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. BOLUM

1 GIRIS VE AMAC

Epileptik nobetlerle ilgili tanimlamalarin tarihi uygarlik tarihi kadar eskiye
dayanmaktadir. Epileptolojinin tarihsel gelisimine bakilirsa aslinda siireklilik
arzetmedigi hemen farkedilir. Orta cag donemindeki insanlarin bu hastalik hakkinda
1500 y1l oncesinde yasamis olan Hipokrat’a gore daha az bilgiye ve ufka sahip
olduklarin1 bilmek oldukga ilgingtir. Bugiin icin bilinen en eski ndbet tanimlamasi
M.O. 1000 yilinda tamamlannms, “Sakikku” (biitiin hastaliklar) denilen Babil tas
yazitlarinda yer almaktadir. Nobet tanimlamasimi isaret eden bir Siimer terimi
diistiren / deviren hastalik (the falling sickness) olarak terctime edilmistir (Wilson
and Reynolds 1990). Antik caglarda epilepsi dogatistii giiglerin bir disa vurumu ve
kutsal bir hastalik olarak kabul edilmisken, sonrasinda Hipokrat (M.O. 400)
kitabinda hastaligin nedeninin beyinden kaynakladigini yazmistir. Ancak yanlis bir
varsayimla ileri slirdiigii tanimlamasinda beyindeki fazla sivinin venler araciligi ile
akmasinin hastanin konugsamamasina, bedeninin kasilmasina ve agzindan kopiik
gelmesine neden oldugunu soylemistir (Temkin 1933). Hipokrat’tan bu yana Galen
ve Ibn-i Sina gibi tibbin atalar1 kabul edilen hekimler de kismen dogru, kismen hatali
tanimlamalarda bulunmuslardir. Ortagag Avrupa’st epilepsi i¢in karanlik bir ¢cagdir
¢linkii hastaligin seytani gili¢lerden kaynaklandigi ve tedavisinin ancak dini
yaklasimlarla olabilecegine dair kan1 olusmustur. Raphael’in Isa’nin Déniisiimii adl
tablosunda kutsal kitaplarda Isa’nin epilepsisi olan bir oglan ¢ocugundan seytam
cikardigini betimlenmektedir (Sekil 1.1). Incilde epilepsi ile ilgili birka¢ benzer
referans bulunmaktadir ki bu da Orta Cag’da epilepsi ile ilgili seytani hastalik

goriisiiniin nasil olustugunu ¢ok iyi ortaya koymaktadir. Epilepsi ile ilgili saglikli



teoriler ancak 18. ylizyildan sonra iiretilmeye baslanmis, yirminci yiizyilin ikinci
yarisindan itibaren gelismeler ¢ok hizlanmistir. Yine de epilepsi hastalarina karsi

toplumda var olan stigmatizm ne yazik ki devam etmektedir.

Sekil 1.1: Transfigiirasyon (Doniisiim) Raphael, 1516-1520

Cok az durum konviilsiv bir nobetin dramatikligi ile es tutulabilir. Nobet
geciren kisi aglayabilir, bilingsizce yere diigebilir, ¢irpinip kontrolsiiz hareketler
yapabilir, agz1 kopiiriip mesane kontroliinii kaybedebilir. Dakikalar igerisinde nobet
sona erer ve kisi bitkin ve sersemlemis olarak bilincini tekrar kazanir. Epilepsi ya da
halk dilinde sara sozciigiinii duydugunda bircok kisinin géziinde canlanan tablo
budur. Oysaki bu “jeneralize tonik-klonik ndbet” epilepsinin yalnizca bir tiiriidiir ve
daha bir ¢ok tiirde ve degisik bulgularla kendini gosteren epilepsiler vardir. Epilepsi,
kendiliginden ortaya c¢ikan, tekrarlayan nobetlerle karakterize, yaygin, kronik,
heterojen bir grup noérolojik bozukluktur. Yas, cinsiyet, etnik grup veya sosyal
statilye bakmaksizin her kesimden insanlar1 etkilemektedir. Diinya iizerinde 50

milyon kadar epilepsi hastasi oldugu varsayilmaktadir ve bunlarin biiyiikk ¢cogunlugu



gelismekte olan iilkelerde yasamaktadirlar (Brusa, Zimmermann et al. 1995;
Factsheets 2009). Epilepsinin bireyin yasam kalitesini nitel ve nicel olarak olumsuz
etkiledigi agiktir. Bu etki dolayl olarak iiretim verimliligine yansimakta, sagaltim
giderlerini artirmakta, sonug¢ olarak toplum iizerinde de ekonomik ve sosyal bir yiik
olusturmaktadir. Epilepsi ¢ogunlukla kontrol altindadir ancak ilagla tedavisi yoktur.
Agir olgularda cerrahi yaklasim bir segenek olarak karsimiza g¢ikar. Ancak tiim
bunlara karsin epilepsi hastalarmin % 30’u tiim ilag¢ yaklagimlarina ragmen tedaviye
direnglidir. Bu hastalarin da 6nemli bir boliimiinii temporal lob epilepsi hastalari

olusturmaktadir.

Odak belli olsa da olmasa da, altta yatan neden, néronlarin normal elektriksel
aktivitelerinin epizodik, gecici, patlayici tarzda eszamanl desarjlarla bozulmasidir.
Burada nobet ve epilepsi kavramlarinin ayrimmna dikkat edilmelidir. Her ndbet
epileptik nobet olmayabilir ve nobet gegirmek kisinin epilepsi hastasi oldugunu ya da
olacagini gostermez. Uyarilmamis, spontan nobetler sik goriilen bir durumdur ve 80
yasina kadar toplumun ortalama % 4’1 bu sekilde ndbet gegirir. Bu hastalarin sadece
% 30 — 40 kadar ikinci bir spontan nobet gegirirler (epilepsi). Bir anlamda yalin bir
nobetle kronik bir sendromun arasinda kalan boslugu dolduran siireg

epileptojenezdir.

Epilepsiye giincel tedavi yaklasimi, bulgularin baskilanmasi temeline
dayanan anti-epileptik ila¢ tedavisidir. Bugiin elimizde genetik yatkinlik ve
gecirilmis beyin hasari gibi epilepsi i¢in bilinen risk faktorlerine sahip olan
hastalarda ya da epilepsinin ilerleyici doneminde bile bu siireci yavaslatacak, olumlu
yonde degistirebilecek bir tedavi bulunmamaktadir (Pitkanen and Kubova 2004).
Epileptojenezin 6nlenmesi tipta heniiz karsiligini bulamamis bir gereksinimdir. Hem

Avrupa iilkelerinde hem de Amerika Birlesik Devletlerinde bu acil gereksinim



yiiziinden epileptojenezin onlenmesine yonelik yeni tedavi yaklasimlar1 epilepsi
aragtirmalarmin temel hedeflerinden biri olarak siralanmistir (Kelley, Jacobs et al.

2009).

Edinsel epileptik bozuklugun gelisimi, belirli bir serebral ilk hasar
sonrasinda, uzun bir siire¢ icerisinde anormal ndronal re-organizasyonu isaret eder
(Engel 1989). Burada kastedilen durum, norodejenerasyon, neondrojenez, aksonal
filizlenme, akson hasari, gliyal hiicre aktivasyonu, vaskiiler hasar ve anjiyojenez,
ekstraseliller matriks bilesiminde bozulma ya da iyon kanallari gibi hiicresel
yapilarda molekiiler degisiklikleri icerebilir (Pitkanen and Lukasiuk 2009). Gliyal

faktorlerden s6z ederken de astrositler tizerinde 6zellikle durmak gerekir.

Astrositler ya da formal tanimlama ile astrogliyal hiicreler, ndbet odaginin
¢ok Oonemli bir yapitasidir. Eski kaliplasmis destek hiicre tanimlamasinin disina ¢ikan
astrositlerin ¢ok kritik roller istlendigi artik oldukga iyi bilinmekte ve uzun bir
stiredir de ndbetlerin olusmasinda etken olduguna inanilmaktadir (Kang, Kim et al.
2006). Bu hiicrelerin kendine 6zgii biyolojisi anlasildik¢a dikkatler epilepsi-astrosit
iliskisi tizerine c¢ekilmistir.  Epileptik odakta bulunan astrositlerin oncelikle
islevlerinin  bozuldugu, bu nedenle de ortamdaki glutamati gerektigi gibi
uzaklastiramadigi, potasyum homeostazinin bozulmasina yol agtigi ve ilerleyen
boliimlerde daha ayrintili deginilecegi diger gorevlerini yeterince yapamadigi igin
bulunduklar1 odakta néronlarin uyarilma esiginin diismesine ve bu yiizden de ndbet

olusumunda 6nemli katkist olduguna inanilmaktadir (Binder and Steinhauser 2006).

Sunulan bu c¢alismada kimyasal ajanla deneysel olarak uyarilma esigi
diisiiriilmiis sicanlarda, temporal lob epilepsisi modellerinde ndbet odagi kabul edilen
ve plastik degisikliklerin gozlendigi hipokampusta, dentat girus hilusuna kdltiir

ortaminda gelistirdigimiz saglikl astrositler ekilerek bunun uyarilma esigi iizerindeki
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etkileri degerlendirilmistir. Bu arastirmanin amaci kesinlikle popiiler bir yaklasim
olan hiicre ve/ veya doku transplantasyonunun bir sagaltim secenegi olarak
gosterilmesi degildir. Buradaki hedefimiz temporal lob epilepsisi patojenezinde tek
basina islevleri bozulmus astrositlerin sorumlu olup olmadigina; bir bakima siiregte
astrositlere iliskin temel kuskuya ampirik bir yaklagimla yanit aramaktir. Bu ¢alisma
beraberinde yeni sorular1 ve yeni yaklasimlar1 da getirmekte, 6zelinde temporal lob
epilepsisi, genelinde epileptojenezin anlasilmasinda biraz daha katki saglamak ve

yeni olasi stratejiler gelistirilmesi i¢in ipuglar1 ortaya koymaya ¢abalamaktadir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Nobet

International Leauge Against Epilepsy (ILAE), 1981 yilindaki raporunda

epileptik nobetleri yalnizca klinik ve EEG bulgularina dayanarak siniflandirmistir.

olmayan)

a.

o

e o

@

PARSIYEL (FOKAL) NOBETLER

Basit parsiyel ndbetler

Motor bulgularla birlikte

Duyusal ya da ozel duyularla ilgili bulgularla birlikte

Otonomik belirti ve bulgularla birlikte

Psisik bulgularla birlikte

Kompleks parsiyel nobetler

Basit parsiyel baslangici takiben biling kaybi

Dogrudan biling kaybi ile baslayan

Ikincil olarak jeneralize forma donen parsiyel nobetler

Basit parsiyel baslayp jeneralize olanlar

Kompleks parsiyel baslayip jeneralize olanlar

Basit parsiyel baslayip énce kompleks sonra jeneralize
olanlar

JENERALIZE NOBETLER (Konviilsiv ya da konviilsiv

Absans ndbetleri

Tipik absanslar

Atipik absanslar

Myoklonik nébetler

Klonik nobetler

Tonik ndbetler

Tonik — Klonik nobetler

Atonik (astatik) nobetler

SINIFLANDIRILAMAYAN EPILEPTIK NOBETLER

Tablo 2.1: Epileptik Nobetlerin Uluslararasi Siiflandirmas: (ILAE-1981)




Nobetler epilepsi hastalarinin ana semptomatolojisini olusturur ve biitiin
tedavilerin hedefi noébetlerin kontrol edilebilmesidir. Epileptik durumun belirli bir

siniflandirmaya alinabilmesi i¢in ndbet tiiriiniin agik olarak tanimlanabilmesi sarttir.

Epileptik bir ndbet, beyinde anormal, asir1 veya eszamanli néronal aktivitenin
gegici bir bulgusudur (Fisher, van Emde Boas et al. 2005). Giiniimiizde modern
video teknikleri, bir nobetin 6zelliklerinin arastirilmasinda detayli bir bakis olanag:
saglamaktadir. Eszamanli video ve EEG kayitlarinin epileptik nobetlerin semiyolojisi
ile ilgili bilgi birikimine katkilar1 dramatik olmustur. Buna ragmen kalitatif gorsel
analizde, gozlemciler arasindaki ayrim birgok semiyolojik 6zellik agisindan sikinti
yaratabilmektedir. Bu nedenle ndbet sirasindaki hareketlerin kantitatif analizleri,
daha objektif kistaslarin gelistirilebilmesini saglayabilir (Li, Martins da Silva et al.
2002). 2001 yilinda ILAE tarafindan klinik yaklagimlarda yardimei olabilmesi igin

yeni bir tan1 semasi onerilmistir.

Epileptik ndbetler ¢esitli belirti ve bulgularma goére tanimlanabilirler.
Konvansiyonel yontemle nobet analizi gorsel deneyime ve On plandaki iktal

Ozelliklere dayanmaktadir. Epileptik ndbetlerde iktal belirtiler 4 kategoride

degerlendirilebilir:
o Duysal
o Bilissel
o Motor
o Otonomik

Birgok epileptik ndbette yukarida belirtilen kategorilere ait bulgular eszamanh

gbzlenebilmekte ise de bir kategori hemen her zaman baskin olarak karsimiza ¢ikar.



Nobetler genellikle kisa (5 dakikadan az) siirer ve oncesinde bir prodromal donem

olabilir. Nobeti cogunlukla uzun bir postiktal periyod izlemektedir.

Nobetler ¢ogunlukla kendiliginden sonlanir. Nobetin sonlanamadigi durumda

status epilepstikus ortaya ¢ikar ki yasami tehdit edebilen acil bir durumudur.

Epilepsi prevalansindan farklt olarak ndbetler toplumun %10 unun
hayatlarinda en az bir kere karsilastigi bir durumdur (Hauser, Annegers et al. 1996).
Tiim yas gruplart ele alindiginda kompleks parsiyel nobetler en sik karsilagilan
tirdlir. Jeneralize nobetler gocuklarda biiyiiklere oaranla daha fazla goriiliirken,
parsiyel nobetler eriskinlerde daha sik goriiliir. Myoklonik nobetler yasamin ilk
yilinda sik karsilagilirken ilerleyen zamanda azalmaktadir (Annegers, Rocca et al.

1996).

Nobetler her zaman kendiliginden olugmaz. Kimi zaman tetikleyen bir

faktoriin varligi s6z konusudur (Tablo 2.2).

Metabolik Anormallikler Hipoglisemi ve Hiperglisemi
Hiponatremi
Hipokalsemi

Alkol Yoksunlugu

Akut Norolojik Hasar Enfeksiyon (Menenjit, Ensefalit)
Inme (Iskemik, Hemorajik)

Kafa Travmasi

Yasadisi Ila¢ Zehirlenmesi ve

Yoksunlugu
Nébet Esigini Diisiiren Ilaclar Teofilin

Trisiklik Antidepresanlar
Cocuklarda Yiiksek Ates

Tablo 2.2: Nobeti tetikleyen faktorlerde sik karsilasilan 6rnekler




Epileptik nébetlerin  diizeltilmis ILAE siniflandirmas1 (Tablo 2.3) ve

smiflandirma algoritmasi asagidaki gibidir (Sekil 2.1).

Parsiyel Nobetler Kompleks Parsiyel Nobetler
Basit Parsiyel Nobetler Motor
Duysal
Otonomik
Psisik

Ikincil Jeneralize Olan
Tonik-Klonik Nobetler

Jeneralize Nobetler Primer Tonik-Klonik
Absans

Myoklonik

Klonik

Tonik

Atonik

Atipik Absans

Infantil Spazm

Tablo 2.3: Nobetlerin Diizeltilmis ILAE Siniflandirmasi

[ Nobet ]

[ Biling Kaybi ? ]
I

I 1
[ Evet ] [ Hayir ]
( Jeneralize Nobetler J [ Parsivel Nobetler J

[ Bilingte Bozulma ? ]
I
I

1
[ Evet ] [ Hayuwr T
[ Kompleks Parsiyel q L Basit Parsiyel J

Sekil 2.1: Nobet Siniflandirma Algoritmasi
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2.2 Temporal Lob Epilepsisi

Temporal lob epilepsisi 1985 yilinda ILAE tarafindan medial ya da lateral
temporal lob kaynakli tekrarlayan ve uyarilmamis nobetlerle karakterize bir durum
olarak tanimlanmistir. Temporal lob ile iliskilendirilen nobetler basit parsiyel
nobetler (biling kaybi yok) ve kompleks parsiyel nobetlerdir (biling kaybi ile).
Kompleks parsiyel nobette nobet her iki temporal loba da yayildigi i¢in birey
uyaniklik durumunu kaybeder ve kisa stireli bellek bozulmasina yol agar. Parsiyel
nobetler ikincil olarak jeneralize forma doniisebilir. Temporal lob epilepsisi tiim
parsiyel epilepsilerin % 60’11 olusturmaktadir (Fisher, van Emde Boas et al. 2005).
Klinik gozlemler, epileptik hastalarin yiliksek oranda temporal lobda odaga sahip
oldugunu ve bunun da siklikla mesial temporal lob hipokampal sklerozu gibi bir
patolojik bulguyla beraberligini gdstermektedir. Bunun sonucunda da hipokampus,

epilepsi arastirmalarinda ilgi odagi haline gelmistir.

