans epilepsi, gama-hidroksibutirat, gama-butirolakton,
kindling
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Gamma-butyrolactone induced Absence Epilepsy in Wistar Rats and

Morphological Changes at the Brain in This Medel

Objectives : We studied the resistance to the development of kindling in the
chemical model of generalized absence epilepsy induced by gamma-butrolactone
(GBL), a prodrug of gamma-hydroxybutyric acid, excluding the effect of an
abnormal genetic background.

Method: Three groups of adult wildtype male Wistar rats under anesthesia were
implanted with bilateral cortical recording electrodes for the GBL group (GBL)
and/or bipolar stimulation electrodes into the right basolateral amygdala for the
Kindling group (KI) alone and GBL+Kindling group (GBL+KI). Rats in the KI and
GBLA+KI groups were stimulated twice daily at the afterdischarge threshold until they
reached Racine’s stage 5 seizure state. For the GBL+KI group the stimulation was 20
min after intraperitoneal (i.p.) injections of GBL. The GBL rats only received GBL
i.p. twice daily over the course of 30 injections.

Results: The KI animals had stage 5 seizures after 15 stimulations, whereas the
GBL+KI rats showed stage 5 seizures after 27 stimulations. The mean numbers of
stimulations needed for the development of the first stage 3, 4 or 5 generalized
seizures were significantly higher in the GBL+KI group than the KI group. By
repeated GBL injections, GBL animals displayed spontaneous bilateral synchronous
SWDs in the baseline EEG on the Monday morning session after the GBL-free
weekend period.

Conclusion: We conclude that the resistance to amigdala kindling in the GBL model
can be modulated by the absence seizure mechanism alone, without the intervention

of an abnormal genetic background.

Key Words: Absence epilepsy, gamma-hydroxybutyric acid, gamma-butrolactone,
kindling
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1. GIRIS ve AMAC

Absans epilepsi, elektroensefalogram (EEG)’da 3-4 Hz’lik diken-ve-dalga
desarjlar1 (DDD) ile karakterize ve biling degisikliklerinin eslik ettigi, idiyopatik,
konviilsif olmayan bir epilepsi tiiriidiir. Konviilsif olmayan ndbetlerle seyreden
absans epilepsisinin patogenezinde kortiko-talamo-kortikal dongiiniin 6nemli rolii
oldugu gosterilmistir (Avoli and Gloor 1982, Avanzini et al 2000, Meeren et al
2002). Hayvan ¢alismalarinda kullanilan, genetik ve farmakolojik pek ¢ok deneysel
absans epilepsi modeli bulunmaktadir. Genetik sican modelleri olan GAERS (
Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg) ve WAG/Rij (Wistar Albino Glaxo
from Rijswijk) absans epilepsinin gelismesinde rol oynayan mekanizmalar
aydinlatmak {izere yaygin olarak kullamlmaktadir (Marescaux et al 1992, Coenen
and van Luijtelaar 2003). Bu iki model de farmakolojik, morfolojik ve
elektrofizyolojik olarak absans epilepsisinin ozelliklerini yansitir. Bunun yaninda
kimyasal maddelerle olusturulan absans epilepsi modellerinden en yaygin olanlari
penisilin, diisiik doz pentilen-tetrazol (PTZ), AY9944 (kolesterol sentez inhibitorii)
ve gama-hidroksibutirat (GHB) modelidir.

Kindling, dusik siddette tekrarlayan elektriksel ya da kimyasal uyarilar ile
ortaya ¢ikan nobetlerle karakterize, sekonder jeneralize temporal lop epilepsisi
modeli olarak kabul edilmektedir (Goddard 1969). Genetik absans epilepsili
(WAG/Rij ve GAERS) siganlarin, bir temporal lob epilepsisi olan elektriksel
amigdala kindling modelinde limbik nobetlerin sekonder jeneralizasyonuna direncli
olduklari gsterilmistir (Eskazan ve ark 2002, Onat ve ark 2005, Aker ve ark 2006).
GAERS ve WAG/Rij modelleri, tipik absans epilepsinin iyi tanimlanmus
modelleridir. Her iki model ile yapilan deneylerde, temporal lob ndbet gelisimine

karst direng gézlenmistir (Carcak ve ark 2008, Gurbanova ve ark 2008).

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda, temporal lob epilepsisine kars: gelistirilen
direng, genetik absans epilepsili siganlarda ortaya konmustur. Genetik modeller
disinda kalan absans epilepsi modellerinde kindling'e direncin ortaya kondugu bir

calisma mevcut degildir. Buradan hareketle, kindling'e karsi olusan direncin, bu




modellerin genetik altyapisina mi bagh oldugu, yoksa absans epilepsisinin kendi

noronal mekanizmalari ile mi ilgili oldugu sorusu ortaya ¢ikmaktadir.

GHB modeli, insanda goriilen jeneralize tipik absans epilepsisinin EEG ve
davranis karakteristifine benzer ozellikler gosterecek gekilde iiretilebilen kimyasal
absans epilepsi modelidir. GHB 6n ilaci olan GBL'nin sistemik enjeksiyonu ile elde
edilmektedir. Kan beyin bariyerini hizla gegmesi, etkisinin hizla ortaya ¢ikmasi gibi

sebeplerle GHB yerine GBL kullanimi tercih edilmektedir.

Bu ¢alismada, kimyasal absans epilepsi modeli olan GHB modeli olusturulacak
olan hayvanlarda kindling gelisimi gozlemlenmistir. Genetik absans epilepsi
modellerinde goriilen kindling direncinin bu modelde de ortaya ¢ikip ¢ikmadip
aragtirilmug, bu yolla absans epilepsi modellerinde gorillen kindling direncinin

genetik altyapidan bagimsiz olup olmadigi ortaya konmustur.




2. GENEL BILGILER

2.1. Epilepsinin Tanumi

Epilepsi sozctigiiniin eski Yunancadaki “epilepsia” s6zciigiinden tiireyen ve
nobet anlamina gelen bir sdzciik oldugu bilinmektedir. Ingiliz nérolog Hughlings
Jackson(1835-1911), epilepsiyi, serebral kortekste meydana gelen ani, diizensiz,
hizl,, siddetli desarjlar olarak tanimlamistir (Eadie 1995). Giiniimiizde bu tamm
gegerliligini korumaktadir. Epilepside nobet tablosu kisa duyusal deneyimlerden
mikrosaniyelik biling kayiplarima, konviilsif status epileptikusa uzanan bir gesitlilik

gostermektedir. Etiyolojisi, tarihi, prognozu biribirinden farklidir.

Epilepsi, beyindeki néronlarm asirt ve anormal desatjlari nedeniyle meydana
gelen, kronik nébetler ile karakterize bir bozukluktur. Epilepsi, parsiyel ya da tiim

beyne etki edecek sekilde jeneralize olabilir.
2.2. Epilepsinin Siniflandirilmasi

Insanlik tarihi kadar eski olan epilepsi hastaligmin siniflandiriimasinin tarihi de
¢ok eskilere dayanmaktadir. M.O. 175°de Galen, idiyopatik ve semptomatik
nobetlerden soz etmistir. Teknolojik gelismelerin de 1s18inda siirec icerisinde bu
siniflandirmalar daha detaylr bir boyut kazanmistir. Uluslararas: Epilepsi ile Savag
Dernegi’nin yeni bilgiler 1s18inda 1981 (Tablo 1) ve 1989 yilinda (Tablo 2) yapmusg
oldugu simiflandirmalar biribirini tamamlayici nitelikte olup her ikisi de giincelligini
korumaktadir. Simiflandirmalar, klinik ve elektroensefalografik bulgular 1s18mda

ortaya konmustur (ILAE, 1981, 1989).




