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Kronik manyetik alan uygulanan epileptik sicanlarda beyin dokusunun
potasyum kanallarinin molekiiler analizi

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Emrah OGRAS

Damsman: Prof. Dr. Mehmet Ziilkiif AKDAG, Dr. Ogr. Uyesi Enes AKYUZ
Anabilim Dal: Biyofizik

1.0ZETLER

1.1. Tiirkce Ozet

Amac: Pulslu manyetik alanin epilepsi mekanizmasi tizerine etkisini aragtimak adina
deney hayvanlari ile olusturulan gruplar arasindaki siganlarin hipokampiis ve pons
dokusundaki Biiyiik Potasyum (BK) kanallarinin ekspresyon seviyelerini arastirmak.
Gerec¢ ve Yontemler: Calismamizda 40 adet Wistar albino yetiskin erkek sigani 5
gruba ayrdik (n=8). 1. Grup (Kontrol) sicanlara 1 ay boyunca 2 giinde bir 0,5 cc
serum fizyolojik intraperitoneal (i.p.) olarak verilmistir. 2. Grup (PTZ) siganlara 1 ay
boyunca 2 giinde bir 35 mg/kg pentilenetetrazol (PTZ) 1.p. olarak verilerek kronik
epilepsi olusturulmustur. 3. Grup (Pozitif kontrol) sicanlara 108 mg/kg Levetirasetam
(LEV) i.p. olarak verildikten 20 dakika sonra, PTZ prosediirii uygunlanmistir. 4.
Grup (Manyetik Alan (MA)) sicanlara 1 ay boyunca giinde 3 saat 1.5 mT pulslu
manyetik alan uygulandi. 5. Grup (PTZ + MA) sigcanlara PTZ uygulamasina ek
olarak 1 ay boyunca giinde 3 saat 1.5 mT pulslu manyetik alan uygulandi. Bir ay

sonunda ratlarin beyin dokusu diseke edilerek patolojik inceleme yapildi.

Bulgular: Deney gruplarmmin hipokampus ve frontal korteksinde c-Fos protein
ekspresyonunda onemli bir artis gozlendi. Patoloji analizinde hipokampus bolgesinde
ciddi noron dejenerasyonu tespit edildi. Frontal kortekste BK kanali ekspresyonu,
kontrol grubuna kiyasla PTZ grubunda, MA grubunda ve PTZ+MA grubunda 6nemli
oOl¢iide artti. Ancak hipokampusta iyon kanali ekspresyonu pozitif kontrol grubunda

diger tiim gruplara gore azalmisti.

Sonuc: BK kanali ve manyetik alan uygulamalarinin sonuglari, nébet kontrollerinde
degerlendirilmek adina iyi orneklerdir. Sonuglar elektrofizyolojik iyon kanali akim

Olctimleriyle birlikte gelistirilmelidir.

Anahtar Kelimeler: PTZ tutusturma modeli; Manyetik alan; BK kanallar1; Nobet



Molecular analysis of potassium channels of brain tissue in epileptic rats
applied with a chronic magnetic field
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1.2. Abstract

Aim: To investigate the expression levels of Big Potassium (BK) channels in the
hippocampus and pons tissue of rats between groups formed with experimental
animals, this study has been handled to show the effect of pulsatif magnetic field on
the mechanism of epilepsy.

Metarials and Methods: A total of 40 Wistar albino adult male rats were divided
into 5 groups (n=8). Group 1 (Control) rats were given 0.5 cc saline intraperitoneally
(i.p.) every 2 days for 1 month. Group 2 (PTZ) rats were given 35 mg/kg
pentylenetetrazole (PTZ) 1.p every 2 days for 1 month to create chronic epilepsy.
Group 3 (Positive Control) PTZ procedure was applied 20 minutes after rats were
given 108 mg/kg Levetiracetam i.p. every 2 days for 1 month. Group 4 (Magnetic
Field (MA)) rats were applied 1.5 mT pulsed magnetic field for 3 hours a day for 1
month. Group 5 (PTZ + MA) rats were applied 1.5 mT pulsed magnetic field for 3
hours a day for 1 month in addition to PTZ application. At the end of month, the

brain tissue of the rats were dissected for the pathological examination.

Result: Significant increase in c-Fos protein expression was observed in the
hippocampus and frontal cortex of the experimental groups. Pathology analysis
revealed severe neuronal degeneration in the hippocampus region. BK channel
expression in the frontal cortex was significantly increased in the PTZ group, MA
group, and PTZ+MA group compared to the control group. In the hippocampus,
however, ion channel expression was decreased in the positive control group

compared to all other groups.

Conclution: The results of magnetic field application and BK channel are good
candidates to be evaluated in the control of seizures. Results should be improved

with electrophysiological ion channel current measurements.

Key Words: PTZ Kidling Model; Magnetic Field; BK Channels; Paroxysm



2. GIRIS ve AMAC

Epilepsi, uyarici/engelleyici norotransmitter dengesizlik nedeniyle beynin
elektriksel aktivitesinin bozulmasi sonucu olusan ndérolojik bir hastalik olup (1),
ayrica siklikla goriilen norolojik hastaliklardan birtanesidir. Diinyada 65 milyondan
fazla insani etkilemektedir (2). Epilepsi aragtirmalarindaki hizli ilerlemeye ragmen,
bir¢ok ciddi vakada epilepsinin gercek nedeni bilinmemektedir (3). Epilepsi hastasi
olan kisilerin %33’1i anti-epileptik ilaglara kars1 diren¢ gostermektedir (4).