2.3 Hipokampus

Hipokampus oldukca 0zgiin, bilateral yerlesimli, uzun ve ice biikiilmiis
sekilde bulunan bir korteks yapisidir. Neokorteksin altinda, temporal loblarin bazal
medial yiizeyinde yerlesmistir. Amigdaladan septuma kadar temporal lop boyunca
uzanir ki bu aym zamanda hipokampusun septo-temporal eksenini de
olusturmaktadir (Paxinos 1995). Hipokampus ve subikulum bir arada hipokampal
formasyon olarak adlandirilirlar. Filogenetik olarak en eski beyin bolgelerinden olan
hipokampus baslica aferent sinyallerini entorinal korteksten alirken, eferent
sinyallerini limbik ve ekstra-limbik bolgelere gonderir. Hipokampus, entorinal
korteks ile birlikte bellek islevleri agisindan 6nemli bir merkez olarak kabul

edilmektedir (Kandel, Schwartz et al. 2000).
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Yunancadan gelen hipokampus terimini ilk olarak bundan 400 yil 6nce
Italyan anatomist Arantius, girus dentatus’u kastederek kullanmistir (Walther 2002).
Arantius’un bu terimi kullandiginda aklinda deniz ati oldugu diisiiniilmektedir.
Hipokampusun egimli yapisi ipek bocegini de andirmaktadir. 1742°de Garengeot
Cornu Ammonis (Ammon boynuzu) terimini literatiire katmustir (Lewis 1923).
Bugiin bu terimin latince kisaltmas1 hipokampusun alt birimleri i¢in kullanilmaktadir
(CA 1-4). Hipokampusla ilgili 6nemli galismalar yapmis olan diger arastirmacilarin
basinda Ramon y Cajal (1911) gelmektedir. Hipokampusu tiim ayrintilar1 ile burada

sunmak olanaksizdir. Bunun yerine temel yap1 ve islevleri kisaca 6zetlenecektir.

Hipokampus bilaminar (¢ift tabakali) bir yapiya sahiptir. Bu tabakalar, Cornu
Ammonis (hippocampus proper) ve girus dentatus (ya da fascia dentata) olarak
adlandirilirlar ve bir tabaka digerinin icine dogru kivrilmis sekilde durmaktadir
(Duvernoy 2005). Gelisimin erken asamalarinda bu iki tabaka siireklilik
gostermekteyken, tam olarak agiklanamayan nedenlerle Cornu Ammonis ventrikiiler
bosluga dogru kabariklik gostererek boyutlarini artirir. Kortikal yilizeye yakin
hipokampal sulcusun (yarik) olusumu bu katlanma ile ilgili durmaktadir. Dentat girus
konkav bir gekle biirliniir ve olasilikla iki yapimin asimetrik gelisimine bagl olarak
Cornu Ammonis’in medial ucu altina dogru ilerler. Sonug¢ olarak Cornu Ammonis
ve girus dentatus “U” seklinde, birbiri igerisine dogru kenetlenmis ve birbirleri ile
sulcus hippocampus ile ayrilan iki ayri tabaka olarak karsimizda durmaktadir
(Duvernoy 2005). Cornu Ammonis kabaca alti tabakaya ayrilabilir. Bunlar
ventrikiiler bosluktan sulcus hipokampusa dogru sirasi ile alveus, stratum oriens,
stratum pyramidale, stratum radiatum, stratum lacunosum ve stratum moleculare’dir

(Sekil 2.2).
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Stratum Lacunosum

Stratum Radiatum . .
Fimbria

Stratum Oriens

Girus Dentatus,
Stratum Granulosum

Stratum Moleculare
(CA)

Subiculum
Stratum Moleculare

Sulcus Hippocampi (DG)

Sekil 2.2: Hipokampus Tabakalar1

Alveus intraventrikiiler yiizeyi olusturur ve hipokampus ile subikulum
ndronlarmin aksonlarini tagir. Zaten bu ylizden de bu yapilarin temel eferent yolagini
teskil eder. Stratum oriensin sinirlart ¢ok belirgin degildir. Bu tabaka piramidal
tabaka ile karigmaktadir. Stratum oriens sac¢ilmis sekilde basket hiicreleri igerir ve
alveusa ulasan piramidal néron aksonlar1 bu tabakadan gecer. Stratum pyramidale
Cornu Ammonis’in ana yapitasi olan piramidal hiicreleri barindirir. Piramidal hiicre
somasi liggen bir yapida olup taban kismi alveusa, tepe kismi sulkusa doniik
yerlesimlidir. Tabanindan ¢ikan aksonu asil olarak septal niikleusa uzanirken bazi
asosiyasyon lifleri diger piramidal néronlara ve belki de kontralateral hipokampusa
ulagir. Bu yolda piramidal néronlarin aksonlar1 Schaffer kollaterallerini verirler. CA3
piramidal hiicre aksonlarindan ayrilan bu kollateraller biikiilerek stratum radiatuma

girerler ve CAl piramidal noronlar ile sinaps yaparlar. Bu kollateraller bellek ve
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duygu ile ilgili siireglerde Papez devresi ve bugiin artik tartisilan hipokampal

trisinaptik halkanin 6nemli bir pargasidir (Paxinos 1995).

2.3.1 Dentat Girus

Dentat girusun baslica tabakasi graniil hiicre tabakasi ya da stratum
graniilosum’dur. Bu tabaka graniil hiicrelerin somalarini barindirir. Graniil hiicre
somast ortalama 7 pm’dir. Stratum moleculare graniil hiicrelerin proksimal
dendritlerini igerir. Graniil hiicrelerin aksonlari olan yosunsu lifler (mossy fiber) ise
CA3 Dbolgesinin piramidal hiicrelerine ulasir (Claiborne, Amaral et al. 1986).
Yosunsu liflerin proksimal kisimlart dentat girusun polimorfik tabakasindan geger.
Sicanda dentat girusta bulunan graniil hiicrelerin sayist 1 milyon olarak

kestirilmektedir (Boss, Peterson et al. 1985; Amaral, Ishizuka et al. 1990).

2.3.2 Cornu Ammonis

Cornu Ammonisin (CA) baslica tabakasi piramidal hiicre tabakasi ya da
stratum piramidale’dir. Golgi yontemi kullanilarak yapilan siniflandirmada CA
bolgesi dort alt bolgeye ayrilmaktadir: CA1, CA2, CA3 ve CA4 (Lorente De N6
1934; Amaral 1978). Her ne kadar CA4 bolgesi olarak adlandirilan kisim Cornu
Ammonis’in bir alt bolgesi olarak kabul edilse de, hilusta yer almasi nedeniyle dentat
girus’un bir parcasi olarak ta goriilmektedir. Ayrica bu bolgedeki ndronlar piramidal
ndronlardan farklidir. CA1 bolgesi subiculum ile bitisiktir. CA2 bolgesi CA3 ve CAl
arasinda bir gecis bolgesidir. CA3 bolgesi fimbria, forniks ve koroid pleksus ile
komsuluga sahiptir. Nissl boyamas: gibi standart histoloji boyalari, hipokampal alt
bolgeleri arasinda hiicre yapilarina gore sinirlari gosterebilmektedir. Burada CA2-

CA3 sinir1 istisna olusturmaktadir.
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Piramidal hiicrelerin somalar1 tiggen seklinde olup CA2 ve CA3 bolgelerinde CAl
bolgesine oranla daha biiyiiktiir. CA2-3 bolgesinde taban genisligi 40 — 60 um iken
CAl bolgesinde 20 — 40 um olarak izlenmektedir. Stratum oriens piramidal
hiicrelerin bazal dendritlerini igerirken stratum moleculare apikal dendritleri
barindirmaktadir. CA3 piramidal néronlarin dendritleri CA1 néronlarina gore daha
kisa ve kalindir. Yosunsu lifler CA3 bolgesi piramidal hiicreleri ile stratum
lucidum’da sinaptik baglanti kurarlar. Kantitatif c¢aligmalar sicanlarda CA3
bolgesindeki piramidal ndronlarin sayisinin 330000 oldugunu, CA1l bdlgesinde ise
420000 piramidal hiicre oldugunu kestirmektedir (Boss, Peterson et al. 1985;

Amaral, Ishizuka et al. 1990).

2.3.3 Hipokampal Sinyal Yolaklar

Hipokampus anatomisinin temel karakteristik 6zelliklerinden birisi de gelen
aferent liflerin hipokampus tabakalari ile yaptiklar tri-Sinaptik devreyi teskil eden
baglantilardir. Hipokampus ¢esitli beyin bolgelerinden, en belirgin olarak da
entorinal korteksten aferentlerini alir. Entorinal korteks disinda hipotalamus, septal
niikleus, amigdala ve Broca’nin septal diagonal bandi da aferent sinyallerin

kaynagin1 olusturmaktadir.

2.3.3.1 Tri-Sinaptik Devre

Hipokampusun olduk¢a 6zgiin bir baglanti Griintiisii bulunmaktadir. Temel
iletim yolag: tri-Sinaptik devre olarak adlandirilir. Tri-sinaptik devrenin ilk halkasini
hipokampusun baglica aferent baglantist olan perforant yolak olusturur. Perforant
yolak, entorinal korteksin ikinci tabakasindaki piramidal hiicrelerin aksonlarinin
(perforant lifler) stratum moleculare’yi gegerek dentat girus graniil hiicrelerine

sinaptik baglant1 kurmasiyla olusur (Andersen, Bliss et al. 1969; Andersen, Soleng et
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al. 2000). Bu aksonlarin perforant lifler adin1 almasinin nedeni yolak {izerinde

hipokampal fissiiriin i¢inden ge¢mesidir.

Devrenin ikinci halkasini graniil hiicrelerin aksonlar1 yani yosunsu lifler
(mossy fiber) meydana getirir. Yosunsu lifler CA3 bdlgesindeki piramidal néronlar

ile sinaptik baglantilar kurar.

Devrenin iigiincli halkas1 ise CA3 bolgesindeki piramidal néronlarin CA1
bolgesindeki piramidal noéronlara gonderdigi kollateral uzantilardir ve stratum

radiatum’da ilerleyen bu kollateraller 6zel olarak Schaffer kollateralleri adin1 alir.

Hipokampusun baglica tabakalarinda izlenen bu tri-sinaptik iletim, entorinal
korteksten gelen uyarilarin hipokampusta temelde tek yonli aktigimi isaret
etmektedir. Ardisik iletinin gozlendigi tri-sinaptik agin yaninda, bir bdlgeyi diger
bolge ya da bolgelere baglayan farkli baglantilar da mevcuttur. Entorinal korteksin
liciincli tabakasi, perforant lifler ve temporo-ammonik uzantilar CA1 ve CA3
bolgelerinin piramidal ndronlari inerve eder. CA3 piramidal néronlart yalnizca CAl
bolgesini degil subikulum ve entorinal korteksi de uyarir. CA1 bolgesinden de ayni
bolgelere baglantilar vardir. Ayrica CA3 bolgesinden ¢ikan akson kollateralleri
CA3’te diger noronlara da dallar verebilmektedir. Burada dikkat ¢gekilmesi gereken
konu, dentat girus graniil hiicrelerinin yalnizca CA3 piramidal ndronlarini inerve
etmesidir (Wyss, Swanson et al. 1979). Cornu Ammonis piramidal hiicrelerinin
aksonlar1 alveus boyunca fimbria-forniks’e ulagmakta ve bu da hipokampus’un

baslica ¢ikis bolgesi olmaktadir.

2.3.3.2 Hipokampus’un Aferent Baglantilar

Entorinal korteksin ikinci ve tiglincii tabakalarinin yaninda hipokampus diger

bolgelerden de aferent sinyaller almaktadir:
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Hipotalamus: Dentat girus ve CA2 bolgesine ulagir (Segal 1979).

Medial septal niikleus ve diagonal band (Broca): Baslica dentat girus ve CA3
olmak tizere tiim hipokampal bolgelere baglanti kurarlar (Amaral and Kurz 1985;
Frotscher and Leranth 1985). Bu baglantilar kolinerjik ve GABAerjik olup
GABAEerjik ara noronlarla sinaps yaparlar. Bu da septo-hipokampal baglantida

GABA inhibisyonunu kuvvetlendirmektedir (Krnjevic, Reiffenstein et al. 1981).

Kars1 hipokampus: Komissural lifler olarak ifade edilen bir grup GABAerjik
lif kars1 hipokampustan korpus kallosum araciligi ile diger hemisfere ve fimbria-
forniks aracilig1 ile de hipokampusa ulasir. Bu lifler stratum moleculare’yi gegerek

dentat girusa ulasir (Frotscher and Zimmer 1983; Leranth and Frotscher 1983).

Bunun disinda hipokampusa seratonerjik, noradrenerjik ve olasilikla

dopaminerjik aferent sinyaller de mevcuttur.

2.3.3.3 Ara Noronlar

Dentat girusta ara ndronlar, yosunsu hiicreler, basket hiicrelerin aksonlari
graniil hiicreleri ile simetrik sinaptik baglantilar kurarlar (Amaral 1978; Seress and
Frotscher 1991). Simetrik baglantilar da bilindigi gibi inhibitdr sinapslar igin
histolojik kriterlerden birisidir. Entorinal korteksten gelen perforant yolak lifleri
dentat girus graniil hiicreleri yaninda molekiiler tabakanin ara néronlar ile de
sinaptik baglantilar kurmaktadir. Bu ara noronlar da aksonlarini subgraniiler bolgeye

gondermektedir (Kneisler and Dingledine 1995; Freund and Buzsaki 1996).

Cornu Ammonis bolgesinde piramidal hiicreler basket hiicreleri tarafindan

inerve edilir ve bu baglantilar da simetrik sinapslardir (Mott, Turner et al. 1997)
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2.3.4 Granul Hiicreleri ve Yosunsu Lifler

Granill hiicreleri stratum graniilosum tabakasinda bulunan ve aksonlariin,
yani yosunsu liflerin, CA3 piramidal noronlarini inerve ettigi, dentat girusun temel
hiicreleridir. Yosunsu lifler CA3 bolgesine ulasirken dentat girus hilus bdlgesinden
gecerler. Myelinsiz aksonlardir ve ortalama 0.5 um ¢apa sahiptirler. Baslica afferent

baglantisi entorinal korteksin ikinci tabakasidir (Amaral and Witter 1989).

Graniil hiicreleri eksitatér hiicreler olarak kabul edilmektedir ve glutamat
yosunsu liflerden salinan norotransmiterdir (Crawford and Connor 1973). Glutamat
yalnizca yosunsu liflerden degil, ayrica CA bolgesi piramidal hiicrelerinden de
salinan norotransmiterdir. Buradan hipokampustaki baslica iletim yolaginda eksitator

uyarinin egemenligi anlagilmaktadir.

Graniil hiicreleri, glutamat disinda endojen opioidleri ve norotrofik faktorleri
de sentezleyip salgilayabilirler (McGinty, Henriksen et al. 1983). Yosunsu liflerin
akson sonlanmalarinda yiiksek oranda ¢inko bulunmasi 6nemli bir 6zelliktir (Timm
1958). TIMM histokimya boyamasi ile bu ¢inko gosterilebilir. Cinkonun
gosterilebilen kismi histo-aktif ¢inkodur ve yogun olarak sinaptik vezikiillerde
depolanir. Bu nedenle bu c¢inkonun sinirsel aktivite sirasinda rol oynadig

diistiniilmektedir.

2.3.5 Eksitator ve inhibitor Norotransmiterler

2.35.1 Glutamat

Glutamat merkezi sinir sisteminin baslica eksitator norotransmiteridir ve
beyin yiiksek oranda glutamat igerir. Bu durum glutamatin metabolik 6nemini,
ozellikle de glutamin siklusundaki roliinii gézler 6ntine sermektedir. Glutamin, gliyal

hiicrelere 6zgiin glutamin sentetaz enzimi ile glutamattan sentezlenir. Daha sonra
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noronlara diffiize olur ve noronlarda glutaminaz enzimi ile glutamat sentezi
gerceklesir. Sinaptik aktivite sirasinda aciga ¢ikan glutamat gliyal hiicrelere tasinir ve
burada tekrar glutamine metabolize edilir (Hertz 2004). Ote yandan glutamat,
aspartatin, aspartat amino-transferaz enzimi ile transaminasyonu araciligi ile

noronlarda da sentezlenebilmektedir.

Glutamat reseptorleri iyonotropik ve metabotropik olarak iki grupta incelenir
(Kew and Kemp 2005). Iyonotropik glutamat reseptorleri multimerik reseptdrlerdir.
Sodyum ve kalsiyum kanallar1 ile eslesmislerdir. Bu reseptorler agonistlerinin
islevine gore smiflandirilirlar. N-methyl-D-aspartate reseptoriiniin agonisti NMDA,
a-amino-3-methyl-4-isoxazolepropionate  reseptériiniin ~ agonistleri AMPA  ve
quisqualate ve kainat reseptoriiniin agonisti kainik asittir (Monaghan, Bridges et al.
1989; Watkins, Krogsgaard-Larsen et al. 1990). NMDA reseptorii magnezyum
tarafindan  voltaj bagmmli olarak bloklanmaktadir. Iyonotropik  glutamat
reseptorlerinin aktivasyonu, sodyum ve kalsiyum iyon kanallarinin agilmasini
tetikler. Hiicre i¢ine dogru gerceklesen katyon akist da postsinaptik membranin
depolarizasyonuna, dolayisiyla sinirsel aktivitenin aktarimina neden olur (Fagg and
Foster 1983). Metabotropik glutamat reseptorleri G protein eslesmeli reseptorlerdir.
Quisqualate ile aktive olmaktadir ve inositol trifosfat (IP3) olusumunu tetikler.

Pertussis toksinine (bogmaca) duyarlhdir.

Glutamat noronal ve gliyal hiicreler tarafindan, yiiksek afiniteye sahip
tagtyicilar araciligi ile hiicre igerisine alinir. Bu tastyicilar membranda yerlesimlidir;
sodyum ve potasyum girisiyle eslesmistir (Balcar and Johnston 1972; Attwell,
Barbour et al. 1993). Sinaptik vezikiillere ise sodyum gradiyentinden bagimsiz,

ATPaz bagimli proton pompasi araciligr ile diisiik afiniteye sahip vezikiiler
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tastyicilar tarafindan tasinmaktadir (Burger, Mehl et al. 1989; Fremeau, Voglmaier et

al. 2004).