Tablo 1. Epileptik nobetlerin klinik ve elektroensefalografik smiflandirmasi
(ILAE 1981)

1. Parsiyel (fokal) nébetler
A, Basit parsiyel nébetler (biling durumu bozulmaksizin)
1. Motor semptomlu (hareketlerle iligkili bulgular s6z konusudur)
2. Somatosensoryel veya 6zel duysal semptomlu
3. Otonomik semptomlu
4. Psigik semptomlu

B. Kompleks parsiyel nébetler (biling bozuklugu ile giden)
1. Basit parsiyel baglangici izleyen biling bozuklugu
= Basit parsiyel baglangici izleyen biling bozuklugu
Otomatizmlerle giden
2. Biling durumunun baslangigtan itibaren bozulmast
= Sadece biling bozuklugu ile giden
Otomatizmlerle giden

C. Sekonder jeneralize nobete doniisen parsiyel nébetler
1. Basit parsiyel nobetin (A) jeneralize nibete déniigmesi
2. Kompleks parsiyel nobetin (B) jeneralize nébete doniigmesi
3.

Basit parsiyel nobetin kompleks parsiyel nébete déniigmesi ve ardindan jeneralize
nobete doniismesi

1. Jencralize nobetler (konviilzif veya konviilzif olmayan)
HI.

1. Absans nébetleri (dalma nébetleri)

o Tipik absans ndbetleri
e Atipik absans nibetleri

2. Miyoklonik nobetler

3. Klonik nibetler

4. Tonik nébetler




5. Tonik-klonik nébetler

6.  Atonik ndbetler (astatik) (ani diigme nobetleri)

V. Smiflandirilamayan epileptik nobetler

Tablo 2. Epileptik nobetlerin klinik ve elektroensefalografik siniflandirmasi

(ILAE 1989)

1. Lokalizasyona bagh (fokal, lokal, parsiyel) epilepsiler ve sendromlar
1.1. idiyopatik (yasa bagh baslangic)

Sentrotemporal dikenli selim gocukluk ¢ag1 epilepsisi

Oksipital paroksizmli cocukluk ¢agr epilepsisi

Primer ckuma epilepsisi
1.2. Semptomatik

Temporal lob epilepsisi

Frontal lob epilepsisi

Pariyetal lob epilepsisi

Oksipital lob epilepsisi

Cocukluk ¢aginin kronik progresif ‘epilepsia parsiyalis continua’si

Spesifik faktorlerle uyarlan ndbetlerle karakterize sendromlar

1.3. Kriptojenik

2. Jeneralize epilepsiler ve sendromlar

2.1. Idiyopatik (yasa bagh baslangic-yas sirasma gore siralanmigtir)

Selim ailesel yenidogan konviilsiyonlari

Selim yenidogan konviilsiyonlar

10




Siit gocugunun selim miyoklonik epilepsisi
Cocukluk ¢api absans epilepsisi (piknolepsi)
Jiivenil absans epilepsisi
Jivenil miyoklonik epilepsi (impulsif petit-mal)
Uyanirken gelen grand-mal nobetli epilepsi
Diger jencralize idiyopatik epilepsiler
Belirli aktivasyon ydntemleriyle uyarilan epilepsiler
2.2. Kriptojenik veya semptomatik (yas sirasina gore)
West sendromu
Lenox-Gastaut sendromu
Miyoklonik astatik nobetli epilepsi
Miyoklonik absansli epilepsi
2.3. Semptomatik
2.3.1. Nonspesifik ctiyoloji
Erken miyoklonik ensefalopati
Supresyon “burst”lii erken infantil epileptik ensefalopati
Diger semptomatik jeneralize epilepsiler
2.3.2, Spesifik sendromlar
3. Fokal ya da jeneralize oldugu belirlenemeyen epilepsiler
3.1. Jeneralize ve fokal konviilsiyonlu epilepsiler
Yenidogan konviilsiyonlar
Siit cocugunun agir miyoklonik epilepsisi
Yavas dalga uykusu sirasinda devaml: diken-dalgali epilepsi
Edinsel epileptik afazi (Landau-Kleffner sendromu)
Diger belirlenemeyen epilepsiler
3.2. Net jeneralize ya da fokal konviilsiyon 6zelligi olmayanlar
4. Ozel durumlar
4.1. Duruma baglh nébetler
Febril konviilsiyonlar
izole nébet ya da izole status epileptikus

Akut metabolik veya toksik nedenlere bagl nébetler

11




2.3. Absans Epilepsi

Absans epilepsi, elektroensefalogram (EEG)’da 3-4 Hz’lik diken-ve-dalga
desarjlar1 (DDD) ile karakterize ve biling degisikliklerinin eglik ettigi, idiyopatik,

konviilsif olmayan bir epilcpsi tiiriidiir.

Genetik sican modelleri olan Strasbourg koékenli genetik absans epilepsili
siganlar (Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg, GAERS) ve Rijswijk
kokenli Wistar Albino siganlar (Wistar Albino Glaxo from Rijswijk, WAG/Rij)
absans epilepsi gelisiminde rol oynayan mekanizmalari aydmlatmak igin yaygmn
olarak kullanilmaktadir (Marescaux 1992). Bu iki modelde farmakolojik, morfolojik
ve elektrofizyolojik olarak absans epilepsisinin &zelliklerini yansitir (Depaulis and
van Luijtelaar 2006). Bu hayvanlarin EEG’sinde spontan, bilateral, 7-11 Hz
frekansinda ve 1-30 saniye sureli diken-ve-dalga desarjlar ve eslik eden spesifik
davranis bicimi (donakalma, dalma, biyik hareketleri) goriilmektedir. Spontan diken-
ve-dalga desarjlar, absans epilepside EEG’nin karakteristik bulgusudur (Huguenard
2000). Bu aktivite, yiiksek voltajli diken ve onu takip eden yavas dalga
komponentinden ibarettir. Diken dalga desarjinin diken komponenti eksitator
postsinaptik potansiyelleri, dalga komponenti ise inhibitér postsinaptik potansiyelleri

temsil etmektedir (Gloor and Fariello 1998).

Konviilsif olmayan nébetlerle seyreden absans epilepsisinin patogenezinde
kortiko-talamo-kortikal donglintin 6nemli rolii oldugu gosterilmistir (Avoli and

Gloor 1982, Avanzini ct al 2000, Meeren et al 2002).