Literatiirdeki veriler hastalarin anti-epileptik ilaglara direng gostermesine
neden olarak, noronlarda olusan inflamasyon (néro-inflamasyon) mekanizmasinin
etkili oldugunu belirtmistir (5). Anti-epileptik ilaclara diren¢ gosteren hastalara
uygulanan tedavi yontemlerinden biride ilgili bolgenin cerrahi olarak alinmasidir.
Fakat ameliyatlar gérme, hafiza ve konusma bozukluklar1 gibi ¢ok 6nemli norolojik
problemlere neden olabilmektedir (6). Bu nedenle cerrahi isleme alternatif olarak
elektrik akimlar1 (vagus sinir stimiilasyonu (VSS)) ve daha uygun tedavi yontemi
arayislart devam etmektedir. Cerrahi rezeksiyona alternatif olarak gelistirilen VSS
elektrik akimlar1 uygulamalar1 klinik olarak nobet aktivitesini modiile etmek icin
kullanilir (7). Ancak literatiirdeki son veriler, epilepside manyetik stimiilasyon
kullannmmin VSS ve diger giincel tedavilerden daha faydali olabilecegini
diisiindiirmektedir. Elektrik akimi kullanan tedavi yontemlerinde elektrotlar ile canli
doku arasinda dogrudan temas gereklidir. Ancak cerrahiye gerek kalmadan sinir
dokusunu  uyarmak  i¢in = manyetik stimiilasyon ~ uygulamalar1 da
kullanilabilinmektedir (8). Elektrotlar ve noral doku arasinda dogrudan temastan
kacindigr i¢in manyetik stimiilasyon biyouyumluluk ve tutarlilik agisindan elektrik

stimiilasyonundan daha faydali goériinmektedir (9,10).

Yapilan calismalar ve uygulamalar, transkraniyal manyetik stimiilasyon
(TMS) kullaniminin epilepside tanisal, prognostik ve terapotik potansiyele sahip
degerli bir ara¢ olabilecegini gdstermektedir (11). Bu baglamda ozellikle ilaca
direngli epilepsili hastalarda daha uygun tedaviler gelistirmek i¢in manyetik
stimiilasyon kullanimi1 gibi yeni tedavi uygulamalarinin aragtirilmasi ve gelistirilmesi
oldukca Onemlidir. Ayrica, hiicresel molekiiler mekanizmalarla ilgili olarak, bu

terapotik yaklagim daha gercekci sonuglar elde edilmesine yardimci olabilir. TMS



mekanizmalarim1 anlayarak yeni manyetik tasarimlar gelistirirken, stimiilasyon
protokollerini optimize etmek, bu yaklagimlarin uzun vadeli gilivenligini ve
dolayisiyla  hedeflenen  tekniklerin  insanlarda  klinik  uygulanabilirligini
degerlendirmek i¢in kritik 6neme sahiptir. Caligmalar, tekrarlanan transkraniyal
manyetik stimiilasyon (rTMS) kullanimindan sonra nébet sikliginda ve/veya
epileptik desarjlarda azalma oldugunu bildirmistir. Yiksek frekansli rTMS
uygulamalarinin hastalarda 6nemli anti-epileptik etkileri oldugu bulunmustur.
Bununla birlikte manyetik alanin epilepsi iizerine etkisi ile ilgili molekiiler/hiicresel
mekanizmalar hakkinda mevcut veriler yetersizdir. Bu nedenle, molekiiler, hiicresel
ve ag diizeylerinde manyetik alan uyarma mekanizmalarina odaklanan temel
laboratuvar arastirmalarmma ihtiya¢ oldugu goriilmektedir. Literatiirdeki veriler,
manyetik alanlarin uygulanmasinin, membran polarizasyonunu ve iyon kanallarin
etkileyerek noronal uyarilabilirligi degistirebilecegini gostermistir (12). Noronal
uyarilabilirlikteki degisiklikler, manyetik stimiilasyon altinda iyon kanallarinin
modiilasyonu ile iligkilidir (12). Yapilan c¢aligmalar, manyetik alanlarin
uygulanmasinin  néral dokuda hiicre ici Ca*> iyon seviyelerini arttirdigim
gostermektedir (13). Biiyiikk Potasyum (BK) kanallar;, Ca*? iyonu homeostazinin
diizenlenmesi ve Ca*> iyonu sinyallesmesinde gorev almaktadir (14). Ayrica
literatiirde BK kanallarinin ndéro-inflamasyonda rol oynayabilecegini destekleyen
veriler bulunmaktadir (14). Bu veriler ise BK kanallarinin ilaca direncli hastalarda
potansiyel bir hedef olabilme sansini arttirmaktadir. Bu baglamda, bu calisma,
noronal hiper-uyarilabilirligi kontrol ederek epilepside ndbet olusumunun
diizenlenmesinde rol oynayabilecek olan pulslu manyetik alanlarin hipokampus ve

pons dokularinin BK kanallari iizerine etkilerini arastirmay1 amaglamaktadir.



3. GENEL BIiLGILER

3.1. Epilepsi

Epilepsi; kortikal noronlar kapsaminda siddetli ve olagandisi elektriksel
desarj neticesinde aciga ¢ikan nobetler ile ele alinan bir rahatsizliktir (15). Bulunan
topluluga bagli olarak epilepsi insidansi farklilik géstermekle birlikte ¢gogunlukla yil
icinde 20-50/100.000 olarak ifade edilmektedir. Bununla birlikte aktif epilepsi
prevelansinin 4-10/1000 oldugu belirtilmektedir. Epilepsi insidansinin en fazla
rastlandig1 iki slire¢ hayatin ilk yili ile 60 yas sonrasindaki donemdir. Epilepsi,
yetiskinlerde beyin rahatsizliklari igerisinde ikinci sirada yer almakla birlikte

cocukluk ile ergenlik doneminde en fazla rastlanan hastalik olarak karsimiza

cikmaktadir (16).