2352 GABA

GABA sitoplazmada glutamat dekarboksilaz (GAD) aracilig1 ile glutamattan;
glutaminaz araciligi ile de glutaminden sentezlenir (Roberts and Frankel 1950).
Glutamat dekarboksilazin GAD65 ve GAD67 olmak {izere iki formu bulunmaktadir.
Ekspresyonlar1 farkli genlerden olmaktadir (Erlander, Tillakaratne et al. 1991;
Erlander and Tobin 1991). Bunun yaninda farkli molekiil agirliklarina ve farkli
hiicresel dagilimlara da sahiptirler. GAD65 akson sonlarinda, sinaptik alana yakin
bulunurken GADG67 baslica somada ve dendritlerde gozlenir (Kaufman, Houser et al.
1991). GAD kofaktor olarak piridoksal fosfat kullanir ve bu etkilesim GAD’mn kisa
donem aktivasyonunun diizenlenmesinde temel faktordiir. GAD65 ve GAD67 nin
ekspresyonlar1 birbirlerinden bagimsizdir. GAD65 norotransmiter havuzunun
sentezinde, GADG67 ise metabolik GABA havuzunun sentezinde gorev alir

(Waagepetersen, Sonnewald et al. 2001).

GABA igin iyonotropik (GABA-A) ve metabotropik (GABA-B) reseptorler
tamimlanmistir.  (Bowery, Hudson et al. 1987; Matsumoto 1989). GABA-A,
isoguvacine ve muscimol ile aktiflesirken kompetetif olarak bicuculline ve
pikrotoksin tarafindan bloklanmaktadir (Mohler 2006). GABA-A aktivasyonu klor
kanalinin ac¢ilmasia ve hiicre igrisine klor girisine yol acar. Bu da postsinaptik
membranin hiperpolarizasyonuna ve sinir iletiminin inhibisyonuna yol acar (Sivilotti
and Nistri 1991). GABA-B ise G protein eslesmeli bir reseptordiir ve baklofen

aracihigi ile aktive olur (Kornau 2006).
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Hem GABA, hem de glisin sinir ve gliya hiicrelerine sodyum ve potasyum

girisine bagimli tastyicilar (GAT) araciligi ile alinir (Bernath and Zigmond 1988).

2.4 Deneysel Konviilsiyon Modelleri

Insanda epileptik durumlar i¢in yapilacak arastirmalarda her ne kadar ideal
olani insan denekler lizerinde ¢alismak olsa da bu yaklasim her zaman pratik
olmamaktadir. Cok 6nemli sorulara yanit ararken kimi zaman gerekli olan girisimsel
yaklasimlar bilinen etik kisitlamalarla karst karsiyadir. Istatistiksel analizler
genellikle klinik olanaklarin ¢ok iizerinde genis olgu Ornekleri ile c¢alismay1
gerektirmektedir. Bunlarin 6tesinde hastalarda yiiriitiilecek arastirma projelerinin
maliyeti daha en basinda projeyi etkisiz kilabilmektedir. Sonug olarak gelismis beyin
gorlintiileme yontemleri gibi girisimsel olmayan teknikler ve cerrahi Orneklerin
incelenmesi ile saglanan bilgilerin yaninda siirece dogrudan etkili olabildigimiz,
asamalar1 denetleyebildigimiz ve izleyebildigimiz girisimsel hayvan modelleri, en

azindan goriilebilir gelecek igerisinde gegerliligini koruyacaktir.

Hayvan epilepsi modelleri karsilastirmali olarak normal ve anormal beyin
islevlerinde, néronal mekanizmalari aragtirmak i¢in kullanilir. Bunun yaninda yeni
anti-epileptik ilaglarin etkinliginin test edilmesinde ve yeni tedavi yaklagimlarinin
gelistirilmesinde de hayvan deneyleri arastirmacilarin elinde Onemli bir aragtir.
Yakin gelecekte onleyici (anti-epileptojenik) yaklasimlar da bu sekilde test edilebilir.
Epilepsi hayvan modelleri yalnizca epileptik durumlar i¢in degil normal beyinde de
fizyolojik noral mekanizmalarin anlasilmasinda olduk¢a degerlidir. Ornegin
epileptojenik ajanlarla yapilan uygulamalar sonrasi gézlenen degisimlerde, beyinde

anatomik ve fizyolojik olarak iligkili bolgelerin ve yolaklarin haritalanmasinda
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epilepsi hayvan modelleri kullanilabilmektedir. Epilepside hayvan c¢alismalarinin
sagladigi onemli katkilar arasinda epileptiform aktivite ve normal osilasyonlar
arasindaki ayrimin gosterilmesi, eksitator mekanizmaya karsi inhibitér kontroliin
anlasilmas1 ve epileptojenez ¢alismalarinda 6nemli bir etken olan plastisitenin

arastirilmasi sayilabilir.

Epilepsi ve nobet iliskili modellerle g¢alismak, mekanizmaya dair temel
sorulara karsi farkli goriisler dogurmaktadir. Burada modellerin farkliligi da s6z
konusudur. Kullanilan teknige gore olusturulan modellerin ayirimini1 yapmak istersek
bunlar: Akut ndbet modelleri, kronik epilepsi modelleri ve multifaktoriyel

modellerdir.

Akut nobet modelleri, normal hayvanlarda ¢esitli ajanlarda nobet
olusturulmasi ile gergeklesir ve bir nobetin dogusu ile sonlanmasi siirecindeki
potansiyel hiicresel ve molekiiler degisiklikleri gézlemlememizi saglar ki bugiin bu
konular epilepsi arastirmalarinda da odak durumundadir (Engel and Pedley 2008).
Onceleri elektrosok ve kimyasal ajanlarin yaninda insiilin ve travma gibi diger
yontemler denenerek hayvanlarda akut jeneralize ndbet olusturulmustur. Bu
yontemlerin bir kismi bugilin gegerliligini korumaktadir. Sinirlandirilmis akut
nobetler ise fokal elektriksel uyar1 yaninda striknin ve penisilin gibi koviilzan
ajanlarin lokal uygulamalari ile saglanmigtir. Bu teknikler normal beyinde iktal
aktivitenin ve nobet sonlanmasinin incelenmesine izin vermekte ve bir¢cok hipotezin
de tiiretilmesini saglamaktadir. Bunlar arasinda noronlarin intrensek 6zelliklerinin
bozulmasi, sinapslarda inhibisyon kaybi ya da eksitasyonda artis yaninda
ekstraseliiler ortam bilesimindeki degisimler sayilabilir. Calismamizda konviilsan

ajan olarak pentilentetrazol (PTZ) uygulamasi yapilmistir.
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2.4.1 Pentilentetrazol

Pentilentetrazol (Cardiazol, Metrazole, Pentazol, PTZ), kardiyovaskiiler ve
solunum sistemlerini uyaric1 etkileri nedeni ile kullanilmis bir ilactir. Yiiksek
dozlarda konviilsiyonlara yol a¢tig1 anlasildiktan sonra klinikte konviilsiv ajan olarak
psikiyatrik hastalarda kullanilmis ancak yan etkisi olarak istemsiz nobetlere yol
actig1 icin etkinligi tartisilmig, daha sonralar1 yerini elektrokonviilsiv terapiye
birakmustir (Fink 1984). Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan 1982

yilinda kullanimi yasaklanmustir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Pentilentetrazol

Pentilentetrazoliin epileptojenik Ozellikleri agik degildir. Transmitere bagl
klor kondiiktansimi diistirdiigii 6ne siiriilmiistiir (Pellmar and Wilson 1977). Burada
sozii edilen blokasyonun GABA ile aktive olan kanallar oldugu gdsterilmis
(Macdonald and Barker 1978) ve baslangigtaki radyoligand baglama ¢alismalarindan
sonra PTZ’nin baglandig1 yerin GABAA reseptoriinde benzodiazepin baglanma
bolgesi oldugu agiklanmistir (Rehavi, Skolnick et al. 1982). Bu calismalar takip
eden baglama g¢alismalarindan sonra pentilentetrazoliin etki bolgesinin olasilikla
GABAA, reseptoriiniin pikrotoksin bdlgesi oldugu goriilmektedir (Squires, Saederup
et al. 1984). Bugiin kabul edilen goriis ise pentilentetrazoliin ve pikrotoksinin
GABAAa reseptoriinde iist iiste gelen ancak farkli olan bolgelere baglandigidir

(Huang, Bell-Horner et al. 2001).
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Pikrotoksin (PTX) ve diger iliskili maddelerin reseptorii ne sekilde blokladig:
da heniiz agiklik kazanmamustir. Eger kullanima bagli 6zellikleri dikkate alinirsa
bunun kanal limenini dogrudan bloklamak seklinde oldugu diisiiniilebilir (Akaike,
Hattori et al. 1985). Buna ragmen tek kanal galismalar1 PTX’in kanaldaki akim

stiresini degistirmedigini ortaya koymustur (Newland and Cull-Candy 1992).

2.5 Astrosit

Onceleri merkezi sinir sisteminde bosluklar1 doldurdugu, destek sagladig,
adeta bir tutkal gorevi gordiigli iddia edilen astrositlerin, bilgi birikimimiz arttik¢a
noral islevlerin vazgecilemez aktorleri oldugu acgiga c¢ikmistir. Bugiin biligsel
gorevlerden noropatolojik durumlara kadar astrositlerin  temel fizyolojik

mekanizmalardaki etkinligi ve rolii giderek artan bir ilgiyle mercek altindadir.

2.5.1 Yapi ve Fizyoloji

Astrositler genellikle yildiz seklinde, merkezi sinir sisteminin hemen her
yerini kaplayan, sinaptik aktivite, enerji metabolizmasi, kan-beyin bariyerinin
saglamlig1, ekstraseliiler ortamin su ve iyon dengesi, sinir sisteminde hasar onarimi
gibi bircok islevi bulunan gliyal hiicrelerdir. Genellikle histolojik olarak
tanimlanirlar. Degisen oranlarda gliyal fibriler asidik protein (GFAP) sentezlerler. Bu
protein  Ozellikle immiinuhistokimya c¢alismalarinda hedef faktor olarak

kullanilmaktadir.

Astrositlerin temelde iki formu vardir: Protoplazmik ve fibroz astrositler.
Fibroz astrositler agirlikla beyaz maddede bulunur ve kan damarlarinin ¢evresinde
yogunlasir. Protoplazmik astrositlerse 6zellikle gri maddede, sinaps c¢evresinde

goriiliir ve cok miktardaki uzantilar ile sinaptik baglantilarin etrafini sarar.
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Astrositler bir¢ok baglikta gorev yapmaktadir. Bunlar: Sinir sisteminin
yapisal bir parcasi olmasi, noronlara ve diger sinir sistemi hiicrelerine metabolik
destek saglamasi, kan-beyin bariyerinin idamesi, eckstraseliiler —ortamdan
norotransmiterlerin uzaklastirilmasi, ekstraseliiler ortamin iyon dengesi, hasar
onarimi, gliotransmiter salgilanmasi ve sinaptik aktivitenin modiilasyonu sayilabilir.

Bu fizyolojik islevlerden bazilarina asagida deginilmistir.

2.5.1.1 Astrosit — Noron Enerji Dongiisii

Beyin enerji metabolizmasi ile ilgili dnceleri yapilan ¢aligmalarda, klasik
yontemler kullanilidiginda serebral solunum boliimii (respiratory quotient) ortalama
1.0 olarak bulunmus, buna karsin oksijen tiikketiminin glukoz kullanimina oraninin da
ortalama 5.5 oldugu ongorilmistiir (Sokoloff 1992). Bu degerler karbonhidratlarin
tam oksidasyonunda beklenen degerlere yakin oldugu igin glukozun beyinde ana
enerji kaynagi oldugu ve enerji liretiminde ana siirecin de oksidatif fosforilasyon
oldugu goriisii kuvvet kazanmustir. Bu goriis diger enerji kaynaklarinin ve yolaklarin
roliinii onemli Olgiide dislamaktadir. Oysa istisna durumlar zaman igerisinde
bulunmus, Ornegin gelisim asamasinda laktatlarin ve keton cisimlerinin beyin
tarafindan kullanildig1 gosterilmistir (Nehlig and Pereira de Vasconcelos 1993).
Bunlar ayrica, uzamis aglikta, diyabette ve hipoglisemi durumlarinda da beyin enerji
gereksinimlerini 6nemli 6l¢iide karsilamaktadirlar. Egzersiz sirasinda kandaki laktat
seviyesinin yiikselmesi beyinde glukoz tiiketiminde azalmaya yol agmistir (Smith,
Pernet et al. 2003). Bu maddelerin diginda oktanoat ta beyin oksidatif enerji
tiretiminde kullanilabilmektedir. Siganlarda yapilan bir ¢alismada bu kullanimin
oraninin % 20’ye ulastig1 ifade edilmistir (Ebert, Haller et al. 2003). Tiim bu bulgular
glukozun Onemini azaltmasa da noronlarin kullandigi enerji kaynaklarinin
cesitliligini acik¢a gdstermektedir.
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Klasik goriise gore glukoz ve oksijen beyine kan yoluyla ulastiktan sonra
glukoz kan-beyin bariyerini asar ve Ozgiin reseptorleri araciligi ile hem néronlara
hem de glial hiicrelere alinir. Hiicre i¢ine giren glukoz glikoliz ve krebs dongiisii
sonucunda tam okside olarak hiicrenin enerji gereksinimi karsilar. Normal fizyolojik
etkinlik sirasinda olasilikla bu enerjinin % 90 — 95°1 noronlar tarafindan kullanilirken

kalan kismu glia hiicrelerince tiiketilir (Attwell and Laughlin 2001).
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Sekil 2.4: Noron-Astrosit Enerji Dongiisii (Klasik Goriis)

Yakin zamanda 2-deoksiglukoz (2-DG) ile yapilan dagilim ¢alismalari ise bu
yaklagimi reddetmektedir. Sonuglar dinlenme sirasinda 2-DG’nin noéronlar ve
astrositlerde hemen hemen esit miktarda tutuldugunu gostermektedir (Wittendorp-
Rechenmann, Lam et al. 2002). Ayrica izole vagus sinirinde yapilan deneylerde
Schwann hiicreleri ve aksonlar arasinda 2-DG, laktat ve glukoz dagilimina
bakildiginda glukozun % 80’inin glial hiicreler tarafindan kullanmildigi, bunun da
noronlarin yiiksek enerji gereksinimleri i¢in glial hiicre tarafindan glukozun
metabolik ara triinlerinin sunulmasi gerektigini isaret etmektedir (Vega, Martiel et

al. 2003).
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Ozelde astrositler olmak iizere glial hiicreler, normal oksijen diizeylerinde
belirgin miktarda laktat liretme kapasitesine sahiptirler. Burada ger¢eklesen aerobik
glikoliz Na'K'-ATPase aktivasyonunu takiben glutamate alimi ile artmaktadir.
Sonugta daha fazla miktarda glukoz tiiketilir ve laktat {tretilir (Pellerin and
Magistretti 1994). Buradan astrositlerin glutamaterjik sinapslarda aktiviteyi algiladigi
ve glukozu laktata metabolize ederek ndronlara sundugu anlasilir. Bu siire¢ 6nemli
oranda astrositlerdeki glutamat tasiyicilarina bagimlidir. Glial hiicrelerde bulunan
glutamat tasiyicilart (GLAST ve GLTI1) eger baskilanirsa glukoz tiiketimi belirli
oranda diismekte, bu da daha az laktat iiretimi ile sonug¢lanmaktadir (Voutsinos-
Porche, Bonvento et al. 2003). Bu bilgilere paralel olarak astrositlerde glutamat
alimi, astrositlere biiylik bir hizla glukoz tasinmasina neden olmaktadir. Bu durum
tim hiicreler arasinda gézlenen en hizli glukoz tasinmasidir (Loaiza, Porras et al.
2003). Goriilen o ki, noronlardaki kisa siireli uyarilma bile, astrositlerin glukozu

hizlica almasina ve ara metabolik iiriinlere ¢evirmesine neden olmaktadir.

Glutamat tasiyicilar;, her glutamata karst1 3 Na® ve 1 H' iyonunun es-
tasmmasin1 ve bir K* iyonunun karsi-tasmnmasini gerceklestirmektedir. Buradan
astrositlerdeki hiicre i¢i sodyum konsantrasyonunun astrositlerin metabolik yanitinda
onemli bir etken oldugu diisiiniilebilir. Gergekten de artmis glutamat taginmasi, hiicre
ici sodyum konsantrasyonunu yiikseltmektedir ve bu da artmis aerobik glikoliz i¢in

zorunlu goziikmektedir (Voutsinos-Porche, Knott et al. 2003).

Astrositler artmis sinaptik aktiviteyi algilamakta ve karsilik olarak néronlarda
artmig enerji gereksinimi igin ekstraseliiler ortama laktat saglamaktadir. Laktat,
piruvat ve keton cisimleri ile beraber monokarboksilik asitler grubundadir. Bu
molekiiller hidrofilik olduklar1 i¢in membrandan gegerken tasiyiciya gereksinim

duyarlar. Monokarboksilat tasiyicilart (MCT) SLC16 gen ailesini igerir ve 14 iiyesi
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vardir (Halestrap and Meredith 2004). Bunlardan yalnizca MCT1-4’{in
monokarboksilik asitlerin tasinmasi ile iliskili oldugu kesinlesmistir. MCT1
mRNA’s1 tiim hiicre tiplerinde gozlenirken noéronlarda ¢ok sinirli oldugu
gozlenmektedir. Gelisim silirecinde ekspresyonu astrositlerde artarken ndéronlarda
azalmaktadir (Vannucci and Simpson 2003). MCT2 ekspresyonu ise beyinde
neredeyse hemen tamamen ndronlarda gozlenmekte ve dendritlerde, 6zellikle de
sinaptik alana yakin olarak yerlesim gostermektedir (Bergersen, Magistretti et al.
2005). Isin ashi postsinaptik dendritler beyinde enerjinin en fazla tiiketildigi bolgedir
(Attwell and Laughlin 2001). Bu durum MCT2 lokalizasyonunu agiklamaktadir.
Ayrica MCT2’nin 6zellikle yogunlastig1 sinaptik bolge de glutamaterjik sinapslardir.
MCT4 tasiyicist laktat disa tasinmasindan sorumludur ve beyinde ozellikle
astrositlerde lokalize olmustur (Bergersen, Rafiki et al. 2002). Pellerin ve Magistretti

beyin enerji donglisii i¢in néron-astrosit laktat mekigi modelini ileri siirmiislerdir.
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Sekil 2.5: Noron-Astrosit Laktat Mekigi
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2.5.1.2 Astrosit Kalsiyum Dalgalari

Cesitli calismalarla varligr gosterilmis olan kalsiyum (Ca*®) sinyalleri ve
kalsiyum dalgalari, astrositlere 6zel tirde bir uyarilabilirlik saglamaktadir. Ca*
dalgalarinin astrositler arasinda yayilmasinin hiicresel ve molekiiler mekanizmalari
incelendiginde de iki yolak bu silirecte tanimlanmistir. Bunlardan ilki bitisik iki
hiicrenin sitozollerinin gap junction kanallar1 aracilig1 ile dogrudan temasidir. Diger
yol ise “gliotransmiter” salgilanmasina ve bu transmiterlerin komsu hiicrelerin
membran reseptorlerine baglanmasina baghdir. Burada sozilinii etmemiz gereken
konu bu Ca+2 dalgalarinin islevsel ne gibi sonuglart oldugudur. Bu iki siireg,
tamamen bagimsiz olmayip, birlikte isleyerek hiicre gruplarinin aktivitesini koordine

etmektedir.