2.4. Temporal Lob Epilepsisi

Temporal lob epilepsisi, tek ya da cift tarafli temporal lobdan kaynaklanan,
tekrarlayan nobetlerle karakterize fokal epilepsi tiiriidiir. Temporal lob epilepsisinde
ndbetler, basit ve kompleks parsiyel nobetler seklinde olabilir. Basit parsiyel nébetler
somatosensoriyel otonomik semptomlarla karakterize iken kompleks parsiyel
nobetlerde bu duruma ek olarak bilincin kaybolmasi vardir. Sekonder jenaralize

oldugunda davranigsal olarak tonik klonik nobetler goriiliir.
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2.4.1. Kindling Modeli

Kindling elekiriksel ya da kimyasal, diigiik siddetli, tekrarlanan uyarlar ile
ortaya ¢ikan nobetlerle karakterize, sekonder jeneralize temporal lop epilepsisi
modelidir. Kindling modeli; 6zellikle limbik yapilara elektriksel yamt (art-desarj)
olugturacak esik siddetinde ya da esik siddetinin iizerinde elektriksel ya da kimyasal
bir uyarinin tekrarlanarak ujrgulanmasg tekrarlanan uyarilar ile EEG’de progresif
olarak art-desarjlarin (AD) uzamasi ve yayilmasi, son olarak jeneralize konviilzif
motor ndbetlerin ortaya ¢ikmast esasina dayanir. Kindling modeli, nSbetin ortaya
¢ikigt, gelisimi ve stirdiiriilmesinin kontrol edilebilir, indiiklenen konviilsif paternin
kolayca tammlanabilir, tekrarlanabilir, siklik ve siire bakimindan kolaylikla
dlgiilebilir olmas1 nedenlerinden 6tiirii ideal bir deneysel hayvan modeli olarak kabul
edilmektedir. Bu modelde tekrarlanan uyarlar, EEG’de gozlemlenen AD’lerin
biiyilyerek keskin desarjlarin ortaya ¢ikmast ile birlikte davranigsal olarak da nébet
gelisimine neden olur. Bu davranigsal nobetler siganlarda 5 déneme ayrilir (Racine
1972). Davramssal olarak nobet geligimine bakildiginda; baslangicta “dona kalma”
davramsini (evre 0), ¢igneme hareketleri, yiiz ve biyik hareketleri, kafa sallama
hareketi izler (evre 1-2). Motor nobetlerin baglamasi ile birlikte sirasiyla on
ckstremite klonusu (evre 3), saha kalkma davranigi, 6n ekstremitelerde klonus (evre

4), yere diisme, denge kayb1 ve tonik klonik kasilmalar (evre 5) goriiliir.
2.5. Gama-hidroksibutirat

Gama-hidroksibutirat (GHB), ilk olarak yaklagik elli yil ©énce, kan beyin
bariyerini rahat¢a gegebilen bir gama aminobiitiirik asit (GABA) analogu bulmak
amaciyla sentezlenmistir. Yapilan ilk c¢aligmalarda, sedasyon veya anestezi
olusturmak igin ¢ok yiiksek miktarlarda eksojen GHB gerekli olmasina ragmen, bu
maddenin farmakolojik 6zelliklerinin genel GABAerjik etkiye benzedigi goriilmiistiir
(Laborit 1973). Daha sonralari, farklt memeli tiirlerinde mikromolar konsantrasyonda
GHB'nin fizyolojik olarak varligi cesitli caligmalarla gosterilmistir (Roth and
Giarman 1969). Basta GHB'nin fonksiyonel roliinden ¢ok farmakolojik ve terapdtik

kullanimi  Gizerine odaklanilmistir. Bu zamana dek, bu etkileri destekleyen
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mekanizmalar tam olarak anlagilamamistir, fakat endojen GHB'nin néromodiilatér/

nororegulator roliinii destekleyen veriler mevcuttur.

GHB’nin  tiim beyin bolgelerinde bulundugu ¢esitli ¢alismalarla ortaya
konmustur. Erigkin bir sigan beyninde, frontal kortekste yaklasik 0,4 mikromolar,
hipokampusta 1,2 mikromolar, striatumda 1,8 mikromolar ve substansia nigrada 4,6
mikromolar seviyelerinde oldugu gésterilmistir. Insan ve maymunda, beyinde GHB
seviyesi en yiiksek degerine 11-25 mikromolar ile striyatumda ulasmaktadir.
Gelismekie olan bir beyinde, GHB seviyesinin yetiskin beyinde olandan daha yiiksek
seviyede oldugu saptanmustir. Siganda en yiiksek GHB seviyesi immatiir hipotalamus
ve korteks yapilarinda bulunmustur (Maitre 1997). Yapilan deneylerde, beynin

yamsira sigan periferal organlarinda da GHB saptanmastir.

2.5.1. GHB Reseptorleri

GHB'nin beyinde iki reseptdr tipinde agonist rol oynadig: diisiiniilmektedir. Ik
yapilan c¢alismalar, GHB’nin substansiya nigradaki inhibitér etkisinin, GABAL
reseptor antagonisti olan bikukulin ile bloke olmadigim gdstermistir (Olpe et al
1979). Sonraki calismalarda, GHB’nin hipokampal ve talamokortikal néronlardaki
inhibit6r etkisinin GABAg reseptdr antagonistleri ile azaldig1 ortaya konmustur (Xie
et al 1992) Bu calismalar, GHB’nin inhibitér etkisini saglamada GABAjp
reseptorlerinin GABAA’dan daha 6nemli rol oynadifina kamit olusturmustur. Ek
olarak, GHB, GABA’ya metabolize oldugundan GABA¢’nin de, GHB’nin belirli

etkilerine aracilik edebilecegi diistiniilmiistiir,

GABAp reseptorleri etkisini G proteinleri iizerinden gosteren, bu yolla
GABA'min inhibitor etkisine yol agan reseptdrlerdir (Bowery 2000). GHB'nin
GABA;; reseptorlerine selektif, fakat zayif baglandigi gosterilmistir (Mathivet et al
1997). GHB'nin GABAg reseptor agonisti oldugu gésterilmistir, bununla birlikte bu
bolge icin GABA'dan daha disiik afiniteye sahiptir. Bu sebeple, GHB™in belirli
farmakolojik etkilerinin bu reseptér ile olan baglantisindan dolayr oldugu
diigtintilebilir. GHB tarafindan GABAg aktivasyonu hiperpolarizasyona yol agar,
bunun esas1 K" iyonlarmin néron digina ¢ikmasidir (Lorente et al 2000). Yapilan bir
caligmada, hem GHB, hem de GABAg reseptor agonisti baklofenin, ii¢ kompetitif

GABAg reseptdr antagonisti tarafindan tamamen bloke edildigi ortaya konmustur.
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Bununla birlikte GHB'nin fizyolojik etkileri GABAg reseptorleri araciligiyla
olmayabilir. Farkli tip bir GHB reseptor bdlgesinin fonksiyonu, beyinde endojen

GHB'nin etkilerine aracilik etmek olarak ortaya koyulabilir.

GHB'nin aktive ettigi ikinci reseptdér tipi GHB reseptorleri olarak bilinir.
Yaklagik yirmi yil once, sigan serebral korteksinin membraninda [*H]GHB i¢in

yiiksek afiniteli baglanma bolgeleri gosterilmistir (Benavides et al 1982).