Yapisal olarak kronik nitelik sergileyen epilepsi, hayatin 6nemli bir boliimiine
etki etmekte; entelektiiel, fiziksel, ruhsal ve sosyal hayatta Onem arz eden
problemleri agiga c¢ikarmakta ve bireylerin giinlilk faaliyetlerinde travmatik

farkliliklar ortaya ¢ikarmaktadir.

3.1.1. Epilepsi Tanis1

Epilepsi i¢in tan1 Oncelikle klinik olarak konulur ve yapilan bazi tetkikler ile
desteklenir. Elektroensefalogram (EEG), ilk nobet geciren hastalar icin en 6nemli
testtir. EEG, 0Ozellikle beynin islevsel ve zihinsel aktivitesini incelerken bulgular
netlestirmeye yardimci olur. EEG sinyalleri, beyindeki fiziksel ve zihinsel aktiviteye
karsilik gelen dort ana frekans bandina sahip spektral bilesenler (a, B, 8, 0 dalgalar1)
icerir (17). Bu sinyaller sayisallastirildiktan sonra bilgisayar ortaminda analiz edilip
kayit altina almabilir. Sayisallastirllmis EEG sinyalleri, kullanilan cihazin
ozelliklerine bagli olarak belirli frekanslarda 6rneklenir (17). Sayisallastirilmis ve
orneklenmis EEG sinyalleri, hastalik tespitine yardimci olmak i¢in modern sinyal

isleme teknikleri kullanilarak analiz edilir (17).



(EEG)

Sekil 1. Elektroensefalogram (EEG) teknigi (18)

Beynin normal elektriksel aktivitesi, beyinle ilgili bircok bozukluk ve ani
soklar nedeniyle bozulabilir. EEG'yi olusturan beyin dalgalarini degerlendirerek bu
bozulmanin meydana geldigi bolgeler ve bozulmus durumdaki sinyalin sekli
hakkinda bilgi edinebiliriz (19). Elektroensefalografi, ozellikle epilepsi
bozukluklarinin tanisinda epilepsinin ¢esidini belirlemek i¢in kullanilarak tedaviye
karar verdirecek olan inceleme yontemdir. Ancak kisa siiren epileptik dalga
formlarinin  gorsel tespiti zor ve zaman alici bir siirectir. EEG kayitlarini
degerlendiren uzmanlar, degerlendirme siirecinde yalnizca epileptiform dalga
bicimlerinin ortak tanimlarmi kullanmakla kalmaz, aym1 zamanda tiim kanal
etkilesimleri ve On-arka dalga bigimleri gibi 6znel bilgileri de kullanir. Bu nedenle
EEG kayitlarinin yorumlanmas: bu alanda egitimli ve deneyimli profesyoneller
gerektirir. Son yillarda gelistirilen baz1 yontemler sinyallerin istatistiksel analizi icin
kullanilirken, digerleri belirli dalga formlarini belirlemek, izole etmek ve incelemek
icin kullanilir (20). Zemin aktivitesinde belirgin asimetri veya yavaglama,
epileptiform desarjlar (diken, keskin ve diken-dalga desarjlar1) beyin ile ilgili
elektrofizyolojik patolojiler hakkinda bilgi verir. Spesifik olarak nobetler veya
epilepsi ile iliskili olanlara benzer EEG paternlerini tanimlamak icin epileptiform
kullanilir. Epileptiform paternler, genellikle diken veya keskin dalgalar olarak
diisiiniilen dalga formlaridir. Bir diken ug (spike), keskin kenarlari olan 20-70
milisaniye uzunlugunda bir dalga bi¢imidir. Keskin dalgalarin (sharpwave) siiresi 70-

200 ms'dir ve bir diken u¢ kadar keskin olmayabilir. Bir diken dalgay1 yavas bir



dalga izleyebilir. Bu, diizenli araliklarla tekrarlanabilen bir diken ve dalga
kompleksini olusturur. 3 Hz'den daha disiik hizda tekrar eden spike-dalga
komplekslerine, yavas spike-dalga kompleksleri denir. Keskin bir dalgay1 yavas bir
dalga takip ettiginde, bu dalgalar keskin ve yavas dalgalardan olusan bir kompleks
olusturur. Bu tiir kompleksler tipik olarak genelde saniyenin 1/3'iinden daha kisa
stirer. Bu nedenle 3 Hz'in iizerindeki hizlarda tekrarlanmazlar. Bazen iki veya daha
fazla diken art arda meydana gelerek polispike kompleksi olarak da adlandirilan
multiple diken kompleksini olusturur. Bu kompleksleri bazen yavas bir dalga takip
eder ve boylece ¢oklu diken-yavas dalga kompleksini veya polispike ve yavas dalga

komplekslerinin bir pargasini olusturur.
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Sekil 2. Epileptik nobet sirasindaki EEG kaydi (21)

Epileptiform desarjlar jeneralize, fokalve lateralize olabilmektedir (22).
Norogoriintilleme  islemlerinde;  bilgisayarlh  tomografi  (BT),  serebral
kalsifikasyonlar1 gosterme yoniinden manyetik rezonans goriintiileme (MRGQG)
yontemine kiyasla daha iistiin konumdadir. MRG'nin avantajlar1 iyonize radyasyon
icermemesi, BT'ye kiyasla kemik artefaktlarindan yoksun olmasi, meziotemporal lob
ve posterior kavite yapilarinin daha iyi goriintiilenmesini saglamasi ve herhangi bir
diizlemde rekonstriiksiyona olanak saglamasidir. Ancak MRG epilepsi protokoliine
gore yapilmalidir. Bu islem maksimum yiiksek Tesla giiciinde bir cihazla, FLAIR
sekanslarini ve sagital kesitleri, gerekirse hacimsel goriintii elde edebilmek i¢in seri
ince kesitli T1A koronal kesitleri de igerecek sekilde alinip, temporal ve frontal

loblar1 detayl olarak incelemelidir (23).