Astrositlerin = ¢esitli  iyon kanallarim1  ve membran reseptorlerinin
ekspresyonunu gergeklestirebiliyor oldugunun anlasilmasi ve néronlarin aktivitesine
cok hizli bir sekilde ya membran potansiyelini degistirerek ya da hiicre ici Ca*?
diizeyini artirarak yanit vermesi, bu hiicrelerin aslinda biligsel sliregte gorev aldigina
dair hipotezin olugsmasina yol agmistir. Astrositler dis uyaranlarla hiicre i¢i kalsiyum
diizeylerini yiikseltmenin Otesinde bu sintalleri komsu uyarilmamis astrositlere de
iletirler. Boyle bir 6zelligin var olmasit merkezi sinir sistemine uzun mesafe hizli
sinyal iletiminde astrositlerin ekstranéronal bir yolak olusturdugu fikrini
dogurmustur (Cornell-Bell, Finkbeiner et al. 1990). Bu fikir daha da ileri giderek,
boyle bir interseliiler iletisim agini olusturan astrositlerde Ca* sinyallerinin noronal
aktiviteyi etkileyen fizyolojik bir dnemi oldugunu, yani ¢ift-yonliiliigii isaret etmistir.
Hipokampusta noronal etkinlik astrositik agda Ca* dalgalarin1 tetiklemekte ve bu
Ca*? dalgalar1 néronal aktiviteyi diizenlemektedir (Dani, Chernjavsky et al. 1992).

Astrositlerdeki Ca*? dalgalarinin néronal sinaptik aktiviteyi etkilemesi, astrositlerden
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ekstraseliiler ortama salinan glutamat, ATP ve D-Serine molekiillerine baglidir
(Bezzi, Gundersen et al. 2004). Boylece pre-sinaptik ve post-sinaptik noéronlara
ticlincli bir ortak ¢ikmis ve peri-sinaptik astrositlerle beraber tripartite-sinaps (ii¢

ayakli) terimi ortaya ¢ikmistir (Araque, Parpura et al. 1999).

Bir Ca™ dalgasi sitozolik kalsiyumda lokalize artis ve bunu takip eden dalga
seklinde olayin tekrarlamasidir. Bu dalgalar bir hiicre ile smirli olabilecegi gibi
(intraseliiler) komsu hiicrelere de aktarilabilirler (interseliiler). Intraseliiler Ca*?
dalgalarina giden siirecte ilk basamak genellikle G-protein kapili reseptor
aktivasyonu, fosfolipaz-C aktivasyonu ve IP3 olusumunu, sonugta endoplazmik
retikulumdan Ca*? salimmimi igermektedir (Golovina and Blaustein 2000).
Interseliiler Ca*® dalgalariin ne kadar ilerleyebilecegi, hiicre i¢i ve hiicrelerarasi
ortamda Ca™ mobilizasyonunu saglayan molekiillerin diflizyon 6zelliklerine

baghdir.

2.5.2 Epilepsi — Astrosit Iliskisi

Beyinde astrositler nébet odagmin énemli bir yap: tasidir. Onceleri, néron
gruplarinin asir1 uyarilmasinin ve bu uyarinin beyinde yayilmasimin epilepsinin tek
nedeni oldugu kabul edilmisken sonralari astrositlerin nedensellik baglaminda
onemli oldugu diisliniilmeye baslanmistir. Nobet olusumu ile iliskilendirilmis bir¢ok
beyin odagi yliksek oranda astrosit igermektedir. Bunlara 6rnek olarak basta temporal
lob epilepsisi, kitle lezyonlar1 (astrositoma, oligodendroglioma, arteio-vendz
malformasyonlar) ve tuberoskleroz sayilabilir (Engel and Pedley 2008). Gliyal skar
(hasar dokusu) olusumu insan epilepsileri i¢in belirgin bir 6zelliktir (Penfield W.

1940). Kronik fokal epilepsilerdeki glial hasar dokularinin bu yiiksek goriinme
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durumu, dogal olarak astrositlerin epilepsideki fizyolojik rolleri ile ilgili teoriler

tiretilmesine neden olmustur (Pollen and Trachtenberg 1970).

Astrositlerle ilgili goriislerin biiyiik kismi temporal lob epilepsisi esas
alinarak yapilan calismalarla ortaya c¢ikmistir. Daha Once de deginildigi lizere
temporal lob epilepsisi temporal lobdan, 6zellikle de hipokampustan kdken alir (de
Lanerolle and Lee 2005). Cerrahiye bagvurulan tedaviye direngli vakalarda
cikartilan nobet odagi yapinin anlasilabilmesi i¢in Onemli bilgiler saglamistir.
Hipokampal cerrahi eksizyon 6rnekleri incelendiginde vakalarin %40 -65 arasindaki
bir kisminda hipokampal skleroz izlenmistir (de Lanerolle, Kim et al. 2003).
Cerrahinin sonuglar1 hipokampal sklerozlu hastalarda, sklerozu olmayanlara gore
daha basarilidir. Sklerotik hipokampusta biiyiik oranda (% 50) noron kaybinin
yaninda glial hiicre yogunlugu da normal ve sklerotik olmayan kontrollere goére %
80 gibi yiiksek bir oranda artmistir (Cohen-Gadol, Pan et al. 2004). Bu astrositlerin

de siradis1 6zellikleri gbzlenmistir.

Reaktif astrogliosis, merkezi sinir sistemi hastaliklarinda, dokuda gbzlenen
temel bir patolojik bulgu olmasina ragmen, yaygin olarak kabul edilen bir
tanimlamasi ve siiflandirmasi yoktur. Gozlemler ve hayvan caligmalar ile biriken
bilgi birikimi sonucu reaktif astrosit i¢in bir tanimlama ileri siiriilmiistiir (Sofroniew
2009). Bu tanim dort 6zelligi kapsamaktadir: (1) Reaktif astrogliosis, merkezi sinir
sisteminin her sekilde ve siddetteki hasarina karsi astrositlerde gozlenen hiicresel,
molekiiler ve fonksiyonel degisikliklerdir, (2) reaktif astrositlerdeki degisiklikler,
hasarin giddetine gore ilerleyici hipertrofi, molekiiler sentez degisiklikleri ve ileri
vakalarda sayica artis ve skar dokusu olusumuna kadar genis bir aralikta degisiklik
gosterebilir, (3) reaktif astrogliosisteki degisiklikler hiicre i¢i ve hiicresel arasi sinyal

molekiilleri aracilig1 ile diizenlenir, (4) reaktif astrogliosis siirecindeki degisiklikler
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astrosit aktivitesini bulundugu dokudaki ndéral yapilar icin iy1 ya da kotii yonde

degistirme potansiyeline sahiptir.

Bu noktada astrositlerin fizyolojik 06zelliklerinden de yola ¢ikarak
epileptogeneze ne sekilde dahil olduguna ya da olabilecegine dair teoriler temel
bagliklar altinda 6zetlenebilir. Tabiki oncelikle sklerotik hipokampusta astrositlerin

nasil islevsel degisiklikler gosterdigine deginilmelidir.

2.5.2.1 Astrositik Glutamat Reseptorleri ve Tastyicilar:

Merkezi sinir sisteminde birgok hiicre glutamat tasiyicisinin ekspresyonunu
yapar ancak astrositler glutamat aliminda birincil olarak sorumlu hiicrelerdir.
Astroglial GLT-1 glutamat tasiyicisinin merkezi sinir sisteminde glutamatin
ekstraseliiler ortamdan biiyiik oranda temizliginden sorumlu oldugu gosterilmistir
(Danbolt 2001). Bir¢ok ¢alismada glutamat tasiyicilari ile nobetin yayilmasi arasinda
iliski oldugu ileri siiriilmiistiir. Epileptik odakta artmis olan ekstraseliiler glutamat
seviyesi buna bir ornektir (During and Spencer 1993). GLT-1 knockout farelerin
spontan nobetler gelistirdigi ve bunun patolojisinin de temporal lob epilepsisinde
gozlenen degisikliklerle uyumlu oldugu (Tanaka, Watase et al. 1997), bunun yaninda
GLT-1"1n farmakolojik olarak inhibisyonunun da epileptiform aktivitenin esigini
distirdiigii belirtilmistir (Campbell and Hablitz 2004). Tessler ve arkadaslarinin
(Tessler, Danbolt et al. 1999) temporal lob epilepsisi 6rneklerinde galisilan mRNA
ve protein seviyesi ¢alismalarinda ne GLT-1 i¢in ne de GLAST ig¢in bir degisiklik
bulamazken Matherne (Mathern, Mendoza et al. 1999) ve proper (Proper, Hoogland
et al. 2002) GLT-1 igin disiik degerler yaymlamislardir. Bu arastirmacilar GLT-1
i¢cin ayrica sklerotik olmayan hipokampal 6rneklerde bir artis da belirtmislerdir. Bu
sonuglar azalmis ya da islevi bozuk glutamat tasiyicilarinin hipokampusta istemsiz

nobetleri tetikledigine dair olan hipotezi desteklemektedir ancak altta yatan
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mekanizma acik degildir. Birkac ¢alisma nobet gelisiminde iyonotropik glutamat
reseptorlerine de dikkat ¢ekmektedir. Astrositler GluR1-4 alt tiplerine sahip AMPA
reseptorlerini biiyiik oranda sentezlemektedir (Verkhratsky and Steinhauser 2000).
GluR; altbirimi agisindan mutant farelerde erken baslangi¢hi ve tekrarlayan istemsiz
nobetlerle karakterize epilepsi bildirilmistir ki bu da AMPA reseptorlerinin GluR2
altbiriminin Q formundan gecen Ca®" akisinin ndbet esigini distlirdiigiine isaret eder
(Brusa, Zimmermann et al. 1995). Astrositlerde de GIuR2 altbirimini vardir ancak
glial GluR2 degisikliklerinin insan temporal lob epilepsisi 1ile iligkisi
goriilmemektedir. Daha ziyade tek hiicre transkripsiyon analizleri, GIluR1
varyasyonlarinin epileptik hastalarda hipokampal astrositlerde gozlenen uzamis
reseptor yanitlarindan sorumlu oldugunu disiindiirmektedir (Seifert, Schroder et al.
2002). Buradaki uzamus reseptor aktivasyonu Ca?* ve Na* iyonlarinin hiicre icine
gecisine, bu da astrosit Kir kanallarinin blokasyonuna yol agar ki, astrositlerin K*
tamponlama kapasitesinin diismesi sonugta depolarizasyonun siddetini gii¢lendirir
(Schroder, Seifert et al. 2002). Glial reseptor islevlerindeki degisiklik, epileptik

durumun nedeni midir yoksa sonucu mudur, bu heniiz acik degildir.

2.5.2.2 Su ve Potasyum Dengesinin Epileptojenezdeki Rolii

Temporal lob epilepsisi olan hastalardan elde edilen hipokampal 6rneklerde,
sklerozu gozlenen dokularda skleroz olmayanlara gére K+ tamponlamasi bozulmus
goziikmektedir (Heinemann, Gabriel et al. 2000). Pilokarpin epilepsi modelinde
Ba+2 ile yapilan Kir bloklama ¢alismasinda, astrositlerde, status epileptikus sonrasi
giinler igerisinde Kir akimlarinin azaldigimi gostermektedir (Gabriel, Eilers et al.
1998). Patch-clamp g¢alismalar1 da bu sonucu dogrulamaktadir. Sonuglar sklerotik
hipokampusta K* tamponlanmasi ve Kir ekspresyonun azaldigini gdstermektedir ki

bu da K" klirensi igin ana yolun Kir oldugunu isaret eder. Azalmis K+
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tamponlanmasinin néronlarda uyarilabilme esigini diisiirmesi ve epilepsi olusumuna
katkida bulunmas1 6ngériilmektedir. K* tamponlanmasi igin tek basmna Kir akimlart
yetersizdir. Ekstraseliiler su dengesi de K' tamponlanmas1 i¢in sarttir. Sklerotik
medial TLE hastalarinda manyetik rezonans goriintiileri hipokampusta artmig T2
sinyal yogunlugu gostermektedir (Hugg, Butterworth et al. 1999). Bu durum dokuda
su birikimi oldugunu ifade eder. Buna ek olarak aquaporin 4 (AQP4) mRNA
ekspresyonu da bu hastalarda CA1l bolgesinde artmustir (Lee, Eid et al. 2004).
Astrositlerin perivaskiiler uzantilarmda AQP4 kaybi ekstraseliiler K* klirensinin
azalmasi ile iliskili goziikmektedir (Amiry-Moghaddam, Williamson et al. 2003).
Potasyumun astrositlerce Kir (inward rectifying potassium channel) araciligi ile
ekstraseliiler araliktan uzaklastirilmasi, es zamanli ve paralel olarak plazma
membranindan su akimmi da gerektirmektedir. Yiiksek ndronal aktivite sirasinda K*
ve su astrositlerin sinaptik araliga bakan yiizleri tarafindan alinir ve u¢ ayaklarindan
kana veya beyin-omurilik sivisina bosaltilir. Boylece bu K* ve su akimmi bozacak

durumlar nobet potansiyelini artiracaktir.

2.5.2.3  Astrosit Neksuslarinin Epileptojenez ile iliskisi

Neksuslar connexin proteinlerinin kiimelesmesi ile bitigik hiicreler arasinda
islevsel kanallar olarak karsimiza cikarlar (Unger, Kumar et al. 1999). Ozellikle
astrositik uzantilarda yogun olarak bulunur ve bu uzantilar sayesinde genis
hiicreleraras1 aglar olusturabilirler. Bu sayede belirli bir bdlgede olusan noéronal
aktivite sonras1 biriken glutamat ve K" gibi molekiillerin alinip, bu gliyal sinsisyum
kanallar1 sayesinde hizla diger bolgelere dogru dagitilmasi saglanabilir (Wallraff,
Kohling et al. 2006). Astrosit neksuslarinin olusmasi i¢in connexin 30 ve 43
gereklidir (Nagy, Dudek et al. 2004). Bu proteinler yoniinden ¢ift knockout farelerde

CA1 bolgesindeki uyarilar ekstraseliller K* seviyelerinde ¢ok az bir yiikselmeye
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neden olmustur ki bu da astrositlerde neksus kaybinin asir1 uyarilma ve
eksitotoksisite igin yeterli bir neden olmadigina isaret eder. Ote yandan bu kanallar
yoniinden eksik farelerden hazirlanan hipokampal kesitlerde kendiliginden goriilen
interiktal akimlar izlenmistir (Wallraff, Kohling et al. 2006). Literatiir, bu noktada

tutarli veri saglamamaktadir.

2.5.2.4 Epileptik Odakta Reaktif Astrositler

Beyinde olan hemen hemen tiim hasarlarda reaktif gliyosis bir sonu¢ olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Buna uzamis nobetler de dahildir. Bu degisim, ortamdaki var
olan astrositlerde belirgin morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin yaninda kok
hiicrelerden yeni astrositlerin de olusmasini beraberinde getirir (Ravizza, Gagliardi et
al. 2008), (Borges, McDermott et al. 2006). Secici olarak astrogliyosis’in
engellenmesinin epilepsi tizerine etkileri bilinmemektedir ancak travmatik beyin
hasar1 modellerinde gangsiklovir ile yapilan calismada kortikal bolgede 16kosit
infiltrasyonunun arttigi ve noral hasarin siddetlendigi gozlenmistir (Bush,
Puvanachandra et al. 1999). Benzer durum omurilik hasarinda da izlenmektedir
(Faulkner, Herrmann et al. 2004). Bu ¢alismalar hasari takip eden kronik donemde
reaktif astrositlerin koruyucu etkileri oldugunu gostermekte, akut degisiklikleri ise

agiklamamaktadir.

Epilepsideki bu siireg, gerek hiicresel, gerek molekiiler mekanizmalari
acisindan heniiz anlasilamamistir. Reaktif astrositlerdeki degisimlerde, uzantilarin
hipertrofisi, intermediate filmentlerde belirgin artis (vimentin, nestin, GFAP) yaninda
bazi diger proteinlerde de ylikselme goriiliir. Bunlar arasinda mGluR3, mGIuRS,
mGIuR8 (Aronica, van Vliet et al. 2000), proinflamatuar proteinler COX2 ve
CXCR4 (Lee, Mane et al. 2007), sinir biiyiime faktorii ve reseptorleri (Sofroniew,

Howe et al. 2001), 6strojen alfa reseptorii (tokuhara 2005), TGFB, TNF a, interlokin
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1-4-6-10 gibi sitokinler ve enzimler (iNOS) (Ridet, Malhotra et al. 1997) sayilabilir.
Reaktif astrositlerde glutamin sentaz olduk¢a belirgin olarak azalmaktadir (Eid,
Thomas et al. 2004). Tim bu degisimlerin ndbet duyarliligimi etkileyip

etkilemeyecegi tartigmaya agiktir.