[3H]GHB igin iki farkli baglanma bélgesinin varligimm izlendigi bagka bir
calisma da mevcultur (Snead et al 1984). Bu ¢aligmada sigan beyni homojenatinda
yiiksek afiniteli ve diisiik afiniteli bolgeler tesbit edilmistir. G proteinleri tizerinden
etki gosteren GHB reseptorleri presinaptik olarak bulunur ve GABAg
reseptorlerinden farklidir (Snead 2000).

2.5.2. Kimyasal Absans Epilepsi Modeli olarak GHB

Gama hidroksibutirat (GHB) bir GABA metabolitidir (Roth and Giarman 1969,
Gold and Roth 1977, Snead et al 1989). GHB, hayvanlara verildigi zaman,
elektrografik ve davramgsal olarak insanda goriilen jeneralize absans nobetlere
benzer ozellikte nobetler olusturur. Insanda tipik absans nobetler, aniden bilincin
kaybolmas, fiziksel ve mental aktivitenin durmas: ve EEG’de davrarnisa eslik eden
simetrik bilateral 3 Hz frekansinda diken-ve-dalga desarjlarla (DDD) karakterizedir
(Panayiotopoulos 1997).

Jeneralize absans nobet modeli gelistirilirken dikkat edilmesi gereken bazi belli
bagl kriterler vardir. Model, hastaligin klinik ve farmakolojik karakteristiklerini
yansitmasinin yanisira, iiretilebilir, 6ngoriilebilir, ayni zamanda standardize edilebilir
olmalidir. Anym zamanda hem klinikte hem de deneysel modellerde nobetlerin

GABA agonistleri ile siddetlendigi gercegini de yansitmalidir.

Hayvan galigmalarinda kullamilan, genetik ve farmakolojik pek cok deneysel
absans epilepsi modeli bulunmaktadir. Genetik sican modelleri olan GAERS
(Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg) ve WAG/Rij (Wistar Albino
Glaxo from Rijswijk) absans epilepsinin gelismesinde rol oynayan mekanizmalar:

aydinlatmak iizere yaygin olarak kullanilmaktadir (Marescaux et al 1992, Coenen
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and van Luijtelaar 2003). Bunun yaninda kimyasal maddelerle olusturulan absans
epilepsi modellerinden en yaygmn olanlari penisilin, diisiik doz pentilen tetrazol
(PTZ), AY9944 (kolesterol sentez inhibitéril) ve gama-hidroksibutirat (GHB)

modelleridir.

GHB ile indiiklenmis absans nobet modeli kedilerde, maymunlarda ve siganlarda
iyi tarif edilmistir (Snead et al 1976, Godschalk et al 1977, Snead 1978 a, b, 1988,
Bearden et al 1980). Deneysel ¢alismalarda kullanilmak tizere GHB’nin uygulanmasi
ile hayvanlarda olusturulan absans epilepsi modelinde GHB yerine, 6nilaci olan
gama-butirolakton (GBL) kullanimi tercih edilir. GHB uygulanan hayvanlarda,
uygulamadan sonraki 20 dakikaya kadar elektroensefalografik olarak bir degisiklik
goriillmezken, GBL enjeksiyonu sonras: birkag dakika i¢inde EEG kaydinda bilateral
senkronize diken dalga desarjlar ortaya ¢ikar. Kan beyin bariyerini hizla ge¢mesi,
etkisinin hizla ortaya ¢ikmasi gibi sebeplerle GHB yerine GBL kullanimi tercih
edilir. GBL’nin intraperitoneal uygulanmasindan sonraki 2-5 dakika icinde bilateral
senkronize diken dalga desarjlari ortaya cikar, frekanst 7-9 c¢/s’dir. EEG’deki bu
degisiklikleri takiben davranigsal olarak donakalma, yiiz kasilmalari, biyik titremeleri
goriiliir. Dolayisiyla bu model davranigsal ve elekiroensefelografik olarak insanda

goriilene benzer 6zellikler sergilemektedir.
2.5.2.1. GHB Modelinde DDD'nin Farmakolojik Karakteri

GHB modelinin terdpatik karakteri diger genetik veya farmakolojik modellerle
aymdir. GHB modelinde; insan absans epilepsi tedavisinde etkili dort ana
antiepileptik ilag tarafindan DDD'ler baskilanirken, tedavide etkisiz iki ilag DDD'leri
artirmigtir (Godschalk et al 1976; Snead 1978 a,b, 1988). Jeneralize absans nébetler,
farmakolojik olarak, etosiiksimid, trimetadion, valproik asit ve benzodiazepinlere
yanit verirken; fenitoin, barbiturat ya da karbamazepinlere karst direnclidir (Snead et
al 1999). Ayrica; absans nobet modeli olan PTZ ve penisilin GHB modelini
siddetlendirirken (Snead 1988), GHB ve GBL verilmesi de genetik bir model olan
GAERS modelini (Depaulis et al 1988) ve PTZ modelini (Snead 1988) siddetlendirir.
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2.6. GABA

GABA, merkezi sinir sistemindeki en onemli inhibitér nérotransmiterlerden
biridir. Yaklasik elli y1l kadar 6nce GABA’ nin santral sinir sisteminde inhibitor etkili
norotransmiter oldugu ortaya konmustur (Rabow et al 1995). GABA, beyin ve
omurilikte yiiksek konsantrasyonda bulunurken, periferal sinir dokusunda ¢ok az

bulunmaktadir.

GABA, GABAerjik sinir uglarinda glutamik asidin dekarboksillenmesi ile
sentezlenir. Bu olay: glutamik asit dekarboksilaz (GAD) enzimi katalizler. GABA,
sitoplazma i¢inde kendine oOzgli vezikiillerde toplanir. Sinir ucu depolarize
edildiginde parsiyel ekzositoz ile saliverilir. Sinaps araligina saliverilen GABA’ nin
inaktivasyonu, esas olarak saliverildigi uca geri alim (re-uptake) ve kismen difiizyon
yoluyla olur. Bu olaylar, hiicre membraminda bulunan yiiksek ve diisiik afiniteli iki
transportor tarafindan gergeklestirilir. Diisiik afiniteli geri alim mekanizmasi, sadece
sinapsta GABA konsantrasyonu asir1 miktarda oldugunda c¢alisir. Sitoplazmaya
gecen GABA, GABA {transaminaz (GABA-T) enzimi tarafindan siiksinik
semialdehid’e yikilir; inaktif olan bu madde trikarboksilik asit siklusuna girer ve
GABA onciilii olan glutamik aside dontisiir. GABA, GABA reseptorlerini aktive
ederek hiperpolarizasyon ve buna bagli postsinaptik ve presinaptik inhibisyon yapar.
GABA santral sinir sisteminde farkli transformasyonlara da ugrar. Bunlardan biri de
stiksinik semialdehidin gama-hidroksibutirata (GHB) doniigmesidir. GHB tekrar
GABA’ya doniigebilir. Siiksinik semialdehid, dehidrogenaz eksikliginde semialdehid
stiksinik aside doniigmediginden GHB diizeyi artar ve mental, motor retardasyon,

hipotoni ataksi ortaya ¢ikar.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hayvanlar

Caligmamizda 4-5 aylik, erkek, 300-400 gram agirhgmda Wistar sicanlar
kullamilmistir. Hayvanlar, 12’ser saat aydinlik-karanlik dongiisiine uygun olarak sabit
1511 (2044°C) bir odada standart laboratuvar sigan yemi ve sebeke suyu ile yiyecek
ve igecek alimlari serbest birakilarak barinma kosullar1 saglanmustir. Tiim hayvanlar
cerrahi islemlerden sonra her kafeste bir hayvan olacak sekilde tutulmustur. Deney
protokolti Marmara Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu tarafindan

onaylanmugtir.