Sekil 3. Epilepsiye neden olan kortikal gelisim bozukluklarina 6rnekler: A: Fokal
kortikal displazi, B: Nodiiler heterotopi, C: Bilateral (bir yanda agik dudakli diger
yanda kapali dudakli tipte) sizensefali, D: Bilateral perisilviyen
displazi E: Hemimegalensefali, F: Cift (double) korteks sendromu (24).

Sekil 4. Cesitli epileptik vakalarda goriintiileme ile saptanan ve epilepsiye neden
olduguna inanilan lezyonlar A: Mezial temporal lob epilepsisi tanisi ile izlenen bir
hastada okla isaretlenmis medial temporal lob sklerozunu diisiindiiren hiperintens
goriinim B: Semptomatik fokal epilepsili hastalarda kavernomla uyumlu heterojen
lezyonlar, C: Tiiberoskleroz olgusunda gozlenen multifokal kortikal nodiiller,
D: Lipoid proteinoz tanist konulan bir hastada BT'de bilateral meziotemporal
kalsifikasyonlarin saptanmasi, E: Sturge-Weber sendromu tanisi alan bir hastada
BT'de oksipital lobun tipik kalsifikasyonlari, F: Herpes simpleks ensefalitinde tipik

bir medial temporal lezyon (24).



3.2. Iyon Kanallan

Hiicre zari, hiicreyi dis ortamdan ayiran ve koruyan bir ¢ift fosfolipit
tabakasindan olusur. Karbondioksit ve oksijen gibi gazlar ile iire ve etanol gibi kii¢iik
yiikkstiz molekiiller, basit difiizyon yoluyla secici gecirgen hiicre zarlarindan
gecebilir, ancak iyonlar ve diger molekiiller gecemez. Iyonlarm hiicre zarlarindan
gecisi icin, fosfolipid tabakasi iginde Ozellesmis proteinlerin araciligina gerek
duyulmaktadir. Bunlar; hiicre zarinda iyonik iletkenlik saglayan kanal proteinleri,
iyonlar1 enerji gerektirmeden tasiyan tasiyict proteinler ve iyonlar1 bir
elektrokimyasal gradyana karsi tagimak i¢in enerjiyi kullanabilen tastyic1 kanallardir
(25). Bu kanal proteinleri, spesifik olarak inorganik iyonlar tasidiklari i¢in iyon
kanallar1 olarak adlandirilir. Iyon kanallari, iyonlarin plazma zar1 veya hiicre igi
organellerin zar1 boyunca akisina izin veren gozenek olusturucu proteinler olarak da
tanimlanir (26). A¢ik iyon kanallari, elektrokimyasal derecelerine bagli olarak Na* ,
K* , Ca*? ve CI'' gibi belirli iyonlarin membrandan pasif olarak ge¢mesine izin
verirler. Kanallar, i¢inden gecen iyonlara gére adlandirilir. Bu kanallar, onlar1 acip -
kapatabilen uyarana goére siniflandirilir. Bunlar, hiicre i¢i veya hiicre dis1 ligandlarin
kanala baglandig1 ligand kapili iyon kanallari, hiicre membran potansiyelindeki
degisikliklere yanit veren voltaj kapili iyon kanallar1 ve mekanik stresle aktive olan
mekanik duyarli iyon kanallaridir. Ayrica uyarilardan bagimsiz olarak her zaman

acik olan kanallar da vardir (25, 27, 28).

Iyon kanallarmin en onemli fizyolojik ozelligi elektriksel sinyallerdir ve
elektriksel uyarmin yiliksek oldugu sinir ve kas gibi hiicrelerde membran potansiyeli
olusumunu saglarlar. Kas kasilmasi, sinir hiicrelerinin uyarimi, hormon salgilanmasi,
cevresel uyarilarin alinmasi, elektriksel sinyaller tarafindan gerceklestirilir. Voltaj
kapil1 iyon kanallarinin bu iglevleri; uyarilabilir hiicrelerde zar depolarizasyonu ile
aksiyon potansiyeli olusumunu saglar. Voltaj kapili iyon kanallari gen
ekpresyonunda, hiicre boliinmesinde, hiicresel olaylarda, sinyal iletiminde de rol
oynarlar (29, 30). Iyon kanallari, sinirler ve kaslar gibi yiiksek elektriksel uyariya
sahip hiicrelerde zar dinlenim potansiyeli olusumunu tetikler. Kas kasilmasi, sinir
hiicresi uyarimi, hormon salinimi ve ¢evresel uyart alimi elektriksel sinyaller
neticesinde gerceklesir. Voltaj kapili iyon kanallarinin islevleri; uyarilabilir

hiicrelerde zar depolarizasyonu ile aksiyon potansiyeli olusumunu saglamanin yani



sira; gen ekspresyonu, hiicre boliinmesi, hiicresel olaylarda ve sinyal iletiminde rol

oynar (29, 30).