2.5.2.5 Sitokinlerin Rolii

Astrositler birgok pro ve anti-inflamatuar maddeyi salgilar. Astrositlerce TNF
a ve IL-1p iiretimi yerine gore yararli ya da zararli sonuglar dogurabilir. Buradaki
belirleyici faktor ekspresyon zamani ve hangi reseptorlerin aktiflestigidir
(Bernardino, Xapelli et al. 2005), (Vezzani and Granata 2005). IL-1p tarafindan
aktiflestirilen IL-1R1 ndbet esigini diisiirmektediir ve nobetler astrositlerde IL-103
tretimni tetiklemektedir (De Simoni, Perego et al. 2000). Bu bulgular astrositik IL-
1B’nin nébet duyarliligini diizenledigini gdstermektedir. Benzer sekilde 1L-10 , IL-4
ve TGF P, cesitli hasarlar sonucu astrositlerce iiretilmekte ve pro-inflamatuar
sitokinlerden IL-1 B, IL-6 ve TNF a ile beraber nitrik oksit ekspresyonunu diisiiriir

(Ledeboer, Breve et al. 2000).

2.5.2.6 Astrosit-Noron Sinyalleri

Astrositlerle ilgili algimizda en dramatik degisimlerden birisi de astrositlerin
nérotransmiterlere, hormonlara ve diger uyarilara, hiicre i¢ Ca*? diizeylerini artirarak
yanit verebiliyor olmasi ve bunun sonucunda glutamat, ATP ve D-serin gibi
kimyasal aracilar1 salgilayabiliyor olmasidir (Haydon and Carmignoto 2006). Burada
tizerinde yogunlagilan konular bu mekanizmalardaki hiicresel ve molekiiler asamalar,
bu siireci tetikleyen durumlar ve belki de en Onemlisi, bu gliyotransmisyonun
astrositin  yakin ¢evresinde bulunan ndronlarda uyarilabilirligi  degistirip

degistirmedigidir.
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Astrositlerin glutamat salimi yapabildigi kiiltiir sartlarinda HPLC yoluyla
gosterilmistir (Parpura, Basarsky et al. 1994), (Jeftinija, Jeftinija et al. 1997).
Astrositlerden salinan glutamatin izledigi yol merak konusudur. Bu yollardan biri
sistin-glutamat xc-zit tasiyicisi ile, hacime duyarli anyon kanallar1 ile (Abdullaev,
Rudkouskaya et al. 2006), nexus yari-kanallar1 ile (Ye, Wyeth et al. 2003) ve
vezikiiler ekzositoz ile (Bezzi, Gundersen et al. 2004) geri tasinmadir (Rossi, Oshima

et al. 2000).

Ornegin cesitli anyon kanallar1 blokerleri kullanilarak olusturulan hipo-
ozmotik ortamda astrositlerin glutamat salgiladiklar1 gosterilmistir. Aslinda bu
durum, iskemi ya da nobetlerde gozlenen hiicre sismesinin astrositik glutamat

salimini tetikleyecegini diisiindiirmektedir.

Astrositik glutamat sali ile ilgili en kuvvetli kanitlar, Ca*? aracih veziikiiler
ekzositozdur. Astrositler de diger néron olmayan hiicreler gibi vezkiillerin membrana
birlesmesini saglayan proteinleri (SNARE, sinaptobrevin2, sinaptotagmin 1V,
VGLUT 1/2) sentezlerler (Bezzi, Gundersen et al. 2004). Astrositlerden kiiltiir
ortaminda mekanik uyari sonucu salgilanan glutamat, ortamdan Ca*? uzaklastirilmasi

ya da se¢ici olarak SNARE proteininin proteolizi ile engellenebilir.

2.5.2.7 Noronal Uyarilma Esiginin Astrositik Glutamat Salimi ile Modiilasyonu

Bir¢ok ¢alisma astrositik Ca* dalgalarinin yerel glutamat salimin1 tetikledigi
ve bunun da yakindaki néronlarda depolarizasyona neden oldugu ya da Ca*? akimlar
yarattigini gostermistir (Pasti, Volterra et al. 1997; Parri, Gould et al. 2001; Angulo,
Kozlov et al. 2004). Burada deneysel teknikler glutamatin néronal mi yoksa
astrositer mi oldugunu artik ayirabilmektedir. Yakin zamanda yapilmis iki ¢alisma,

astrositik glutamat salimmin yakindaki sinapslarda aktarimi etkiledigine dair kuvvetli
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kanitlar sunmaktadir (Jourdain, Bergersen et al. 2007). Ca™a bagh
gliotransmisyonun epileptojenez ile iliskisi ¢ekiciligini korumakta ve giderek artan
oranlarda bilgi elimize ulagsmaktadir ancak bugiin net yargilara varmak i¢in heniiz

erkendir.
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I1. BOLUM
3 GEREC VE YONTEM

Calismamizda tutusturma (“kindling”) yontemi ile nobet esigi diistiriilmiis
siganlarda hipokampusa astrogliyal hiicre ekiminin konviilsiyon esigi iizerine
etkilerini arastirmak amaci ile nobet davranisinin yapilandirilmis degerlendirilmesi,
hiicre kiiltiirii ve histokimya yontemleri uygulanmistir. Davranis degerlendirmesi
kapsaminda kimyasal ajana kars1 ortaya ¢ikan tepkilerin nitel ve nicel farkliliklar
simiflandirilarak gozlenmistir. Bu siiflama siirecinde, ajanin verilmesi itibariyle
nobetin baslangi¢c zamani, nobetin evresi, (varsa / gelisiyorsa) jeneralize nobetin
baslangi¢ zamani ve siiresi kaydedilmistir. Kontrol grubunda astrosit kiiltiirii i¢in

kullanilan (ancak, astrosit igermeyen) hiicre ekim ortami (vasati) kullanilmustir.

3.1 Deney Hayvanlari

Calismalarda Ankara’da bulunan ticari KOBAY firmasindan saglanmis 6
aylik 350-400 gr agirliginda erkek Sprague Dawley tipi siganlar kullanilmustir.
Sicanlar bakim birimimiz kosullarinda 12 saat aydinlik-karanlik dongiisiinde ve
serbest su ve yem erisimi ile barmdirilmislardir. On galismalar itibariyle, Ege
Universitesi Yerel Hayvan Etik Kurulun’un izni alinmis ( 2008 - 15), ve tiim

deneyler / islemler, bu kurallar ¢ercevesinde yliriitiilmiistiir.

3.2 Deney Deseni

3.2.1 Gruplar

Deney gruplar1 Astrosit ve Sham (“Yalanci islem”) grubu olmak iizere iki

gruptan olugmaktadir ve baslangigta her iki grupta da 8 adet sigan ¢alismaya alinmis,
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tutusturma doneminde bazi siganlar (2 sigan astrosit grubunda, 3 si¢an kontrol

grubunda olmak tizere) kaybedilmistir.
Grup 1: Kontrol Sham(Yalanc1 islem) Grubu (n=5)
Grup 2: Astrosit Grubu (n=6)

Gruplardaki siganlara 14 dozluk pentilentetrazol (PTZ) tutusturma protokolii
ile nobet evrelemesi yapilmis. Ondordiincii dozdan sonra stereotaksi teknigi ile
ulasilan hipokampus dentat girus hilusuna astrosit agirlikli bilesim (siispansiyon) ya
da kiiltiir ortam1 ekimi yapilmis ve ekimden 10 giin sonra giin asir1 iki kez olmak

tizere kiskirtma dozlari ile ndbet davranisi gozlenmistir.

Kontrol Grubu: Bu gruptaki siganlara astrosit grubunda verilene esit hacimde

kiltlir ortamu ekilmistir.

Astrosit Grubu: Sag ve sol hipokampusun her birine, hilus bolgesine 7-8 X

10°/ pl yogunlukta 3 pl (toplamda her bir hipokampusa 210000-240000 hiicre) ekimi

yapilmustir.
e : . )
Tutusturma: 14 doz, giin asin Giin agin 2 Tahrik Dozu
35 mg{kg Intra-Peritoneal Histokimya:
Pentilentetrazol uygulamasi Nissl, TIMM
AL

s N 10giin
|

L J——— | | LS

I
\4 *Erkek Sprague Dawley I 1 —
Handling: +>6 ay, 350-400 gr Stereotaksik Girisim: Sodyum Silfid
(&

*8 Sham, 8 Astrosit HipokampusDentat Perfiizyonu
Girusuna ekim yapilmasi

Sekil 3.1: Deney Deseni
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3.2.2 Anestezi

Stereotaksik girisimde Ketamin anestezisi, perflizyon i¢in ve Otenazide

yiiksek doz Tiyopental anestezisi kullanilmistir
Ketamin Baz: 40 mg/kg (Alfamine %10, Alfasan Inc.)
Xylazine: 4 mg/kg
Acepromazine Maleate: 0,25 mg/kg

Tiyopental Sodyum: 200 mg/kg (Pental Sodyum 1g, I.E. ULAGAY)

3.3 Tutusturma (Kindling)

Gruplardaki tim hayvanlara es zamanli olarak baslanan tutusturma
doneminde sicanlara 35mg/kg Pentilentetrazol (Sigma Co) intra-peritoneal yolla giin
asirt olarak toplam 14 doz olmak iizere enjekte edilmistir. Pentilentetrazol (PTZ) -
20°C’da saklanmaktadir ve oda sicakliginda uzun siire bekletildiginde etkinligi
azalmaktadir. Toz formunda olan etken madde serum fizyolojik ya da distile su ile
¢ozdiiriilebilmektedir. Calismamiz oncesinde buz igerisinde alinan PTZ 35mg/kg/ml
olacak sekilde serum fizyolojik icerisinde hizla ¢ozdiiriilmiis ve 1’er mililitrelik
ependorflara ayrilarak tekrar -20°C’da saklanmistir. Calisma sirasinda gerekli miktar
uygulamadan hemen Once ¢oziilmiis ve bekletilmeden enjeksiyonlar yapilmistir.
Enjeksiyonlar 6gleden sonralart yapilmig, hafta sonlart uygulama yapilmamistir.
Enjeksiyon yapilan siganlar hemen goézlem kutularina konmus ve iki gdzlemci
tarafindan ayn1 anda siire tutularak 30 dakika boyunca ndbet evrelemesi

kaydedilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2: Tutusturma gbézlem kutulart

Nobet evrelemesi “Racine” siniflandirmasina gore yapilmistir (Racine 1972).
Literatiirde Racine siniflandirmasinin degistirilmis uygulamalari olmakla birlikte
(Becker, Grecksch et al. 2000), kendi evrelememiz klasik siiflandirmay1 dikkate

alarak gerceklestirilmistir. Buna gore:
e EVRE 0: Normal
e EVRE 1: Donma, yiizde lokomosyon
e EVRE 2: Bas sallama, bedende yiizeyel miyoklonik hareketler
e EVRE 3: Sigrama tarzinda miyoklonik hareketler veya tek 6n uzuvda klonus

e EVRE 4: iki yanli 6n ekstremitelerde klonus (“eszamanli piyano ¢alma

hareketi”’) ve geriye dogru egilme

e EVRE 5: Geriye dogru egilme ve diismeyi takiben jeneralize tonik-klonik

konviilsiyon
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Sekil 3.3: Evre 3 ve evre 5 temsili goriintiileri

Evrelemede gozlenen nobet evresi ve ilag dozunu takiben baslama zamani ile

evre 5 nébet gegiren si¢anlarda konviilsiyonun siiresi kaydedilmistir (Sekil 3.4).

Denek |Evrel|Evre2 | Evre3 |Evre 4 Evre5 / Siire

Sekil 3.4: Ornek Nobet Evreleme Tablosu

14 dozluk uygulama donemi sonunda ardisik 2 dozda Evre 4 — 5 nobet
davranigi gosteren sicanlar “tutusturulmus” kabul edilip calismaya alinmistir. Bu
stire¢ igerisinde karsilagilan sorunlardan biri asir1 duyarlilagsma ve buna bagl olarak
gelisen “status epileptikus”tur. Status epileptikus’a giren siganlar1 kaybetme olasiligi
yiiksek oldugu i¢in bu durumun 10 dakikay1 gectigi hallerde veya solunum durmasi
gbzlemlendiginde 10 mg/kg Diazepam uygulamasi ile ndbet sonlandirilmigtir. Buna
karsin gerek kontrol grubunda gerekse astrosit grubunda tutusturma ve kiskirtma

dozu donemlerinde kayiplar yasanmustir.

3.4 Primer Astrosit Kiiltiirii

Kiiltiir hazirlanmas1 Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dall,

Hiicre Kiiltlirii Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Primer astrosit kiiltiirii, temelde
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primer karisik (mikst) glia kiiltiiriiniin islemden gegirilmesi ile elde edilmektedir.
Primer karma gliya kiiltiirii uygun laboratuvar kosullar1 altinda asagida belirtildigi

gibi elde edilmektedir:

3.4.1 Gerekli Malzemeler

3.4.1.1 Donanim

. Karbondioksitli Enkiibator: Sabit sicaklik, nem ve karbondioksit

oranlarinda kiiltiir ortamlarmin yerlestirildigi cihazdir. Karbondioksit
orant kullanilan kiltlir vasatindaki bikarbonat tamponlamasina bagh
olarak %5 ile %10 arasinda olabilir. Enkiibator igerisinde arzu edilen
nem oranmt %95°tir. Enkiibator kosullarinin kiiltiir izlemi boyunca
denetlenmesi, 6zellikle steril kosullarin korunmasi ve karbondioksit
oranindaki degisimlere bagl olarak kiiltiir vasatinin pH degisimlerine
engel olunmasi, hiicrelerin kars1 karsiya kalabilecegi streslerden uzak

kalabilmesini saglamak i¢in zorunludur.

. Laminar Flow (Steril Kabin): Kiiltiiriin steril sartlarda hazirlanmasi ve
sonrasindaki izleminde vasat degisimi i¢in kullanilan kabindir. Bu
kabinler igerisindeki iki asamali Hepa (high efficiency particulate air)
filtrelemesi sayesinde kabin igerisinde %99’un iizerinde bir aritma
gerceklestirmektedir; boylece, en biiylik sorun olan enfeksiyonun
onlenebilmektedir.

. Inverted Mikroskop: Kiiltiir ortamlarinin, hazirlama ve izlemi sirasinda

incelenebilmesi i¢indir.
. Otoklav: Cerrahi malzeme ve bazi dayanikli sarf malzemelerinin

sterilizasyonu i¢in.
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o Thoma Lami (Hemositometri): Hiicre sayimi igin kullanilmaktadir

o Sicak Su Banyosu: Kiiltiir vasat1 ya da diger kimyasal soliisyonlarin

uygun fizyolojik sicakliga getirilmesi amaciyla kullanilir

o Steril Cerrrahi Malzeme: Baslangicta beyin dokularinin iglenmesinde
kullanilir.

. Steril Kiultiir Stizgeci

o Pipetleme Cihaz

. Shaker (Karistirici)

. +4 ve -20 derece sogutucular

3.4.1.2 Kimyasal Ajanlar

o Dulbecco Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma Co): +4

derecede saklanir

o Fetal Calf Serum (FCS) (Sigma Co): -20 derecede saklanir

o L-Glutamine (Sigma Co): -20 derecede saklanir

o Antibiyotik (Penisilin-Streptomisin) (Sigma Co): -20 derecede saklanir
o Tripsin-EDTA (% 0,25) (Sigma Co): -20 derecede saklanir

3.4.1.3 Sarf Malzemeleri

. Steril Cam Siseler: 100, 250, 500 mi

J 0,22 um steril filtre

o 15 ve 50 ml santrifiij tiipleri (Falcon)

o 10 mI’lik steril pipetler

. Steril pastdr pipetleri

o Agz1 kapakls steril kiiltiir flasklari ve steril petriler
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° 50 ml’lik enjektor

3.4.2 Kiiltiiriin (EKinin) Hazirlanmasi

Kiiltiir hazirligr i¢in embriyonik 18.glinden (E18) dogum sonrasit 7. Giine
(P7) kadar sican yavrular1 kullanilabilmektedir. Bizim ¢alismamizda yenidogan 1 ya

da 2 giinliik yavrular (P1 — 2) kullanilmastir.

On asamada hiicre vasati taze olarak hazirlamir. Bunun i¢in hazirlanacak
miktara gore FCS, L-Glutamin ve Antibiyotik sicak su banyosunda ¢6zdiiriiliir. Steril
cam sise icerisine %10 FCS, % 2 L-Glutamin, %1 Antibiyotik ve %87 DMEM
konarak Karistirilir. Bu karigim daha sonra 0,22 um steril filtre aracilig ile ikinci bir
steril cam sise icerisine filtre edilerek tekrar sterilize edilir. Kiiltiir hazirlig1 i¢in
uygun miktar 50 ml’lik Falcon tiipe alinarak sicak su banyosuna konur. Kalan miktar

ise + 4 derecede 1 hafta siire ile saklanmaktadir.

Steril kabin igerisi alkol ile dezenfekte edilir. Alkol ile silinen kap igerisine
buz (tercihen kirik buz) konur ve iizerine steril petri kaplar1 yerlestirilir. Bu petrilere
soguk DMEM konarak hazirlik tamamlanir. Tiim asamalar buz iizerinde ve steril

cerrahi malzeme kullanarak yapilir.