Calismada yer alan hayvanlar, ii¢ ayri gruba ayrilmistir; birinci grupta sadece
GBL enjeksiyonu uygulanan hayvanlar (GBL, n=20); ikinci grupta GBL enjeksiyonu
uygulanan ve uyari verilen hayvanlar (GBL+KI, n=6); iigiincii grupta sadece uyari

verilen hayvanlar (K1, n=10) yer almustir.
3.2. Cerrahi Islem

Cerrahi islemler, tiim deney gruplarindaki siganlara intraperitoneal (i.p.) 100
mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin anestezisi altinda gergeklestirilmistir.
Anestezinin derinligi komnea ve penge refleksleri ile kontrol edildikten sonra,
stereotaksi aletine (Stoelting, model 51600, A.B.D.) bregma ve lambda noktalar: ayni
diizlemde olacak sekilde yerlestirilmislerdir. Sicanlarin kafalari, kulak delikleri ve 6n
diglerinden, sabitleme gubuklar araciligi ile stereotaksi aletine sabitlenerek, kafa
derisi lizerindeki tiiyler tiras edilmis, deri, antiseptik soliisyon ile silindikten sonra
orta hattan bir insizyonla agilip periost kaldirilarak kafatas: kemikleri, lambda ve
bregma noktalart ortaya ¢ikartilmigtir. Hayvanlarin kafatasina bilateral olarak frontal
ve temporal kemiklere 1 mm ¢apinda delikler agildiktan sonra kayit elektrotu olarak
kullanilan vidalar takilmistir. Vida elektrotlar kablolar ile mini konnektdre
lehimlenmigtir. GBL+KI, KI gruplari i¢in bipolar plastic’s one uyar: elekirotlari
(Roanoke, VA, USA, MS303/1), sigan beyin atlas1 kullanilarak (Paxinos ve Watson
1998) belirlenen koordinatlara gore hesaplanmis ve Bregma referans “0” noktasi

kabul edilerek sag bazolateral amigdalaya (BLA) yerlestirilmistir (BLA icin
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stereotaksik koordinatlar: AP -2,6 mm, L 4,8mm, V -8,5 mm) (Paxinos and Watson,
1998). Elektrotlar disinda 2 adet sabitleme vidasi yerlestirildikten sonra soguk dental
akrilik yardimiyla kafatasina sabitlenmistir (Sekil 2).

Cerrahi islemler sonrasinda hayvanlarin genel durumu 1 haftalik dinlenme
ddnemi boyunca takip edilmigtir. Cerrahiden sonra sivi kaybini énlemek icin ise cilt
altina % 0.9 NaCl (viicut agirligmin her 100 grami bagina 2,5 ml) ¢ozeltisi enjekte

edilmigtir.
3.3. Deney Protokolii

Hayvanlar 1 haftalik iyilesme periyodundan sonra deneyler siiresince Pleksiglas
kafeslere konularak, kafalarindaki mikrokonektérler, kablolar araciligi ile EEG kayit
sistemine baglanmistir. Bir siire uyum donemi sonrasinda, yirmi dakikalik bazal EEG
kayd: (PowerLab 8S, ADI Instruments, Ingiltere) alinmistir. Her GBL enjeksiyonu
oncesi ve sonrasinda, KI ve GBL+KI hayvanlarina uyari esiklerinde verilen her
elektriksel kindling uyanst esnasinda korteks ve/ veya BLA elektriksel aktiviteleri
kaydedilmigtir. Korteks ve BLA elektriksel aktiviteleri BioAmp ML136 ile amplifiye
edilmistir. Sigma’dan temin edilen GBL soliisyonu (St Louis, U.S.A) i.p enjeksiyon
igin salin ile seyreltilerek hazirlanmigtir. GBL ve GBL+KI gruplar icin GBL dozu,
literatiir bilgilerine dayanarak 100mg/kg olarak belirlenmistir (Snead, 1988; Snead
1991).

3.3.1. GBL Grubu

GBL grubundaki hayvanlara, ii¢ hafta boyunca giinde iki kez olmak iizere
toplam otuz kez, pazartesiden cumaya kadar GBL enjeksiyonu uygulanmistir. Her
enjeksiyon Oncesi 20 dakika, sonrasinda 40 dakika olmak iizere kayit alimustir.
Spontan DDD’lan gériintiilemek amaciyla, islem yapilmadan gecen haftasonlarini

takiben pazartesi sabahlar1 enjeksiyon dncesi 40 dakika bazal kayit alimustir.
3.3.2. GBL+KI ve KI Gruplar:

GBLAKI ve KI gruplarinda, bazolateral amigdalaya (BLA) vyerlestirilen
elektrotlar araciligiyla uyar: verilerek art-desarj (AD) esigi belirlenmistir (monofazik,
80 Hz, 1 ms atim hizinda, 2 saniye boyunca). AD esigi belirlemek amaciyla, uyart

verilmeye 50pA ile baglanmis, EEG’de AD esik deeri goriilene kadar 50pA’lik
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artiglarla uyant verilmeye devam edilmistir. AD esik degeri belirlendikten sonra,
GBL+KI ve KI gruplarina giinde iki kez esik degerinde uyar verilmistir. GBL+KI
grubundaki hayvanlara her periyotta GBL enjeksiyonu yapildiktan yirmi dakika
sonra uyari verilmigtir. Hayvanlarin her uyaridan sonra ortaya ¢ikan davranig
yanitlan kindling i¢in tanimlanan skalaya gére (Racine 1972) degerlendirilmistir. Bu
skalaya gore ii¢ kere evre 5 nobet gegiren hayvanlar %indled’ olarak kabul edilerek
ve kindling deneyine son verilmistir. Kindling nSbetinin yetiskin sicandaki gelisme
evreleri su sekildedir: Baslangicta tipik ‘‘dona kalma’davranisini (Evre 0), yiizde
seyirmeler, ¢igneme ve kafa sallama hareketi izler (Evre 1 ve 2). Bu modelin gelisme
stirecini motor ndbetlerin baslamasi (Evre 3) ve jeneralize n6betlerin olugmasi (Evre
4 ve 5) izler. Pegpese ii¢ kez evre 5 nobet gegiren bir hayvan kindled olmus sayilir ve
bu etki kalicidir (Pinel and Rowner 1978, Wada et al 1979). GBL+KI grubundaki
hayvanlardan, GBL enjeksiyonu éncesi ve sonrasinda yirmi dakika, uyari sonrasinda
yirmi dakika olmak tizere EEG kayd: alinmistir. KI grubundaki hayvanlardan ise

verilen uyar1 esnasinda korteks ve amigdaladan EEG kayd: alinmistir.
3.4. Histolojik Dogrulama

Deneyler tamamlandiktan sonra, GBL+KI ve KI grubundaki hayvanlara,
clektrotlarin hedeflenen beyin bélgelerine yerlesip yerlesmediginin dogrulanmas:
amaciyla, siganlar sodyum tiyopental anestezisi uygulanarak dekapite edilmis,
beyinleri gikartilmistir. Cikarilan beyinler % 20°lik sitkroz iceren % 4’litkk formalin
soliisyonu i¢inde bekletilmis ve sogutmali kriyostatda (Mikrom, Almanya) 40 pm
kalinlifinda koronal olarak kesilmistir. Ince koronal beyin kesitleri jelatinli lamlarin
lizerine alinmus, tiyonin ile boyanarak 1gik mikroskobunda incelenmistir. Sadece
elektrot yerlesimi dogru olan hayvanlar degerlendirmeye alinmug, uygun olmayanlar

calisma dig1 birakilmastir.