3.2.1. Potasyum Kanallar

Yavas aktive olan K* kanallarinin yaklasik %30’u dinlenme sirasinda agiktir.
Kalan kanallarin agilmasi, membran potansiyeline (voltaj bagimli K*kanallar1) veya
diger metabolik unsurlara baglidir. Potasyum kanallar1 {i¢ temel alt gruba ayrilir:
hizli1 kanallar, yavas kanallar ve igeri dogrultucu (“inward rectifier”) kanallar (31,
32). Hodgkin ve Katz'nin 1949 yilinda miirekkep baliginin dev aksonuyla yaptiklar
“voltaj kenetleme” deneyi, K* kanallarinin agilmasinin (depolarizasyondan birkag ms
sonra) repolarizasyonu tetikledigini ortaya c¢ikarmistir. Aslinda repolarizasyon
asamast onemli Olciide voltaj-kapili kanallarin kapanmasi veya inaktivasyonu ile
stirekli kanallarin sizinti akimlarinin aktivasyonu gibi Na* kanallarinin davranisi ile
belirlenir (33). Miyelinli aksonlarin hizli K* kanallarinin islevleri sadece paranodal
bolge yaralandiginda meydana gelen demiyelinizasyon durumunda ortaya ¢ikar (34).
Depolarizasyondan takribi 10 ms sonra agilan ve 100 ms ag¢ik kalan yavas K*
kanallari, Ranvier diigiimlerinde yogunlagsmalarima ragmen membran boyunca
yayilmis olarak bulunur (35). Bu kanallarin yavas hizlar1 sekme iletiminin etkinligini
siirlar, ancak dinlenme membran potansiyelinin korunmasinda 6nemli bir rol
oynarlar. Diger 6nemli bir gorevi, yavas K* kanallarinin agilma durumu tekrarlanan
elektriksel stimiilasyon ile arttifi i¢in aksonal membranin asir1 uyarilmasini
onlemektir (membran1 hiperpolarize ederek uyarilabilirligi azaltmak). Bu baglamda
epilepsi tedavisinde kullanilan bir ilag olan retigabin'in yavas K" kanalin1 agma etkisi,
bu kanallarin epileptik nobetleri tetiklemede etkili olabilecegini diisiindiirmektedir
(36). Ugiincii tip K* kanali ise iceri dogrultucu (“inward rectifier”’) kanal olarak

isimlendirilmektedir (37, 38, 39).

3.2.2. iceri Dogrultucu Potasyum Kanallar1 (Kir Kanallar)

Noronlar ve kardiyomiyositler gibi uyarilabilir hiicrelerde aktif rol oynayan
ice dogrultucu potasyum kanallar1 (Kir), aksiyon potansiyelinin sonuna dogru aktif
olarak K* iyonlarmi hiicre i¢ine iletirler (40). Kir kanallarinin ana rolii, aksiyon
potansiyellerini istirahat zar potansiyellerine doniistiirerek hiicre uyarilabilirligini

kontrol altinda tutmaktir. Aksiyon potansiyeli sonunda hiperpolarize hiicreyi normal
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dinlenme potansiyeline dondiirmek icin K* iyonlarini hiicre igine tasiyan Kir
kanallar1 repolarizasyonu hizlandirarak aksiyon potansiyelini tekrarlanabilir bir siire¢
haline getirir (41). Bu kanallar, potasyum denge (Ex) potansiyelinden daha negatif
bir potansiyelde K* iyonlarini hiicreye tasiyan bir diyot gibi davranarak fizyolojik
islevlerini yerine getirirler. Ayrica Kir kanallari, Mg iyonu ve sitoplazmik
poliaminler tarafindan kanal deliklerinin voltaja bagli olarak bloke edilmesi
nedeniyle dogrultucu  &zelliklerini  kazanmir. Boylece hiicre i¢i Mg*
konsantrasyonunun degerine bagli olarak K* iyonlarmin c¢ikisi bloke edilir ve
membran potansiyelini degistirmek icin igeriye akis serbest birakilir (42, 43). Kir
kanallari, K* iyonlarinin noronlar arasinda birikmesini 6nleyerek, epilepsi nobetine
neden olan K* iyonlarinin uzaysal konsantrasyonundaki artisi Onlemekten
sorumludur (44). Ancak fonksiyon bozukluguna bagli olarak artan uzamsal K*
konsantrasyonlar1 azalmis glutamat absorpsiyonuna bagli olarak nobetleri baslatir.
Ayrica Kir kanal1 obstriiksiyonu veya konformasyonundaki fonksiyonel degisiklikler
de hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamdaki K* iyonlarinin miktarin1 degistirerek hiicre

uyarilabilirligini artirarak epilepsiye neden olmaktadir (45).

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda, Kir ailesinin yapisal olarak farkli yedi alt
ailesi tanimlanmistir ve bunlardan da Kir2.x, Kir3.x, Kir4.1 ve Kir6.x kanallarinin
epilepside rol oynayabilecegi bildirilmistir. Bu kanallardan Kir4.1'in epilepside

merkezi dneme sahip oldugunu caligmalarnet bir sekilde gostermistir.

3.2.3. Biiyiik Potasyum (BK) Kanallar

BK (biiyiik potasyum) kanallari, iletkenligi yiiksek, kalsiyumla aktive olan
potasyum kanallaridir. BK kanallari, hiicre zarlar1 boyunca cok fazla sayida
potasyum iyonu (K) ileten voltaj kapili potasyum kanallaridir (46). Bu kanallar
elektriksel olarak veya hiicre i¢i Ca miktariin artmasiyla agilabilir. BK kanallari,
sitkadiyen davranis ritimleri ve noronal uyarilabilirlik gibi fizyolojik stirecleri
diizenlemeye yardimeci olur (41). Bu kanallar her yerde bulunduklarindan dolayz,
viicuttaki ¢ogu fizyolojik siirecte yer alirlar. Depolarizasyona veya yiikselen
kalsiyum seviyesine yanit olarak potasyumun disa dogru ¢ikmasina izin vererek zar

potansiyelini repolarize ettigi diisiiniilmektedir.
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BK kanallari, norotransmiter salinimini diizenlemenin yani sira ndronal
uyarilabilirligi modiile etme gorevide vardir. Kortikal ve hipokampal alanlarda BK
kanali o alt birimleri glutamaterjik ve GABAerjik sinir terminallerinde eksprese
edilir (47). Bu nedenle, BK kanal diizenleyicileri, asir1 uyarict amino asit saliimini

secici olarak sinirlamak i¢in kullanalabilmektedir.
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Sekil 5. BK Kanal Semasi (48)