Tez ¢alismasinda P1 — 2 sigan yavrularina 6nce soguk anestezisi uygulanmus,
ardindan kafalar1 alkolle yikanarak petri igerisinde dekapite edilmislerdir. Bas, pens
ile tutularak kafa derisi orta hatta kesilmis ve ¢ok ince ve yumusak olan kafatasi,
kaudal boliimden ince makas ile kesilip, pens ile iki yana ayrilarak beyin dokusu
aciga cikarilmistir. Beyinler egri uglu pens araciligi ile temiz bir petri kabina

alinmustir.
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Beyinler ince u¢lu pens yardimiyla zarlarindan temizlenir. Bu asamada
olabildigince temizlik yapilmalidir. Istenilen bdlgeye gére dokular kesilip ( frontal,
paryetal v.s) kullanilacak boliimler ince makas (Microscissors) ile parcalanir
(Triturasyon). Olabildigince kii¢iik parcalara ayrilmali ve bunu yaparken dokular
ezmekten kesinlikle kaginilmalidir. Dokular daha sonra tiip igerisinde sicak su
banyosunda 10 dakika tripsin ile islenir. Tripsin dokudaki bag dokusuna ait yapilari
parcalayarak tek hiicre siispansiyonuna gelmesini saglar. 10 dakika sonra tiipe kiiltiir
vasati konur. Bu sayede FCS ile tripsinin nétralizasyonu saglanir. Tripsine hiicrelerin
uzun siireli maruz kalmasi hiicrelerin 6lmesine neden olabilir. Tiip icerisinde Pasteur
pipeti yardimiyla duvara carptirmak suretiyle heniiz yeterince ayrismamis olan
dokularin pargalanmasi saglanir. Bundan sonra 800 devir 6 dakika santrifiij yapilir ve
istte kalan sivi atilir. Tekrar FCS iceren kiiltiir vasati eklendikten sonra steril
stizgecten gecirilen siispansiyon yeni bir tlipte toplanarak hiicre sayimi asamasina
gegilir. Hiicre saymminda 10ul hiicre siispansiyonu, 10 ul tripan mavisi ile
karnigtirildiktan ~ sonra  hemositometrede  (“Thoma”) sayilir.  Siispansiyona
mililitresinde 2-4 x 10° adet hiicre icerecek bicimde kiiltiir vasati eklenir ve toplam

hacim olgiiliir.

Bu calismada 25 cm®lik agz filtre kapakl flasklar ve 6 cm ¢apinda steril
petriler ekim igin kullanilmuslardir. Ik ekim sirasinda her flaska 4 ml siispansiyon
konmus ve flasklar hiicrelerin tutunabilmesi igin 48 saat enkiibatorde
bekletilmislerdir. 48 saat sonraki degerlendirmede hiicre vasati yenilenmis ve bu
sekilde tutunmamis olan o6lii hiicrelerin uzaklastirilmas: saglanmustir. Izleyen
donemde 3 -4 giinde bir kiiltiir vasati yenilenmis ve flaskta yeterli konfliiens
saglandiktan sonra hiicreleri ayrigtirma islemine gecilmistir. Ayristirmada flasklar

enkiibator igerisine yerlestirilen calkalayici lizerinde 200 devir/dakikada 6 saat

46



bekletilmis, DMEM ile yikama yapilip vasat degistirildikten sonra bu kez 250
devirde 48 saat ¢alkalanmislardir. Bu islemler karma gliya hiicre kiiltiiriinde astrosit
disindaki hiicrelerin zeminden ayrilmasini ve astrogliyal hiicrelerin yiizde oraninin
artirllmasini saglamaktadir. Bu ayristirma isleminin sonucunda astrogliyal hiicrelerin
orant %90’ Tlizerine ¢ikmaktadir. Ayristirmadan sonra tekrar yikama yapilip
tripsinle kaldirilan hiicreler pasajlanarak steril 6 cm c¢apinda petrilere ayni
yogunlukta ve bu sefer 3’er ml olarak ekilmistir. Konfluense ulasan hiicre kiiltiirii

pasajlanarak ekim giiniine kadar enkiibatorde tutulmustur.

Sekil 3.5: Astrosit Kiiltiirtinde Kiiltiir Vasatinin Yenilenmesi

3.5 Stereotaksi

Kiiltiir ortaminda c¢ogaltilan astrositler, konfluense ulastiktan sonra Tripsin-
EDTA ile kaldirilmis, nétralize edilmis, hemositometrede sayilmis, santrifiij ile
diisiik devirde konsantre edilerek mikrolitrede 7-8 X 10* olacak sekilde konsantre
edilerek ependorfa konmus ve caligma siiresince buz igerisinde bekletilmistir.
Ketamin anestezisi ile uyutulan si¢anlarin 6nce kafa derisi tras edilmis, gerekli
aseptik kosullar altinda longitudinal insizyon ile kafatasi agiga cikarilmistir.

Periostun kurumasi ve bregmanin belirgin hale gelmesinden sonra sican stereotaksik
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cerceveye (Kopf Instruments) yerlestirilmis, viicut 1sisinin dengelenmesi icin rektal
prob ve 1sitict pad kullanilmis, stereotaksik sigan beyin atlasi (Paxinos and Watson
2009) yardimu ile belirlenen koordinatlar isaretlenip dental matkap ile bilateral olarak
acilmistir. Hemostatik kosullar gézlenerek hedeflenen beyin bolgesine 28G, 10 pl’lik
Hamilton® GasTight enjektor aracihigi ile 3 pl 7-8 x 10° hiicre/ul olacak bigimde

ekim yapilmistir (Lapore) (Sekil 3.6).

Sekil 3.6: Stereotaksik astrosit ekimi

Gerek enjektoriin hedefe ulagmasindan sonra gerekse de ekimden sonra
bolgesel basing dengesi goz Oniine alinarak enjektor 2’ser dakika dokuda hareketsiz
bekletilmistir. Ayrica ekim de 1 pl / dk hiz ile gergeklestirilmistir. Hedeflenen bolge
hipokampusun dentat girus hilusudur. Atlas yardimi ile belirlenen koordinatlar,
bregmaya gore; antero-posteriyor: -3.80, lateral: +2.2, vertikal: -3.5 olarak

belirlenmistir. Verilen degerler “mm” cinsindendir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7: Hipokampusta Stereotaksik Ekim Yeri (Paxinos)

3.6 Perfiizyon

Tim perfiizyonlar ikinci kiskirtma dozundan 24 saat sonra yapilmustir.
Sicanlar 200 mg/kg dozunda Tiopental Sodyum ile uyutulduktan sonra toraks
acilmis, sol ventrikiile insiilin enjektori ile 0,1 ml Heparin uygulanmis ve aort kaniile
edilmigtir. Sag atrium kesisinden sonra baslangigta 200 ml 37°C Serum Fizyoloji ile
sistemdeki kan bosaltilmistir. Bunun hemen ardindan 5ml %0,37’lik Sodyum Siilfid
(NazS) soliisyonu 30 saniye boyunca (10 ml/dk) sisteme pompalanmis ve hig
bekletilmeden %4 Paraformaldehid (PFA) ile fiksasyona devam edilmistir. Ortalama
300 ml’lik PFA’nin ardindan 200 ml NayS soliisyonu sistemden gegirilerek
perflizyon tamamlanmistir. Hizla kafalarim ayrilmasi ardindan beyin dokular
cikartilarak %4 PFA igerisinde 24 saat post-fiksasyona birakilmistir. Her bir beyin
%30 siikroz ¢ozeltisinde 2 - 3 giinliik dehidratasyon siirecinin ardindan -80°C” de
hizla dondurulup, aliminyum folyoya sarilmis ve kesit almacak giine kadar -80°C’lik

ultra-derin dondurucuda saklanmuistir.
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3.6.1 Kullanilan Cozeltiler:

3.6.1.1 Paraformaldehid

Paraformaldehid (PFA) histolojik tekniklerde fiksasyon amaciyla kullanilan
bir ajandir ve oldukca toksiktir. Derinlemesine isler ve dokularin uzun siire
saklanabilmesine olanak saglar. PFA dokuda bulunan proteinler arasinda, 6zellikle
de bazik lizin amino asid rezidiilerinde ¢apraz kovalan baglar kurarak sabitlenmeyi
saglar ve ¢Oziinmiis haldeki proteinlerin hiicre iskeletine kenetlenmesi ile hiicreye
sertlik kazandirir. Doku yiiksek oranda suyla karsi karsiya geldiginde bu etki geri
dontistimlidir ve buna pigmentasyon da dahildir. Perfiizyon i¢in kullanilan % 4’lik
PFA %16’lik olarak hazirlanan paraformaldehitin tampon ¢ozeltiler ve distile su ile
seyreltilmesi yoluyla elde edilmektedir. iki litre %4 PFA i¢in 500 ml %16 PFA, 500
ml dH,0O, 190 ml birinci tampon ¢ozelti (¢ozelti A) ve 810 ml ikinci tampon ¢ozelti

(¢Ozelti B) kullanilmaktadir:

Cozelti A: NaH,PO4.H,0 (27,6 g / 1L dH.0)

. Cézelti B: Na,HPO4.H,0 (28,4 g / 1L dH,0)

3.6.1.2 Sodyum Siilfid Cozeltisi (Na,S)

Perfiizyonda sodyum siilfid kullanilmast TIMM boyamasi igin zorunludur.
Cozeltideki kiikiirt, dokudaki agir metallere baglanmaktadir. Bu asamada bizi
ilgilendiren metal ¢ginkodur. Cozelti igin 3,7 g saf sodyum siilfid, PBS (fosfat tampon
cozeltisi) ile 1 litreye tamamlanmaktadir. Mutlaka maske kullanilmali ve 1iyi
havalandirma kosullar1 altinda calisilmalidir. Coziinme sirasinda bir miktar H,S

(Hidrojen Siilfiir) gaz1 havaya karisabilir ve solunmasi sakincali toksik bir gazdir.
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3.7 Histoloji

3.7.1 Nissl Boyamasi

Nissl boyamasi noéronlarda bulunan Nissl cisimciginin gozlenebilmesini
saglayan bir histolojik boyama teknigidir. Alman ndrolog Franz Nissl’a atfen bu isim
verilmigtir. Nissl cisimcigi diye sozii edilen aslinda graniiler endoplazmik
retikulumdur. Serbest ribozomlar icerir. Bu nedenle bu yap1 ¢ok miktarda RNA
barindirmaktadir.Noronlar ve glialar ¢ok farkli miktarlarda Endoplazmik Retikulum
icermektedir. Bu yiizden Nissle boyamasi ile Noronlar ve Glial hiicreler
birbirlerinden ayrilabilirler. Mikroskopta goévdesi (Perikaryon) boyanmis olan
hiicreler, 6zellikle de uzantilari belirgin ise, hemen tamamen noéronlardir (Sekil 3.8).
Gozlenebilen wuzantilar varsa bunlar dendritlerdir. Aksonlar ise ¢ok ince
olduklarindan ve akson tepecigi Nissl graniilii icermediginden kolay segilemezler.
Glia hiicrelerinde noronlar kadar endoplazmik retikulum bulunmadig icin yalnizca
cekirdekleri boyanir. Astrositler acik boyanan diizensiz smirli bir ¢ekirdege ve
cekirdegin hemen cevresinde soluk boyanan ince bir sitoplazma olarak izlenir.
Oligodendrositler ise olduk¢a koyu boyanan kiiciik ¢ekirdegi ve polar yerlesimi le

kendisini belli eder.

Sekil 3.8: Nissl Boyamasi (Sigan hipokampusu hilus bolgesi, 63x)
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Nissl tekniginde bazofilik anilin boyalar1 kullanilir. Toluidin mavisi ve krezil
viyole en sik kullanilan boyalardir. Literatiirdeki yontemlerde temel mantik ayni olsa
da ufak farkliliklar goriilebilmektedir. Bunlar sirasiyla dehidratasyon (kurutma),
rehidratasyon (sulandirma), boyama, dehidratasyon, ksilende bekletme ve lamlarin

kapatilmasidir. Calismada Nissl boyamasi su asamalarda gerceklestirilmistir:

. %100 Alkol: 15 dakika

. %70 Alkol: 2 dakika

J %50 Alkol: 2 dakika

o dH,0 (distile su): 2 dakika

o Krezil Viyolet soliisyonu: 10 dakika (karanlikta ve 37°C’de)
° dHO: Bir iki kez daldirip ¢ikarilir

. %50 Alkol: 2 dakika

. %70 Alkol: 2 dakika

. %100 Alkol: 2 dakika

. Ksilen: 5 dakika

3.7.2 TIMM Histokimya Boyamasi

Bir otometallografi yontemi olan TIMM giimiis siilfid metodu bugiine kadar
merkezi sinir sisteminde ve diger dokularda cesitli metallerin gosterilmesinde
oldukc¢a duyarli bir boyama yontemi olarak kullanilmistir ve kullanilmaya da devam
etmektedir. Bunlar arasinda ¢inko (Zn), bakir (Cu), demir (Fe), kobalt (Co) ve nikel
(N1) gibi esansiyel metallerin yaninda civa (Hg) kadmiyum (Cd), kursun (Pb), bizmut
(Bi), talyum (TI), altin (Au) ve giimiis (Ag) gibi toksik metaller de yer almaktadir.
Orjinalinde Timm tarafindan gelistirilmis (Timm 1958), daha sonra ise bazi temel

degisikliklere ugramistir (Danscher 1981). Bu yontemin ilkesi dokudaki metalin
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stlfid ile ¢okeltilmesi ve bunu izleyen fiziksel olarak olgunlastiriimasina dayanir
(developer c¢ozeltisi araciligi ile). Bu son asamada metal siilfidleri, indirgeyici
ajanlarin giimiis iyonlarini indirgemesini katalize eder. Bu yontemin 6zellikle ¢inko
iceren noronlarin gosterilmesinde ve merkezi sinir sisteminde yeni gelisen aksonlarin
ve akson sonlanmalarinin belirlenmesindeki etkinligi kanitlanmistir. TIMM
boyamasi tek basina kullanilabilecegi gibi ek olarak Nissl boyamasi da zit-boyama
teknigi ile uygulanabilir. Boylece, saglam noronlarin 6zellikle nicel irdelemesi
yanisira, sinaptik morfolojik degisikliklerin de nicel ve nitel irdelemesine olanak

saglanir (Sekil 3.9).

_‘er'\vtatAG.irus‘-' '
Hilus Bblgesi

e e

DentatGirus
~ Grandl Hiicre

Sekil 3.9: Naif Bir Sigan Hipokampusunda TIMM Histokimyasi

TIMM boyamasi i¢in kullanilan otometallografi ¢ozeltisinin (“developer”)

150 ml’si agagidaki maddeleri igerir:
. 90 ml Arap sakizi1 (gum arabic): Cozeltideki kolloyid etken
. 45 ml hidrokuinon: indirgeyici ajan
. 15 ml sitrat tamponu: Asetik asit ve sodyum sitrat

. 0,7 ml giimiis nitrat: Isiga duyarhdir
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Boyama sirasinda baslangic dehidratasyon ve rehidratasyon asamalarimin
ardindan kesitler otometallografi ¢ozeltisine daldirilarak karanlikta ve 26°C’de 60 —
90 dakika boyunca olgunlastirilirlar. Siirenin sonunda dH20O’ya daldirilip ¢ikartilan
kesitler 10 dakika boyunca akan suda yikanir ve ardindan %5 Sodyum Tiyosiilfat
¢ozeltisine daldirilir. Bu asama tepkimenin durdurulmasi igindir. Istege bagh olarak
ya dehidratasyon islemleri ardindan kesitler kapatilir ya da dehidratasyondan once

zit-boyama asamasi uygulanir.

TIMM boyamasi yapilmis kesitlerde hipokampusun dentat girusu ve CA3
bolgesi sem-kantitatif br yontemle derecelendirlir (Cavazos, 1991, J.Neurosci). Bu
derecelendirme supragraniiler bolge ve CA3 i¢in mossy liflerinin flizlenmesn ve
sacilimmi tamimlayabilmek icin yapilmistir. Asagidaki tablolarda her iki

derecelendirme sistematigi sunulmustur.

DERECE | KISTAS
0 Supragraniiler bolgede ug ve agiz kisminda graniil yok.
1 Supragraniiler bolgede yer yer yama tarzi graniiller var.
2 Supragraniiler bolgede sik ve yama tarzi graniiller var.
3 Supragraniiler bolgede siireklilik gosterebilen belirgin graniiller var.
4 Siireklilik gosterebilen olduk¢a yogun graniil tabakalar1 var.
5 Ug ve agiz kisimlar1 boyunca stirekli ve yogun band tarzinda graniiller
var.

Tablo 3.1: Supragraniiler Bélge TIMM Derecelendirme Tablosu
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DERECE | KISTAS
0 CA3 byunca stratum piramidale ya da stratum orienste graniil yok.
1 Stratum piramidale ya da orenste yer yer yama tarzi graniiller var.
2 Stratum piramidale ya da orienste yer yer ama belirgin graniiller var.
3 Stratum orienste ¢ok ve belirgin graniiller var.
4 Stratum oriens ya da piramidalede siireklilik gosteren belirgin graniiller
5 \"ﬁlrm CA3 boyunca siireklilik gosteren yogun band seklinde graniiller
var.