3.5. Istatistiksel Analiz

Caligmanin verileri istatistiksel olarak, tekrarlayan 6lgtimlerde varyans analizi
(ANOVA) uygulanarak degerlendirilmis, ortalamat standart sapma olarak ifade
edilmistir. [lk GBL enjeksiyonu sonrast DDD’larin kiimiilatif siirelerinin, buna ek
olarak birinci, ikinci, tigtincii haftasonlarini takiben ortaya ¢ikan spontan DDIY’larin

ortalama ve kiimiilatif siirelerinin analizinde tek yonlii ANOVA ve Bonferroni
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posthoc testi kullanilmistir. GBLAKI ve KI gruplarinda ortaya ¢ikan kindling gelisim
evreleri, bunun yaninda kindling ile indiiklenen art-desarj siireleri analiz edilirken ¢ifi
yonliit ANOVA ve Bonferroni posthoc testinden yararlanidmistir. Istatistiksel olarak

anlamlilik derecesi p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. GBL Enjeksiyonunun Akut Etkisi (GBL grubu)

GBL enjeksiyonu uygulanan hayvanlarda, enjeksiyonu takiben hizli bir sekilde
kortikal EEG kaydinda bilateral senkronize desarjlar ve buna eslik eden dona kalma,
dalma, biyik hareketleri goriildii. DDD’lar1 ilk enjeksiyondan 3,3+1,25 dakika sonra
ortaya ¢ikti (Sekil 3), 20 dakika icinde en yiiksek siire ve sayiya ulasti (Sekil 4).
DDD’lar1, tekrarlayan enjeksiyonlarla birlikte, diizenli, artan ve azalan ritmik bir

yapiya ulasti.
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Sekil 3. Wistar sicanlarda GBI enjeksiyonu sonrasi sag ve sol korteks

bolgelerinden alinan EEG kaydinda goriilen DDD paterni drnegi
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Sekil 4. GBL grubunda 40 dakikalik periyod igin ilk GBL enjeksiyonu sonrasi
kiimiilatif DDD Stiresi. Analizler tek yoénlit ANOVA ve post-hoc Bonferroni ¢oklu

karsilagtirma testi ile ortaya kondu (*p< 0.05).

4.2. GBL Enjeksiyonunun Kronik Etkisi (GBL grubu)

Tekrarlayan enjeksiyonlarla birlikte, enjeksiyon yapilmadan gegen haftasonlarimi
takiben pazartesi sabahlari enjeksiyon 6ncesi alinan bazal kayitlarda spontan bilateral
DDD’lart goriildii. Ug haftalik deney protokolii siiresince spontan DDD’larinin
kiimiilatif ve ortalama stirelerinde birinci haftadan iigiincii haftaya dogru artis
gozlendi (Sekil 5, 6). Tek yonlit ANOVA kullanilarak yapilan istatistiksel analizde
spontan DDD’lerin kiimiilatif stirelerinde tigiincii haftada anlamli artig goriildii (*p<

0,05).
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Sekil 5. 1., 2. ve 3. haftasonunu takiben Pazartesi sabahi enjeksiyon éncesi spontan
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Sekil 6. 1., 2. ve 3. haftasonunu takiben Pazartesi sabahi enjeksiyon Oncesi

spontan DDD kiimiilatif stiresi. Analizler tek yonliit ANOVA ve post-hoc Bonferroni

coklu karsilastirma testi ile ortaya kondu (*p< 0,05).
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4.3. GBL+KI Grubunda GBL Desarjlar1 Uzerinde Kindling Etkisi

GBLA+KI grubunda, birinci GBL enjeksiyonu (akut uygulama) sonrast DDD
kompleksi 3,6+ 1,30 dakika sonra ortaya ¢ikti. GBL grubunda, birinci enjeksiyon
sonrasi ilk DDD, 4,8+1,25 dakika sonra goriildii. Iki grup arasinda akut uygulama
sonrasinda DDD gériilme siiresi benzerlik gosterdi. GBL grubunda tekrarlayan
enjeksiyonlar sonrast 30. enjeksiyona gelindiginde, enjeksiyon sonrasi ilk DDD

goriilme stiresi arttt ve 12,1+ 3,8 dakikaya ulasti.

GBL 3 Enjsonrasi 0-10 dak

150 Enj sonras! 10-20 dak
21 Enj sonras! 20-30 dak
E=3 Enjsonrasi 30-40 dak
100 -

Kiimilatif DDD siiresi (sn)

Enjeksiyon sayisi

Sekil 7. GBL grubunda 40 dakikalik enjeksiyon sonrasi periyod i¢in tekrarlayan
enjeksiyonlarda kiimiilatif DDD siirelerindeki degisiklikler
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{7 Enj sonrasi 0-10 dak

Enj sonrasi 10-20 dak

fE2 Enjsonras) 20-30 (uyari sonrasi 0-10) dak
EZ® Enjsonrast 30-40 (uyarn sonrasi 10-20) dak

GBL+KI
150+

100+

Kiimulatif DDD sliresi (sn)

Enjeksiyon sayisi

Sekil 8. GBL+KI grubunda 40 dakikalik enjeksiyon sonrasi periyod igin

tekrarlayan enjeksiyonlarda kiimiilatif DDD siirelerindeki degisiklikler
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4.4. KI ve GBL+KI Gruplarinda Kindling Gelisimi

KI ve GBLAKI gruplarindaki tim hayvanlar evre 5°e ulagti. KI grubundaki
hayvanlar, ortalama 15 uyar: aldiktan sonra evre 5’e ulasirken, GBL+KI grubundaki
hayvanlarda 27 uyar sonrasinda evre 5 ndbetleri goriildii (Sekil 9). Iki grup arasinda

12, 15 ve 18. uyarilar ile ortaya gikan nobet evreleri bakimindan anlamli farklilik

gozlendi.
5..
- K]
4- e an 4 GBL+KI
o
= 31 kKK
o
E Kkk
o 24
:0
Z
1._
0+ 1

1 i 1 1 i 1 I 1
3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Uyari sayisi

Sekil 9. GBL+KI ve KI gruplarinda kindling geligim evreleri. Analizler cift
yonlii ANOVA ve post-hoc Bonferroni ¢oklu kargilagtirma testi ile ortaya kondu
(**p<0.01, ***p<0.001).
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GBL+KI ve KI gruplarinda kindling ile indiiklenen art-desarj siirelerinin
kargilagtirmak {izere ¢ift yonliit ANOVA ve post-hoc Bonferroni goklu karsilastirma

testi uygulandi. Iki grup arasinda art-desarj siireleri agisindan anlamli bir farklilik

gbzlenmedi.
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Sekil 10. GBL+KI ve K1 gruplarinda kindling ile indiiklenen art-degarj siireleri
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Tablo 3. GBL+KI grubundaki hayvanlarda belirlenen AD esik degeri