3.3. Epilepsi ile BK Kanallar1 Arasindaki iliski

Epilepsinin aktif faz1 sirasinda, kortekste ve hipokampiiste BK kanal a alt
birimlerinin asag1 dogru diizenlendigi bildirilmistir (49). Buda bize, epilepside BK
kanallar1 ile GABAerjik ve/veya glutamerjik sinyallesme arasindaki olasi bir
mekanizmanin etkili olabilecegini diistindlirmektedir. BK kanallarinin Merkezi Sinir
Sistemi (MSS) noronlarindaki N-metil-D-aspartat reseptorii (NMDAR) ile birlikte
lokalizasyonu bildirilmistir (50). Buna paralel olarak, BK kanallarinin glutamatin
hareketini sekillendirmede ve cesitli beyin bolgelerinde salimini kontrol etmede
onemli bir rol oynayabilecegini gosterebilir. Kolokalizasyon analizleri NMDAR ve
BK  kanallarinin  kompleksler  olusturdugunu  gostermistir. BK-NMDAR
kompleksleri, farkli beyin bdlgelerinde genis Olglide ifade edilmektedir. Epilepsi
nobetleriyle ilgili hayvan modelinde yapilan bir ¢calismada yiiksek frekansh elektrik
alanlan, frekansa bagli olarak kalsiyum ve potasyum araciligiyla epileptiform
aktiviteyi baskilamigtir. Yapilan kayitlar, baskilama sirasinda néronlarin depolarize

edildigini ancak aksiyon potansiyellerinin ateslenmedigini gostermistir (51). Buna
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gore, epileptiform aktivitenin kalsiyum ve potasyum iliskili BK kanallarmin yiiksek
frekansli stimiilasyonla baskilanabilecegi varsayilabilir. Bir arastirmada, rTMS’in
hipokampal néronlarda bulunan K* ve Ca*? iyon kanallarmin fizyolojik dzelliklerini
degistirdigi kaydedilmistir. Bununla birlikte aksiyon potansiyelinin esik degeri,

uygulama sonrasinda daha depolarize olarak dl¢lilmiistiir (52).

2018 yilinda fareler lizerinde yapilan g¢alismadan elde edilen patch-clamp
verileri BK kanal aktivasyonunu NMDAR aracili Ca* iyon degisimine aracilik
ettigini gostermektedir (53). Buna dayanarak, BK kanallarinin epilepside etkilenen
bir norotransmitter olan glutamati diizenlemede gorev alabilecegi one siiriilebilir.
Epileptik siganlarda BK kanallarinin ndébetle iliskili asagi regiilasyon gosterdigi
saptanmistir. Ayrica BK kanallarinin asagi regiilasyonuna bagl olarak glutamaterjik
terminallerde noronal uyarilabilirliginin bozuldugu tespit edilmistir. Bu siirece bagh
olarak artan glutamat salinimini nébetleri tetiklenmesine katkida bulunmaktadir (54).
Bu veriler 1s181inda BK kanallarinin, glutamat salinimini kontrol ederek hipokampal

devrelerde antiepileptik bir etki uygulayabilecegi belirtilebilir.

3.4. c-Fos proteini

c-fos proteini, néronal aktivasyonun bir belirtecidir ve 6zellikle seviyelerinin
artan noronal aktivasyonla arttig1 bilinmektedir (55, 56). Beyindeki en erken gen c-
fos salinimi, normal fizyolojik tepkileri ve ndropatolojik kosullarda ¢esitli uyaranlara
kars1t noronal tepkiyi tanimlamak i¢in gelistirilmistir (57, 58). En erken gen c-fos
Aktivator Protein-1 (AP-1), promotér dizilerine baglanarak c¢esitli genlerin
transkripsiyonel aktivitesini diizenleyen bir ¢ekirdek proteini kodlar (59, 60). Normal
fizyolojik kosullar altinda hiicrelerde bazal en erken gen ekspresyonu diisiik
olmasina ragmen, uyarict sonrasi en erken gen transkripsiyonu, ikinci haberci
kaskadlar tarafindan hizli ve gecici olarak uyarilir (61). Merkezi sinir sisteminde, bu
tir gen uyarmmi ilk olarak noronlar1 elektrofizyolojik olarak aktive ettigi bilinen
cesitli farmakolojik ve elektriksel uyarilari izleyen ¢aligmalarda gozlemlenmistir (61,
62, 63). Ayrica cesitli stresli durumlardan (ylizme, kosullu korku vb.) sonra c-fos

saliniminin arttig bildirilmistir.

13



3.5. Manyetik Alan

Sabit yiiklerin ¢evresinde statik elektrik alanlar1 olusurken, hareketli yiiklerin
cevresinde elektrik ve manyetik alanlar olugur. Bu alanlar "dinamik elektromanyetik
alanlar" veya genellikle "elektromanyetik dalgalar" olarak isimlendirilirler. Yayilan
alanin manyetik (H) ve elektrik (E) bilesenleri birbirine dik iken olusturduklar
diizlem ile yayilma yoniide birbirine diktir. Her iki bilesen de zamana bagh

sinlisoidal davranis sergiler (64).