Tablo 3.2: CA3 Bolgesi TIMM Derecelendirme Tablosu

3.8 Stereoloji

Stereoloji basitce geometrik niceliklerin Kestirilmesi calismasidir. iki boyutlu
diizlemde gozlenen yap1 veya cisimlerin {i¢ boyutlu Ozelliklerini anlama ve
tanimlama ile ilgili bilim dalidir. Tiim stereolojik yontemler “Delesse ilkesi” olarak
adlandirilan basit bir kurala dayanmaktadir (Delesse 1847). Bu kurala gore rastgele
secilmis histolojik kesitler, kesilmemis dokunun toplam bilesimini nicel olarak temsil
edebilir. Stereolojide asil olan yansiz / nesnel / rastgele orneklemedir. Kullanilan
teknik “Sistemik Rastgele Ornekleme Teknigi” olarak adlandirilir. Bu teknikle
incelenen yapimin tiim bilesenlerine esit olasilikla 6rneklenme sansinin verilmesi
amaglanmaktadir. Genel olarak bes tiir nicelik stereoloji ile incelenmektedir. Bunlar;
say1, uzunluk, yiizey, hacim ve yogunluktur. Tanecik sayimi ig¢in “Optik Diseksiyon
Teknigi” kullanilmaktadir. Burada tanecik olarak belirtilen glomertil, sinaps, organel
veya hiicre olabilir. “Disektdr Yontemi” taneciklerin bigiminden bagimsizdir,
yansizdir ve bir 6n kabul gerektirmemektedir. Bu yontem ile her tanecik yalniz bir
kez orneklenebilir ve sayilabilir. Taneciklerin iki boyutlu izdiisiimiinden 3 boyutlu

say1 verisi elde edilir. Sayim i¢in sayilacak tanecige ait bir bolge / bilesen (6rnegin
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hiicre ¢ekirdegi) referans olarak kabul edilip sayilmalidir. Sayimlar mikroskopta
“Tarafsiz Sayim Cergevesi” kullanilarak yapilir (Sekil 3.10). Bu ¢ergeve sondasi

optik disektor ile belirli bir hacimde sayim yapmamiza olanak saglar.

i

Sekil 3.10: Tarafsiz sayim gergevesi

Tarafsiz sayim c¢ergevesi ile kesitlerde sayilan parcaciklardan yogunluk

hesab1 yapilmaktadir:

Orneklenip sayilan toplam hiicre sayisi

Ilgilenilen tanecigin sayisal yogunlugu =

Sayim yapilan tiim disektorlerin toplam hacmi

Nvy=>2Q /2V

Gerek tek basma Nissl kesitlerinde gerekse zit-boyama yapilmis TIMM

kesitlerinde ardigik 10 kesitten biri sayima dahil edilmis ve sag hemisfer hipokampus
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dentat girus hilusunda ve CA3 bolgelerinde noronlar stereolojik yontemle sayilmistir.
Saymm igin Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Egitim Laboratuvari
Stereoloji Mikroskobu (Leica Microsystems) ve yazilimi (Stereo Investigator,
Microbrightfield) kullanilmistir. Kaydedilen parametrelerde sirasiyla kesit kalinlig
30 um, ol¢iilen ortalama gercek kesit kalinlig1 9,3 um, tarafsiz sayim gergevesi alani
400 um?2 (bir kenar1 20 um), disektor sonda yiiksekligi 7 um ve gilivenlik sinirt1 % 10
olarak belirlenmistir. Her bir si¢an i¢in 8 veya 9 Kkesit sayilmis olup kesitlerde sayim
bolgesi 1,25x biliylitmede belirlenmis, sayimlar ise 100x imersiyon objektifinde
yapilmistir. Sayim sonunda toplam sayilan hiicre, toplam hacim, yogunluk, alan ve

hata katsayis1 gibi degerler hesaplanmustir.
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II1. BOLUM

4 BULGULAR

4.1 Tutusturma

Tutusturma donemi boyunca giin asir1 tekrarlayan PTZ (35 mg/kg)
uygulamalarinda si¢anlarin en yiiksek evre gostergesi yaninda eger evre 5 (jeneralize
tonik-klonik konviilsiyon) ndbet gézleniyorsa nobetin baslangi¢c zamani ve ndbetin
sonlanma siiresi not edilmis ve gruplar arasindaki fark SPSS paket programi
araciligi ile parametrik olmayan 2 bagimsiz ornek testi ile analiz edilmistir (Sekil

4.1).

5,007

Tutugturma Dozlan Maksimum Evre Ortalamasi

KONTROL ASTROSIT

Sekil 4.1: Gruplar arasinda tutusturma donemi en yiiksek evre ortalamalari

58



Gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark Mann-Whitney U testinde anlamh

bulunmamstir: p = 0,177

Her iki grupta da tekrarlayan PTZ uygulamalar1 sonucu kistaslar1 karsilayip
tutusmus kabul edilen siganlara Stereotaksik uygulamaya alinip ekim yapilmis ve 10
giinlik bekleme doneminin ardindan gilin asir1 olmak iizere esit dozlarda PTZ ile
kiskirtma uygulamalar1 yapilmistir. En yiiksek nobet ortalamalar1 iki grup arasinda

yine parametrik olmayan Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir .

5,00

4,00

3,00

2,00

Tahrik Dozlari Maksimum Evre Ortalamasi

1,00

KONTROL ASTROSIT

Sekil 4.2: Gruplar arasinda kiskirtma donemi en yiiksek evre ortalamalari

Sonugta astrosit grubundaki si¢anlarin ndbet ortalamalar1 kontrol grubuna gore

anlamli olarak diisiik ¢itkmustir: * =p < 0,05 (p=0,03)

Nobet ortalamalar1 arasindaki farklar, ekim uygulamasi 6ncesinde ya da

sonrasinda gozlenmis olan, yalmzca gruplar arasindaki farklardir. Bunun yaninda
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grup igerisinde, ekim uygulamasi oncesi ile sonrasi arasindaki degisim de énemlidir.
Bu yiizden asagida, gruplardaki her bir denek i¢in ¢izgi degisim grafigi sunulmustur
Ekim Oncesi yapilanlar tutusturma donemi olgiimleri, ekim sonrasi yapilan ise tahrik

(kiskirtma) donemi 6l¢timleridir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: Deneklerin ekim oncesinde ve sonrasindaki nobet ortalamalari

Sekilde dikkat edilecegi iizere kontrol grubundaki siganlarin neredeyse
tamaminin nobet ortalamalart kigkirtma doneminde artis gdstermistir. Yalnizca bir
denek degisim gostermemistir ki zaten o da yiiksek deger ortalamasina sahiptir.
Astrosit grubundaki siganlarda ise kigkirtma doneminde uygulama 6ncesi ortalamaya
gore kismen diisiis izlenmektedir. Sekil 4.1 ve Sekil 4.2 ‘de sunulan bar grafikler
tizerindeki ortalama degerler gruplarin kendi igerisindeki degisimi hakkinda fikir

vermektedir.
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Gruplar arasinda incelenen diger bir parametre de, PTZ enjeksiyonunu
takiben miyoklonik sigramalarin (evre 3) baslamasina kadar gegen siiredir (Sekil

4.4). Neden bu parametrenin se¢ildigine tartisma kisminda deginilecektir.

Ortalama Evre 3 Nébet Baglama Sdiresi

300,001 Uygulama
B Tutusturma
W Tahrik
200,007

(saniye)

0,00-

KONTROL

ASTROSIT

Sekil 4.4: Evre 3 Baslama Siiresi

Miyoklonik sigramalarin baglama zamani agisindan gruplar arasinda anlaml
bir fark yoktur ( p > 0,05). Ancak grafik incelendiginde ekim uygulamasi 6ncesi
gruplarin ortalamalar1 birbirine ¢ok yakin iken, uygulama sonrasinda kiskirtma
dozlarinda evre 3 baslangi¢c zamani astrosit grubunda gecikme egilimi gostermekte,

bunun yaninda istatistiksel varyansin artmis oldugu da dikkati ¢cekmektedir.
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4.2 Histokimya

Gerek Nissl teknigi ile boyanmis kesitlerde gerekse TIMM boyamasi ile nissl
zit boyamast yapilmis kesitlerde hipokampusta CA3 bolgesi ve dentat girus
hilusundaki néronlar, stereolojik olarak sayilmis ve Schaffer yontemi ile hata
katsayis1 da hesaba katilarak birim hacimdeki ndron yogunlugu ol¢lilmistiir. Burada
kontrol ve astrosit gruplarimin yaninda histolojik karsilastirma yapabilmek igin
herhangi bir konviilsiv ajanla karsilasmamis naif si¢anlar da degerlendirmeye
katilmistir. Sonuglar tek yonlii ANOVA kullanilarak analiz edilmis, Post-Hoc testi

olarak Tukey kullanilmistir.

4.2.1 Nissl Boyamasi ve Hiicre Sayimlari

Schaffer Analizi - Dentat Girus Hilus Bélgesi

1,50

1,254

Birim Hiicre Sayisi
i

0,75

0,50

KONTROL ASTROSIT NAIF

Sekil 4.5: Dentat Girus Hilusunda Néron Yogunlugu
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Dentat girus hilus hiicre yogunlugu bakimindan gruplar aras1 fark ANOVA
ile anlamli bulunmustur (F = 5,578, p < 0,05). Tukey testinde ikili gruplar arasindaki
fark degerlendirildiginde ise naif ve astrosit gruplari arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli (p < 0,05) iken kontrol grubu ile diger iki grup arasindaki farklar
anlamlilik gostermemistir ( p > 0,05). Fark anlamli olmasa da astrosit grubundaki

siganlarda néron yogunlugu kontrol grubuna gore diisiik durmaktadir (Sekil 4.5).

Schaffer Analizi - CA3 Bélgesi

1,50

1,25

Birim Hiicre Sayisi
g
]

0,75

KONTROL ASTROSIT NAIF
Sekil 4.6: CA3 Bolgesi Noron Yogunlugu

CA3 bolgesinde de dentat girus hilusundakine benzer sekilde ancak daha
belirgin olarak gruplar arasindaki fark ANOVA ile anlamli bulunmustur (F = 15,791,
p < 0,001). Tukey testinde ikili gruplar arasindaki farkta bu sefer her iki ¢alisma
grubunun da naif gruba gore hiicre yogunlugu anlamli olarak diisiikk bulunmustur

(Tablo 4.1). Dentat girusta oldugu gibi CA3 bolgesinde de astrosit grubundaki hiicre
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yogunlugunda, istatistiksel anlamlilik géstermese de kontrol grubuna gore bir diisiis

goze carpmaktadir (Sekil 4.6).

BOLGE | GRUPLAR Kontrol Astrosit Naif
Kontrol - 0,154 0,01 **
o)
5 Astrosit 0,154 - 0,001 **+
Naif 0,01 ** 0,001 *** -
g Kontrol - 0,601 0,095
O ]
= Astrosit 0,0601 - 0,016 *
=
a Naif 0,095 0,016 * -

Tablo 4.1: Hipokampusta néron yogunlugunun bdlgelere gore gruplar arasi

istatistiksel karsilagtirmasi

4.2.2 TIMM Boyamasi

Her ne kadar gere¢ ve yontem kisminda TIMM boyamasinin semi-kantitatif
derecelendirilmesinden s6z edilmis olsa da bu boliimde sonuglarin kalitatif
degerlendirilmesine yer verilmistir. Bu uygulamadaki gerekce naif ve ekim gruplari
arasindaki farkin bir anlamlilik testini gerektirmiyor olmasi, 6te yandan uygulama
yapilmis kontrol ve astrosit gruplar1 arasinda ise uygulamaya bagl herhangi bir fark

gozlenmemis olmasidir.

TIMM degerlendirmesinde CA3 ve supragraniiler bolge degerlendirildiginde
CA3 bolgesindeki tutulumun ¢ok daha belirgin oldugu gdzlenmektedir. Ote yandan
tutulum yogunlugu ile ilgili olarak gerek grup igerisindeki denekler arasinda, gerekse

ayni denegin farkl seviyelerdeki kesitleri arasinda varyasyonlar gozlenebilmektedir.
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Sekil 4.7: Dentat girus molekiiler tabakada seyrek TIMM graniilleri

Bu varyasyonlar supragraniiler bolgede derece 1-2 tutulumlar yaninda (Sekil 4.7)
ozellikle u¢ kisimlarda siireklilik gosterebilen derce 3-4 tutulumlar olabilmektedir

(Sekil 4.8).

Sekil 4.8: Supragraniiler bolgede stireklilik gosteren belirgin graniiller

Kesitlerde hem kontrol hem de astrosit grubunda en dramatik gozlenen
tutulum CA3 bélgesinde goriilmiistiir. Bu her zaman tiim CA3 boyunca gozlenmese
de ozellikle CAl’e yakin bolgede stratum orienste yogun band halinde derece 4-5

tutulumlar siklikla gozlenmistir (Sekil 4.9). Sekilde tutulumun sadece stratum

65



orienste olmadigi, ayrica CA3 boyunca piramidal tabaka boyunca uzandigr da
secilmektedir. Tutulumun siddeti gere¢ ve yontem kisminda 6rnek olarak sunulmus
normal (naif sican) TIMM boyamasi (Sekil 4.10) ile kiyaslandiginda daha net

goriilmektedir.

Sekil 4.10: Naif bir sigan hipokampus TIMM histokimyasi
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IV. BOLUM

5 TARTISMA

Bulgular1 degerlendirmeye baslamadan 6nce ¢alismanin hipotezini (Hp) tekrar
gbzden gecirmek, hipotezin dogru kabul edilebilecegi ya da reddedilip alternatif
hipotezin (H;) kabul edilebilecegi senaryolara deginmek ve bulgulari bu bakis agisini

koruyarak irdelemek daha dogru olacaktir.

Giris ve genel bilgiler kisminda deginildigi {izere varsayimlarimizda,
literatiiriin de destekledigi sekilde epileptojenez siirecinde astrositlerin rolii oldugu ve
epileptik odakta, 6zellikle de mesial temporal lob epilepsisinde siklikla gézlenebilen
hipokampal sklerozun ve buna eslik eden astrogliosis’in yapisinda islevleri bozulmus
patolojik astrositlerin oldugu kabul edilmistir. Bu kabullerden yola ¢ikarak, ampirik
bir yaklasimla, saglikli 6rneklerden alinip kiiltiir ortaminda gelistirildikten sonra
hipokampusa stereotaksik yontemle ekilen astrogiyal hiicrelerin, konagin kendi
astrositlerinden kaynaklanan gorev boslugunu iistlenebilecegi ve bunun da ndbet
esigini tekrar yiikseltebilecegi iddia edilmistir. Bu iddia astrosit transplantasyonunu
kesinlikle bir tedavi segenegi olarak sunmamakta, yalnizca patofizyolojik
mekanizmanin anlagilmasinda bir ara¢ olarak kullanmaktadir. Bulgularin

yorumlanmasinda bu durum g6z ardi edilmemelidir.

Calismanin sonuglari iki ana baglik altinda sunulmustur. Tutusturma ile ilgili
kisimda gruplarin nobet esigine dair veriler yer almakta, histokimya kisminda ise
ozellikle epileptojenezin kabahatlarindan norodejenerasyon ve neo-sinaptojenez (ya

da sinaptik plastisite) ile ilgili sonuclar sunulmaktadir.
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Tutusturma doneminde gruplarimiz i¢in PTZ nobet-alt1 dozu olarak 35 mg/kg
belirlenmistir. Literatiirde bunun farkl 6rnekleri goriilmektedir. Genellikle dozlar 30
mg/kg ile 40 mg/kg arasinda degismektedir. Burada karar mekanizmasini agirlikla 6n
calismalar olusturmaktadir. lgingtir ki, ayn1 kabul edilen tiir i¢in farkli kaynaklardan
elde edilen siganlar arasinda, hatta ayni grubun bireyleri arasinda bile doz-yanit
iliskisi belirgin farkliliklar gostermektedir. Bu ¢alismaya ait 6n ¢calismada da 6nce 38
mg/kg doz denenmis, sicanlarin fazla duyarli olmasindan dolayr 35 mg/kg doza
gecilmigstir. Tutusturma ile ilgili s6z edilmesi gereken bir diger 6nemli nokta
tutusturma protokoliidiir. Bu noktada da literatiirde ¢esitlilik s6z konusudur. Bazi
gruplar, PTZ dozlarin1 uygulamaya basladiktan sonra, kriterleri saglayan siganlari
siire¢ tamamlanmamis bile olsa calisma gruplarina almakta, bazilar1 tutusturulmus
siganlar icin farkl kistaslar liretmekte, baz1 gruplar da toplam ilag enjeksiyon sayisi
ve kigskirtma dozu protokollerinde farkli uygulamalar getirmektedir. Bu konuya
dikkat ¢ekilmesinin nedeni aslinda literatiirdeki sonuglara da elestirel bir bakis agis1
sunmaktir. Cok 1yi bilinmektedir ki bireyler aras1 farklar ilag uygulamalarinda doz-
yanit iligkisi bakimindan 6nemli sorunlar yaratmakta ve bu durumu asmak ig¢in
genellikle denek sayis1 artirilip varyans diisiiriilmeye calisilmaktadir. Bu istatistiksel
olarak dogru bir yaklasim olsa da PTZ ile ilgili calismalarda oldugu gibi
duyarlilagtirma doneminde tutusturma kriterlerini saglamis her denegin esit kabul
edilip calismaya alinmasi tartisilmasi gereken bir konudur. Ornegin bir sigan ilk iic
uygulama igerisinde siddetli ndbet gecirip (evre 4-5) hemen calisma grubuna
alintyorsa, diger bir sigan ise ayni kriterleri ancak 14 uygulama sonunda zar zor
karsilaylp Oyle calisma grubuna almmiyorsa, bu iki denegin ayni sartlarda
degerlendirilmesi agikg¢asi saglikli olmayacaktir. Bu nedenle bu ¢alismada siganlar,

tutusturma donemi boyunca gosterdikleri nobet Oriintlisii  agisindan da
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karsilagtirilmislardir.  Sekil 4.1’de kontrol ve astrosit grubundaki sicanlarin
duyarlilagtirma siireci boyunca her PTZ uygulamasi sonrasi gozlenen en yiiksek
nobet evrelerinin ortalamalar1 karsilastirilmaktadir. Astrosit grubunun ortalamasi
kontrol grubuna gore bir miktar diisiiktiir ancak istatistiksel analiz gruplar arasinda
anlamli bir fark olmadigim1 gostermektedir. Bu da istenilen ve beklenilen bir
durumdur. iki grup belirli bir uygulama sonras1 karsilastirilacaksa uygulama oncesi
aralarinda bireysel farkliliklar en az diizeyde olmalidir. Bu nedenle gruplar yalnizca
kiskirtma dozlarma verdikleri yanitlar yoniinden Xkarsilastirilmamis, bunun yaninda
fikir vermesi acisinda degisim grafigi de ¢izilmistir (Sekil 4.3). Degisim grafigi
istatistiksel bir sonu¢ degil gorsel bir geri bildirim saglamaktadir. Bu grafige gore
astrosit grubundaki siganlarin nobet evrelerine bakildiginda ekim uygulamasindan,
kontrol grubuna oranla daha fazla yarar gorildiigli izlenmektedir. Tutusturma ve
kiskirtma donemlerine ait bar grafiklerinde verilen ortalamalardaki degisim de bu

izlenime destek saglamaktadir.