NGBL#63 150
NGBL#72 75

NGBL#73 100
NGBL#87 250
NGBL#91 100
NGBL#110 150

Tablo 4. KI grubundaki hayvanlarda belirlenen AD esik degeri

MIIA\IGBL#ZI o - 250
NGBL#46 200
NGBL#47 300
NGBL#48 150
NGBL#50 150
NGBL#70 200
NGBL#76 75
NGBL#93 200
NGBL#105 250
NGBL#106 100
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu galismada, 100 mg/kg GBL enjeksiyonu almis hayvanlara elekiriksel uyar
verildiginde kindling gelisiminin uzadigi ve DDD siirelerinin degisiklik gosterdigi
ortaya koyuldu. Bu durum, absans epilepsi ile temporal lob epilepsisi arasindaki
kargilikl1 zit etkilesimin genetik altyapidan bagimsiz oldugunu agiklayabilir. Absans
epilepsi ile temporal lob epilepsisi arasindaki bu karsilikli zit etkilesim daha énce
yapilan galismalarda ortaya konmustur (Eskazan ve ark 2002, Onat ve ark 2005).
GAERS siganlarda kindling stirecinin incelendigi c¢alismada GAERS sicanlarin
tekrarlayan elektriksel uyarilara ragmen jeneralize nobetlerin goriildiigii 3, 4 ve 5.
evre seviyelerine ulagsmadiklari, 2. evrede kaldiklar1 gériilmiistiir (Eskazan ve ark
2002). Absans epilepsinin altinda yatan mekanizmalarin, 6zellikle talamokortikal
dongiideki artmus senkronizasyon ve GABAerjik inhibisyonun limbik nébetlerin
sekonder jeneralizasyonunu engelleyerek bu dirence neden oldugu sonucuna
varilmigtir. Daha sonraki caligmalarda WAG/Rij susu siganlarda da kindling
direncinin goriilmesi limbik sekonder jenralizasyona kars1 olusan direncin sadece
GAERS’lere 6zgii olmadigini, genetik absans epilesili siganlarda goriildiigii ortaya
konmugtur (Aker ve ark 2006).

Ayrica GAERS ve WAG/RIj siganlarda DDD yogunlugu ile amigdala kindling
stireci arasinda negatif korelasyon oldugu gorterilmis, kindling uyarnisimn hemen
sonrasinda DDD siire ve sayisinda artig gosterilmistir (Onat ve ark 2007). DDD’larmn
heniiz ortaya ¢ikmadig: 20 giinlilk GAERS yavru siganlardaki kindling gelisimi ayni
yastaki epileptik olmayan Wistar susu siganlarla benzer gelisim izlemis her iki grup
da evre 5’ ulagmistir (Carcak ve ark 2008). Kindling direncinin sadece amigdalaya
Ozgit olup olmadifimn aragtirilmasi amaciyla yapilan bir ¢alismada GAERS ve
WAG/R]j sicanlarda hipokampal kindling siireci incelenmis ve amigdala kindling
modelindeki siirece benzer sekilde limbik nobet jeneralizasyonuna karst bir direng
gozlemlenmistir (Akman ve ark 2008). GAERS ve WAG/Rjj si¢anlarla yapilan bir
bagka calismada ise genetik absans epilepsili hayvanlarda, parsiyel nébetlerin
sekonder jeneralizasyonu igin ©nemli alanlardan biri olan peririnal kortekse

elektriksel kindling uygulanmis, séz konusu direng bu calismada da ortaya
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konmustur (Akman ve ark 2010a). GAERS si¢anlarla yapilan bir baska ¢alismada;
GAERS’lerin yalmzca elekiriksel kindling modeli ile olugturulan nobetlere degil
amigdalaya kainik asit uygulanmasi ile olusturulan jeneralize konviilsif nobetlere de,
epileptik olmayan hayvanlara gore daha direngli oldugu tespit edilmistir (Gurbanova

ve ark 2008).

Bizim bulgularimizla uyumlu olarak; 2003 yilinda yapilan bir ¢alismada, hizh
hipokampal kindling uygulanan hayvanlarda bununla birlikte talamik retikiiler
niikleusun uyarilmasi jeneralize limbik nébet gelisimini baskilanustir (Nanobashvili
et al 2003). Iyon kanal mutasyonu araciligiyla absans epilepsi ve temporal lob
epilepsisi modeli olusturulan dijenik farelerde de benzer etkilesimin gosterildigi bir
calisma mevcuttur (Glasscock et al 2007). GAERS siganlarda yapilan bir baska
calismada, fokal limbik epilepsi geligimi absans nobet ekspresyonunu biiyiik oranda
zayiflatmis ve Wistar sicanlar ile karsilagtirildiginda lityum-pilokarpin uygulanmast
ile goriilen spontan nébetlerde gecikme gézlenmistir (Hanaya et al 2008). Bizim
calismamizda, GHB modeli ile olusturulan absans epilepsili siganlarin kindling’e
gosterdigi direncin, absans epilepsinin kendi mekanizmasinin etkisiyle olustugu
abnormal genetik altyapidan kaynakli olmadig1 ortaya konmustur.

Kimyasal absans epilepsi ile kindling arasindaki etkilegimin altinda yatan hiicresel ya
da molekiiler mekanizmalar da gesitli aragtirmalara konu olmustur. GBL, biyolojik
olarak inaktif olan ve uygulandikian sonra beyinde hizla GHB’ye déniisen bir
maddedir, epileptojenik etkileri, yalmzca GHB’ye doniismesi ile ortaya cikabilir
(Snead 1988, Snead 1991). GHB, hem GABAg reseptoriiniin hem de GHB-spesifik
reseptoriiniin aktivasyonu, bunun yaninda glutamat reseptor B altiinitesi (GluR2)
baskilanmasi gibi beyinde gergeklesen ¢ok sayida olayin mekanizmasinda rol oynar
(Hu et al 2001a, Hu et al 2001b, Wong et al 2004). GluR2’siz mutant farelerle
yapilan calismada, GluR2 protein ekspresyonunun bir sonraki GBL absans modeli
nobet baslangicini belirgin derecede azaltmusgtir (Hu et al 2001b). 50 mg/kg i.p. GBL
enjeksiyonundan on dakika sonra kiitle spektrometresiyle kombine edilmis floresan
2D jel elektroferezi yontemi kullamilarak yapilan talamik proteom analiz
calismasinda, DDD goriniimii ile ilgili belirli proteinlerin ekspresyonunda