Maxwell'in Ampére yasasin1 dogrulamasi, hata oran1 diigiik bir denklemdir ve
bu dogrulama, yalnizca manyetik alandaki bir degisikligin bir elektrik alanina neden
oldugunu degil, elektrik alanindaki bir degisikligin de bir manyetik alana neden
oldugunu agiklar. Andre Marie Ampere tarafindan formiile edilen Ampere yasasi,
elektrik akimi ileten kapali bir dongii etrafinda bir manyetik alan olusumunu tanimlar

(65).

Dalga Boyu Elekirik ALy

Yayulaimy ¥ani

Sekil 6. Mavi; Manyetik alan, Kirmiz1; Elektriksel alan ve Siyah ok ise yayilma yonii
(66)
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3.6. Amper Yasasi

Ampere yasast manyetik alan1 bu alani olusturan elektrik akimiyla
iliskilendirir. Bu yasa, bu fenomeni kesfeden bilim adami1 Andre Marie Ampere'nin
adim1 almistir. Amper yasasi, ‘kapali bir yol boyunca manyetik alan yogunlugunun
dogrusal integralinin, bu dongliden gecen akimin dagilimina esit oldugunu belirtirken
dogrultununda 6neme sahip oldugunu gostermektedir. Amper yasasini uygulamak
icin tim akimlarin sabit olmasi gerekir yani zamanla degismez. Sadece yoriinge
icindeki alam1 gegen akimlar dikkate alinir ve manyetik alana bir miktar katkida
bulunur. Akimlar cebirsel isaretleriyle alinmalidir ylizeyden “disar1” ¢ikanlar

pozitiftir, “igeri” girenler ise negatiftir.

3.7. Faraday Yasasi

Michael Faraday ve Joseph Henry tarafindan birbirlerinden bagimsiz olarak
yiiriitiilendeneyler sonucunda, manyetik alan yonii veya yeri degistirilerek bir
devredevoltaj indiiklenebilecegi gosterilmistir. Bir bobinin sarimindan bir aki
gectiginde ortaya c¢ikan gerilim akinin zamana gore degisim orani ile dogru orantili
olur. Devrede anahatar kapatilirsa bobinde bir manyetik alan olusur. Bu manyetik
alan daha sonra ikinci bobin de yeniden elektirik akimia doniistiiriiliir. Bundan
dolay1 siirekli bir elektirik akimi meydana getirilmis olur. Faraday yasas1 Maxwell
denklemlerinden gelen temel bir iligkidir. Degisen bir manyetik ortam tarafindan bir

voltajin iiretilebilmesidir.

3.8. Transkranial Manyetik Stimiilasyon

Transkraniyal manyetik stimiilasyon (TMS), depresyon semptomlarin
ortadan kaldirmak i¢in manyetik alanlar1 kullanarak beyindeki sinir hiicrelerini
uyaran ve invazif olmayan bir uygulamadir. Hizli bir sekilde de§isen manyetik
alanlar sayesinde dokuda indiiklenen zayif elektrik akimi (elektromanyetik
indiiksiyon) uyarima neden olur. Bu sayede cerrahi isleme veya harici elektrotlarin
yerlestirilmesine gerek kalmadan beyin aktivitesi etkinlestirilebilir veya
diizenlenebilir. Tedavi, tekrarlanan manyetik darbelerin gonderilmesini icerir. Bu

isleme bu nedenle tekrarlayan TMS veya rTMS denir.

TMS'de kullanilan manyetik dalgalar, kafatasindan kolay ve agrisiz bir

sekilde gecerek beynin farkli boliimleri arasindaki iletisimi gelistirebilen beyin
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hiicrelerini uyarir. TMS'nin tam olarak nasil c¢alistigint  bilmiyoruz, ancak
stimiilasyonun beyin islevi iizerinde depresyon semptomlarini azaltarak psikolojik

durumu iyilestirebilen bir etkisi oldugu bilinmektedir.

3.8.1. Manyetik Uyarim

Birkag yiiz mikrosaniye boyunca yiiksek yogunluklu akim gecirilen manyetik
bobin, kafatasina teget olacak sekilde konumlandirilir. Manyetik alan normalde
kafatasi etrafindaki yumusak dokularin ve kemiklerin Gtesine gecerek bu dokularda
herhangi bir ekstrasyona neden olmamasindan dolayr transkraniyal elektriksel
uyartya gore ¢cok daha agrisiz bir uygulama olanagi saglar. Beyne giden manyetik
alan, dokuda sarmaldaki akimin ydniine zit olan iyon akimlarina neden olur. Bu
akimlar korteksin yiizeyine paralel oldugundan, yiizeye paralel internoronlar tercihen
uyarilir. Genel olarak TMS, kortekse dik olan piramidal noéronlarin aksonlarini
cogunlukla direk olarak uyarmaz. Bu noronlar ya eksitator interndronlar tarafindan
dolayli olarak wuyarilir ya da yiikksek TMS giiclinde ve bazi belirli sarim

pozisyonlarinda uyarilabilirler.

Bobinler gesitli sekillerde tasarlanmasina ragmen, genellikle dairesel veya

sekiz (kelebek) sekli kullanilir.

a9 Sekiz geidh <::::‘::::>
Sanm

Eleidrik
Alan
Yoru

Sekil 7. Dairesel ve kelebek sekilli sarmallar tarafindan olusturulan elektrik alanlar

(67)

Yuvarlak sekilli TMS sarimlari, gilicli manyetik alan verirler, fakat
odaklanmis uyarim yapamazlar. Sekiz sekilli sarimlarda ise, icinde akimin birbirine
ters yonde hareket ettigi iki sarim vardir. Bunlarin hareket yonlerinin kesisme

noktasinda iki halkada da ayni1 yonlii manyetik alan elde edilir ve manyetik uyarim
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burada en yliksek diizeyde olur. Bu nedenle odaksal uyarimin amaclandig

calismalarda sekiz sekilli sarimlar kullanilir (68).