Elbette ki hipoteze gore gergek farkin kigkirtma dozu ile ortaya ¢ikmast
gerekir ki zaten kiskirtma dozlarinda evre ortalamasi, gruplar arasinda astrosit
grubunun lehine olacak sekilde anlamlilik goéstermektedir (Sekil 4.2). Grafikte
standart hata astrosit grubunda yiiksektir ancak anlamliligi etkilememistir.
Calismanin tekrarinda gruplardaki denek sayisi artirilarak varyans diisiiriilebilir ve
standart hata da daha alt diizeylere ¢ekilebilir. Ag¢ikcasi eger hipotez dogru ise olmasi
gereken bu farkin daha da belirgin ortaya ¢ikmasidir. Ancak burada hemen yonteme
doniip astrositlerin siiregteki yolculugu, elestirel bir bakis agisiyla irdelenmelidir.
Astrositler 1-2 giinliikk yeni dogan siganlardan elde edilmekte, kiiltiir ortaminda
gelistirilmekte ve stereotaksik yolla bagka bir sigana ekilmektedir. Yani uygulanan

teknik allotransplantasyon, astrositler de allograft olmaktadir. Her ne kadar
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laboratuvar deneyleri i¢in lretilen sicanlarin ¢ok yakin genetik Ozelliklere sahip
oldugu kabul edilse de, sonugta iki ayr1 birey arasindaki organ, doku ya da hiicre
transplantasyonu, bagisiklik sisteminin saldirisina agiktir. Insandaki ve ¢ogu zaman
hayvanlardaki transplantasyonlarda bu sorunun 6niine ge¢mek i¢in immiin-siipresif
tedavi ek olarak uygulanmaktadir. Bu c¢alismada ise immiin-siipresyon
uygulanmamistir. Bu durum ektigimiz astrositlerin en azindan bir kismimin dokudaki
inflamatuar yanit sonucu tahrip olmus olabilecegini akla getirmektedir. Immiin-
siipresyon uygulanmamasinin nedeni, kullanilan ajanin kendisinin anti-konviilsiv
etkilerinin olabilecegi ve bunun da sonuglarin yanli ¢ikmasina neden olabilecegi
gercegidir. Astrositlerin dokuya ekilmesinde kullanilan enjektoriin de, ¢ap1 ne kadar
kiiciik olursa olsun, doku hasarmna neden oldugu aciktir. Ozellikle kan-beyin
bariyerinin bozulmasit epileptojenezde suglanan mekanizmalardan birisidir
(Friedman, Kaufer et al. 2009). Bir diger konu da ektigimiz astrositlerin dokuda
gorev yapip yapamayacagidir. Ekilen astrositlerin bir kismi ekim sonrasi gerek
travmatik olarak gerekse bagisiklik yanitiyla olasilikla tahrip olmaktadir. Buna
ragmen literatiir calismalar1 hatir1 sayilir oranda astrositin sag kaldigin1 ve dokuya

tutunabildigini gostermistir (Lepore, Rauck et al. 2008).

Nobet izlemlerinde olabildigince ¢ok parametre kayit edilmeye ¢alisiimistir.
Bireysel farkliliklar yiiziinden uygulamlarda kaydedilen bir parametrede siganlarin
timii bir deger gostermeyebilir. Ornegin calismada her uygulamada evre 5
gbzlenmedigi i¢in belirli bir sicandan alinan kayitlarda kimi zaman evre 5 siiresi ya
da baslangi¢ zamani verileri eksik kalmaktadir. Bu da zaten sinirli olan denek
sayisinin yaninda Olgiilebilir veri sayisinda da sorun teskil edebilmektedir. Her
zaman olmasa da ¢ogu zaman gozlenebilen ndbet, evre 3’tiir. Tespiti evre 1 ve 2’ye

gore daha kolaydir ve tek yapilmasi gereken ile¢ uygulamasinin ardindan ilk
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myoklonik sigrama gdzlenen zamana kadar gegen siireyi kaydetmektir. Sekil 4.4’ te
her iki grubun bu parametre agisindan karsilastirmasinda goriildiigii gibi, 6zellikle
ekim Oncesi gruplar arasi fark neredeyse yoktur, hatta ayni1 denebilir. Uygulama
sonrasi astrosit grubunda baslangig siiresi kontrol grubuna gore gecikme gostermekle
beraber, varyanstaki artis nedeniyle istatistiksel anlam yakalanamamustir. Burada da
daha once soylendigi gibi tekrarlayan ¢alismalarda denek sayisinin artirilmasi ile

farkin belirecegine inanilmaktadir.

Histokimya caligmalarinda deneklerde nérodejenerasyon ve sinaptik plastisite
gibi faktorler irdelenmistir. Noron yogunlugu icin ¢aligilan bolgeler CA3 ve dentat
girus hilus bolgesidir. Aslinda hipokampal sklerozda en fazla noron kaybi, en duyarh
olan bolgede yani CAl bolgesindeki piramidal noéronlarda goézlenmektedir. CAl
bolgesini CA3 ve dentat girus hilus bolgeleri izlemektedir (Schwartzkroin 2009).
CA1 bolgesi yosunsu liflerin hedef bolgesi degildir. Bu bolge agirlikli olarak CA3
bolgesinden Schaffer kollaterallerini alir. CA1 bolgesindeki sinaptik plastisite burada
uyguladigimiz  TIMM tekniginde gozlenemedigi icin bu bolge sayim disi
birakilmistir. Sonuglar beklendigi iizere naif siganlara gore her iki grupta da diisiik
cikmigtir. Temporal lob epilepsisinin 6nemli belirtilerinden olan hipokampal skleroz,
néron kaybi ve astrogliosis ile birliktedir ve olusturdugumuz modellerde de bu
dogrulanmistir. Ancak burada dikkatten kagmamasi gereken kisim kontrol ve astrosit
gruplari arasindaki farktir. Bu fark istatistiksel bir anlam gostermemektedir ancak her
iki bolgede de astrosit grubunda diisiis gézlenmektedir. Bu ¢alismanin 6ncesinde bu
sonucu destekleyen ya da reddeden herhangi bir 6nermemiz olmamistir. Bu nedenle
bu sonucu yontemle iliskilendirmek daha dogru olacaktir. Immiin-siipresyon
uygulanmadigi icin ekilen astrositlerin lokal olarak bir inflamasyon olusturmasi,

ortaya ¢ikan sitokinlerin bagisiklik hiicrelerini ortama g¢ekmesi, dokuda ndron
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hasarma yol agmus olabilir. Ozellikle yosunsu liflerin en yogun olarak gectigi bdlge
olan dentat girus hilusunda, inflamasyona bagl ayrica aksonlarda hasar olugmasi,
gerek hilusta gerekse bu aksonlarin sinaps yaptigt CA3 piramidal noronlarinda
norodejenerasyona yol agabilecegi diisiiniilebilir. Bu asamada yapilacak dahi ileri
yorumlar spekiilatiftir. Bu nedenle bu farkin tekrarlayan bir ¢alismada, daha g¢ok
denekle ve yalmz nissl teknigi kesitlerinde dogrulanmasi, eger miimkiinse

immiinohistokimya caligmalari ile desteklenmesi sarttir.

TIMM  boyamasinin degerlendirmesi, gere¢ ve yontem kisminda da
deginildigi gibi semi kantitatif olarak hesaplanmaktadir (Schwartzkroin 2009). Bu
calismada, plastisite agisindan kontrol ve astrosit gruplar1 arasinda bir fark
gbozlenmemektedir. TIMM boyamasinda gozlenen siyah graniiller aslinda yosunsu

(mossy) liflerin sinaps yaptigi glutamaterjik akson sonlanmalaridir. Bu sinaps

sonlarinda vezikiil igerisindeki yiiksek oranda bulunan ¢inko, bu boyama ile goriinir
hale getirilmektedir. Calismamizda en belirgin tutulum CA3 bdlgesinde, stratum
orienste gozlenmektedir. Bircok farkli epilepsi modeli ile yapilan c¢aligmalar
incelenirse farkedilecektir ki, tutulumlar genellikle supragraniiler bolgede belirgindir
ve siddetine gore molekiiler tabakada bir band olusturur. Ancak bu durum hemen
tamamen kullanilan yonteme baghdir. Ornegin kainik asit ile tutusturulmus
sicanlarda bu sozii edilen durum gegerliyken, PTZ ile yapilan tutusturma modelinde
tutulum daha az siddetli olmakta ve supragraniiler bolgede seyrek, CA3 bolgesinde
yogun olarak gorilmektedir (Schwartzkroin  2009). Bu bilgiler 1s1ginda

sonuglarimizda sira dist bir durum goriilmedigi rahatlikla soylenebilir.
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V.BOLUM

6 SONUC

Bu tez ¢aligmasinin sonucunda elde edilen bulgularin tezin hipotezi ile biiytlik
oranda ortiistiigli soylenebilir. Kigkirtma dozu uygulamalarinda astrosit grubunun
lehine gruplar arasi anlamli fark olmasi, ekilen astrositlerin Ongoriildigi gibi
ekstrasinaptik glutamatin uzaklastirilmasinda faktor olabilecegini, gruplardaki denek
sayilarinin artirilmast ile daha diisiik varyanslarda sonuglar elde edebilecegimizi
diisiindiirmektedir. Histolojik sonuglar da en azindan hipotezimizle ¢elismemektedir.
Olusturdugumuz temporal lob epilepsi modeli sicanlarda hipokampal sklerozun
belirtileri olan ndron kaybi ve yosunsu liflerde filizlenmenin var olmasi, literatiir
bilgisi ile uyumludur ve modelin gegerli olduguna isaret eder. Astrosit grubundaki
hiicre sayilarinda gozlenen diisme egilimi, her ne kadar istatistiksel anlam
gostermese de diislindiiriiciidiir ve yontemde kafa yormamizi, 6zellikle de astrosit
ekimi ile neden oldugumuz bagisiklik yanitini alternatif yollar bularak kontrol altina
almamiz gerekebilecegini gostermektedir. Kalitatif olarak sunulmus olan plastisite
bulgularinin (TIMM) astrosit ve kontrol gruplar1 arasinda fark gdstermemis olmasi
da saglikli bir sonugtur, ¢iinkii plastik degisimler hiicre ve vasat ekiminden onceki
konviilsiv ajan uygulamalarina bagimli olmalidir. Ekim sonrasi, 10 giinliik doz
uygulamasi olmayan bir donemde gruplar arasi bir fark belirmesi ya da geriye doniis

olmasi ne beklenebilir, ne de dngoriilebilir.

Bu caligma giincel literatiir degerlendirildiginde baska 6rnegi bulunmayan,
gerek hipoteze yaklasimi gerekse yorumlanmasi sonuglar itibari ile hipotezi tatmin
etse de yontem agisindan denetlenmesi, eklenmesi ya da degistirilmesi gereken

bir¢cok parametre bulunmaktadir. Bu ampirik ¢alismanin devaminda bu calismadan
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elde edilen bilgi ve deneyimler, epileptojenez ile ilgili sorularimiza daha kuvvetli, ve

ayrim giicii yiiksek yanitlar almamizda kesinlikle bize yol gosterecektir.
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7 OZET - SUMMARY

EPIiLEPSI ETYOGENEZINDE "DENEYSEL KONVULSIYON-NORAL

PLASTISITE-KONVULSIYON" BAGINTISININ ARASTIRILMASI

Dr. Vedat EVREN
Doktora Tezi, E.U.T.F. Fizyoloji A.D.
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Goniil O. PEKER
EKIM 2010

Epilepsi toplumda % 1 oraninda oraninda goriilen ve tekrarlayan istemsiz
nobetlerle karakterize bir ndrolojik durumdur. Epilepsi tedavisi bugiin i¢in yalnizca
nobetlerin  kontrol altina alinmasini, ileri vakalarda epileptik odagin cerrahi
rezeksiyonunu gerektirmektedir. En sik karsilasilan ve ilaca en direngli tiiri temporal
lob epilepsisidir (TLE). TLE olgularinda siklikla hipokampal 6rneklerde skleroz,
noron kaybi1 ve astrogliosis izlenir. Astrositler bugiin yalin destek hiicre tanimindan
styrilmig ve sinir sisteminin isleyisinde aktif rol aldigi gosterilmistir. Epilepsinin
olusum siireci olan epileptojenez bugiin i¢in aydinlatilamamistir ancak siirecte
astrositlerin rolii daha sik tartisilir olmustur. Calismamizda epileptojenez siirecinde
astrositlerin hasar gordiigii ve islevlerinin bozuldugu, bu nedenle ampirik yaklagimla
hipokampusa saglikli astrosit ekilmesinin ndbet esigini diisliren artmig ekstraseliiler
glutamat ve potasyum gibi faktorlerin etkisini azaltacagin1 ve ndbet esiginin tekrar

yiikseldigini gdstererek astrositlerin mekanizmada rol aldigini1 gostermeyi amacladik.
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Calismada PTZ ile tutusturulmus siganlar kullanilmistir ( 35 mg / kg, IP).
Duyarlilasma siireci sonunda kontrol grubunda (n=5) hipokampusa kiiltiir vasati,
astrosit grubunda ise (n=6) 7 — 8 x 10* / pl astrogiyal hiicre ekilmistir. Ekimi takiben
10 giin sonra giin asirn 2 kiskirtma uygulamasi yapilmis ve maksimum nodbet
ortalamalar1 ile evre 3 ndbetin goriilme siiresi agisindan gruplar karsilastirilmistir.
Nobet degerlendirmesi ardindan giimiig-siilfid ¢okeltme teknigine uygun olarak
perfiize edilen siganlarin beyinlerinde 30 pm Kesitler alinarak nissl ve TIMM
boyamalar1 gerceklestirilmistir. Kesitlerde CA3 ve dentat hilar bolgelerde ndronlar

stereolojik yontemle (Stereolnvestigator, MBF) sayilmustir.

Sonuglarda astrosit grubunda kiskirtma dozunda maksimum gozlenen nobet
ortalamas1 kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik ¢ikmis, evre 3 baslama
zamaninda da belirli bir uzama gozlenmistir. Hem kontrol hem astrosit gruplarinda
normal siganlara gore CA3 bolgesinde daha belirgin olacak sekilde noron kaybi
goriilmiistiir. TIMM boyamast da hem kontrol grubunda hem de astrosit grubunda
normal siganlardan tamamen farkli olarak aksonal filizlenme (CA3 stratum orienste

belirgin olarak) izlenmistir.

Calismanin sonuglart tezin Onermesi ile uyusmaktadir ve tekrarlayan
calismalarda daha yiiksek denek sayis1 ve daha diigiik varyans ile tespit edilememis

farklarin anlamli hale gelebilecegi diisiintilmiistiir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Epilepsi, ndbet, tutusturma, astrosit, glutamat,

aksonal filizlenme

vedat.evren@ege.edu.tr
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INVESTIGATION OF “EXPERIMENTAL CONVULSION - NEURAL
PLASTICITY — CONVULSION” RELATIONSHIP IN THE ETIOGENESIS

OF EPILEPSY

Dr. Vedat EVREN
PhD Thesis, E.U.F.M Dept. of Physiology
Supervisor: Prof. Dr. Goniil O. PEKER
OCTOBER 2010

Epilepsy is a common neurological syndrome with a 1 % prevalance rate and
characterized by recurrent unprovoked spontaneus seizures. There is no cure for
epilepsy and the therapeutic approach only provides seizure control. In some
resistant cases surgery may also be necessary. The most commonly seen and
medically resistant form of epilepsy is the temporal lobe epilepsy (TLE).
Hippocampal specimens obtained from TLE shows marked sclerosis with loss of
neurons and astrogliosis. Until recently, the prevailing view regarding the astrocytes
was that the astrocytes are supportive giyal components in the neural tissue. This
view has changed for some time and astrocytes have shown to be involved actively
in the functioning of the nervous system. The mechanisms underlying the
epileptogenesis are yet to be identified; however the role of astrocytes is discussed
more and more in the process. With the assumption of disfunctioning and damaged
astrocytes causing hyperexcitability of the neural tissue by means of impaired
glutamate and potassium uptake from extracelluler matrix, we claim that the
transplantation of healty astrocytes into the hippocampus could result in an increase

of seizure threshold.

We used TLE model to test our hypothesis and the TLE model was achieved

by repetitive injections of PTZ (35 mg / kg, ip). At the end of the kindling process
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the control group (n = 5) received culture medium and the astrocyte group (n = 6),
received 7 - 8 x 10* / pl astrogiyal cells via stereotaxic method into the hippocampal
dentate gyrus. 10 days after the application, two challange PTZ doses were applied
one day apart and the maximum seizures were scored and compared between the
groups. After the seizure assessment, the rats were perfused in accordance with the
silver-sulfide precipitation technique and 30 um sections of brains were obtained for
nissl and TIMM staining. CA3 and dentate hilar areas in sections were counted for

neurons by stereological methods (Stereolnvestigator, MBF).

Comparison of the mean of maximum observed seizure stages between
groups during challenge period shows significantly lower result in astrocyte group
than the control group with a slight extension of seizure 3 start time. Both groups
represent significant neuron loss in dentate gyrus hilus and CA3 subregion compared
to the naive rats. TIMM staining also demonstrates prominent axonal sprouting in the

control and astrocyte groups that is most profound in CA3 stratum oriens.

The results of the study are consistent with the hypothesis of the thesis in
terms of seizure threshold and mossy fiber sprouting. The reproduction and extension
of this study with larger experimental groups could provide lower variances and

stronger significant results.

KEYWORDS: Epilepsy, seizure, kindling, astrocyte, glutamate, mossy fiber

sprouting
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