degisiklikler oldugu gosterilmistir (Ryu et al 2007).
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EEG haritalandirma ve lezyon c¢alismalarindan faydalanilarak GHB ile indiiklenen
DDI>’lerin bolgesel dagilimumi belirlenmekiedir. Yapilan bir EEG haritalandirma
calismasinda, korteks, talamus ve hipokampusun belirli bélgelerine bipolar derinlik
elektrotlart yerlestirilmis, GHB ile indiiklenmis absans nébetlerin ortaya ¢ikmasiyla
beraber, serebral korteksin [-IV tabakalar ile talamusun ventroposterolateral (VPL),
ventroposteromedial (VPM), medial ve retikiiler ¢ekirdek (TRN) bdlgelerinde
senkronize desarjlar gézlenmistir. Serebral korteksin daha derin tabakalarindan (V-
VI) hi¢ DDD kaydi alinamamistir. Bu siire boyunca hipokampal yapilar tamamen
sessiz kalmistir (Banerjee et al 1993). Bir baska ¢alismada, GHB ile indiiklenmis
absans epilepsili hayvanlarda, ¢esitli talamik g¢ekirdeklerde olusturulan elektrolitik
lezyonlarin etkileri ortaya konmustur. Mediadorsal ve intralaminar talamik
cekirdeklerde olugturulan bilateral lezyonlarin hem korteks, hem de talamusta GHB
ile indiiklenmis DDD’leri ortadan kaldirdigr belirlenmistir. VPL ve RC’nin bilateral
lezyonlari, DDD’leri baskilamig fakat ortadan kaldirmamistir (Banerjee et al 1993,
Banerjee and Snead 1994).

Bu calismada ayni1 zamanda sistemik GBL uygulamasinin akut ve kronik etkileri
tekrar ortaya koymustur. 100 mg/kg dozunda GBL enjeksiyonu ile elde edilen EEG
ve davranis karakteristikleri daha 6nce yapilan benzer calismalarla uyumlu sonuglar
gostermistir (Depaulis et al 1988, Depaulis et al 1989, Snead 1988). Sag ve sol
frontoparietal korteksten alinan bazal EEG kaydinda baslangigta goriilen kisa ani
diken desarjlar1 daha sonra lizla absans epilepside goriilen tipik diken dalga
desarjlarma dontismiistiir. Korteksten alinan EEG kayitlarinda goriilen bilateral
senkronize desarjlar, akut GBL enjeksiyonu sonrast ritm, siire ve amplitiid
bakimindan diizensizlik sergilemektedir. Ilk enjeksiyon sonrasi ortaya ¢ikan bu
desarjlar daha once postnatal 30 giinlik yavru GAERS sicanlarla yapilan bir
caligmada gozlemlenen immatiir DDD’lerle benzerlik géstermektedir (Cargak ve ark
2008). Tekrarlanan enjeksiyonlarla elde edilen kronik GBL uygulamasi1 sonrasi bu
desarjlar, absans epilepsinin tipik EEG karakteristigi olan DDD’lere déniismiistiir.

GBL ile olusturulan absans epilepsi modelinin en biiyiik dezavantaji genetik
absans epilepsi modellerinde oldugu gibi kronik degil akut bir model olmasidir.
Bununla birlikte, insanda goriilen absans epilepsiye benzerligi baz alindiginda, GHB

modeli diger genetik absans epilepsi modelleri ile olduk¢a fazla benzerlik gésterir.
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Buna ek olarak, GHB modelinin ontojenisi, genetik modellere gore insanda goriilen
nobet kosullarini ¢ok daha dogru bigimde yansitir (Snead 2002). Ergenlik 6ncesi
maymunlara intravendz GHB enjeksiyonu yapilan bir ¢alismada, insandakine ¢ok
benzer GHB ile indiiklenmis DDD’leri meydana g¢ikmistir. Bu hayvanlarda 200
mg/kg intravenéz GHB enjeksiyonu, davranigsal olarak donakalma, kafa sallama,
pupiler dilatasyon, gbz kirpmasi, ritmik g6z hareketleri, stereotipik otomatizmlerle
birlikte 2,5 ¢/s DDD’leri ortaya gikarmigtir (Snead 1978a).

Akut bir model olan GHB modelinde, DDD’lerin zamanla olgunlasmasi ve
ilerleyen enjeksiyonlar sonrasi, haftasonu enjeksiyonsuz gegiren hayvanlarin
pazartesi sabahi alinan bazal kayitlarinda spontan DDD’lerin ortaya ¢ikmasi
tamamen senkronize olmus bir ndbet aktivitesine isaret eder. Bu aktivite de,
tekrarlayan enjeksiyonlarla birlikte kortiko-talamo-kortikal agda bir artigin gostergesi
olabilir. Akut GBL enjeksiyonundan 72 saat sonrasinda bilateral senkronize
DDD’lerin kisa spontan patlamalarinin ortaya ¢iktigi daha 6nce yapilan bir ¢calismada
gosterilmistir (Hu et al 2001a). Genetik ve kimyasal absans epilepsi modellerinde
yapilan bir¢ok caligmada, absans epilepsinin patofizyolojisinde kortiko-talamo-
kortikal déngiiniin rolii ortaya konmugtur (Coenen and van Luijtelaar 2003, Cope et

al 2009, Velazquez et al 2007).

Kronik GBL uygulanmasi ile ortaya ¢ikan bu nobet aktivitesi absans ndbet
dongiisiiniin  fonksiyonel organizasyonunda, zamanla, talamo-kortikal déngiide
biiylik olasilikla hiicresel ve/veya sinaptik seviyede meydana gelen bir degisikligin
oldugunu akla getirmektedir. Bu durumda, kronik sistemik GBL uygulanmasi absans

epilepsi icin bir epileptogenez modeli ortaya koyabilir.

Absans epilepsinin alinda yatan mekanizmalar: aydinlatmak, yeni antiepileptik
ilaglar gelistirilirken faydali olabilir. Bu yiizden, uygun deneysel epilepsi modelleri
gelistirmek son derece 6nemlidir. Yapilan c¢aligsmalarda, GHB modeli, absans
epilepsinin mekanizmalarin1 aydilatmada kullanilan uygun bir farmakolojik model

olarak ortaya konmustur.

GHB modelinde; insan absans epilepsi tedavisinde etkili dort ana antiepileptik
ilag tarafindan DDD'ler baskilanirken, tedavide etkisiz iki ilag DDD'leri artirmustir

(Godschalk et al 1976; Snead 1978 ab, 1988). lJeneralize absans nobetler,
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farmakolojik olarak, etosiiksimid, trimetadion, valproik asit ve benzodiazepinlere
yamt verirken; fenitoin, barbiturat ya da karbamazepinlere karst direnglidir (Snead et

al 1999).

Sonug olarak, absans epilepsi ile temporal lob epilepsisi arasindaki karsilikly zit
etkilesimin arastirildit bu calismada, kimyasal bir model olan GHB modeli
kullanilmig, genetik absans epilepsi modellerinde olusan kindling direncinin bu
modelde de goriildiigi ortaya koyulmustur. Buradan yola ¢ikarak, séz konusu
direncin genetik bir altyapidan ziyade absans epilepsinin kendi néronal
mekanizmalarindan kaynakli olabilecegi sonucuna varllmigtir. Absans epilepsi
tedavisinde kullanilan ilaclara, GHB modelinde ortaya konulan yamit, farmakolojik
caligmalarda, bu modelin kullanilabilecegini g6stermektedir. GHB modeli

antiepileptik ila¢ aragtirmalarinda, absans epilepsi modeli olarak kullanilabilir.
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