Dairesel TMS bobinleri gii¢lii manyetik alanlar yayar, ancak odaklanmig bir
uyarim gergeklestiremezler. Ote yandan, kelebek seklinde akimin zit yonlerde aktig
iki bobin vardir. Hareket yonlerinin kesisiminde, her iki halkada da ayni yonde bir
manyetik alan elde edilir ve uyarim burada en yiiksek seviyededir. Bu nedenle fokal

stimiilasyona yonelik ¢caligmalarda kelebek figiirlii sarimlar kullanilmaktadir (68).

Sekil 8. Transkranial manyetik stimiilasyon uygulama sekli (69)

Mamyetik Alan
» A -

/ p W 3
Uyrarici Sinyal/ / \‘\
e i

— - )
\ i
=r

Sekil 9. Transkraniyal manyetik uyarim ile dokularda elektrik alaninin olusmasi (70)
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3.8.2. Transkraniyal Manyetik Stimulasyon Uygulamasimin Epilepsi Uzerine
Etkisi

2020 yilinda yapilan bir ¢calismada 15 Hz olarak uygulanan rTMS’nin ndéronal
cevap tizerindeki etkisi aragtirilmistir. Manyetik uyarim sonrasinda uyaranlara karsi
aksiyon potansiyeli tepkisi baskilanmigtir (71). Buna paralel olarak yiiksek frekansh
rTMS, epilepside iyon kanallarimin ifadesini degistirerek aksiyon potansiyelini
diizenleyebilir. Teta patlama uyarimi (Theta-burst stimulation) rTMS’nin bir ¢esidi
oldugu bilinmektedir (72). 2017 yilinda yapilan bir ¢aligmada devamli teta patlama
uyariminin kortikal uyarilabilirlik iizerinde etkisi hedeflenmistir. Yiksek frekansh
olarak uygulanan miidahale sonrasinda kortikal sessiz donem uzamistir (73). Bu
tedavinin noronal uyarilabilirligin degistigi epilepside iyonik akimlari diizenleyerek
nobetlere olumlu etki yapabilecegi géz oniine alinabilir. Temporal lob epilepsisi olan
14 hastayla yapilan bir aragtirmada gorsel isimlendirmenin incelenmesi i¢in yiiksek
frekansli rTMS kullanilmistir. Uygulama sonrasinda resim adlandirma igin tepki
stiresi azalmistir (74). Bu baglamda, yiiksek frekansli rTMS tedavisinin epilepsi

hastalarinda hayat kalitesini arttirici etkisi olabilecegi 6ne stiriilebilir.

Literatiirdeki veriler rTMS'nin glutamaterjik ve GABA-erjik mekanizmalar
tizerinden iglev gosterdigi hipotezini desteklemektedir (73, 75, 76, 77). Gama Amino
Biitirik Asid (GABA) beyindeki ana baskilayici, glutamat ise ana uyarici
norotransmitterdir (78, 79).  Glutamat  astrositler  icinde  glutamine
doniistiiriilmektedir. Astrosit kaynakli glutamin daha sonra noéronlar i¢inde glutamat
veya GABA sentezi i¢in bir Oncii olarak kullanilmaktadir. Glutamaterjik (uyarici) ve
GABAerjik (baskilayici) sinyallesmede meydana gelen bir dengesizligin epilepsi
patolojinde rol oynadig1 bilinmektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalardan elde edilen
veriler TMS'nin kortikal uyarilabilirlikte neden oldugu degisikliklerde, glutamat ve
glutamin arasindaki dengenin rol oynadigini gostermektedir (8). Bir ndbet
modelinde, manyetik alan uygulamasina bagl olarak glutamat seviyelerinde 6nemli
bir artis ve GABA seviyelerinde azalma oldugu tespit edilmistir (80). Bu baglamda,
TMS’nin etki mekanizmasina GABA ve glutamat ndrotransmiterlerinin katkida
bulunabilecegi Onerilebilir. 2020 yilinda yapilan bir calismada yiliksek frekansh
rTMS uygulamasinin korteksteki GABA-erjik sisteme etkisi incelenmistir. Miidahale

sonrasinda GABA konsantrasyonunun arttigir bildirilmistir (75). Buna dayanarak,
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uyarict ve baskilayict dengenin bozuldugu epilepside rTMS’nin uyarilabilirligi
azaltarak hastaligin klinik seyrini iyilestirebilecegi soylenebilir. Manyetik alan
uygulamasinin si¢anlarin hipokampal bolgedeki etkisini aragtirmak amaciyla yapilan
bir calismada uzun vadeli potansiyel (Long Term Potentiation; LTP) uyarilmasinin
arttigr tespit edilmistir (81). Buna dayanarak, TMS uygulamasinin epilepside
uyarilmay1 diizenleyebilecegi diisiiniilebilir. Yapilan bir ¢alismada, LTP nin glutamat
reseptorlerinden etkilendigi gosterilmistir (82). Buna gore, LTP’de meydana gelen
degisimlerde glutamatin hedeflenebilecegi sOylenebilir. Bununla birlikte, elektrik
stimiilasyonu ile ndbet kontroliiniin hiicresel temelini inceleyen calismalara kiyasla
manyetik alanla ilgili ¢ok az sayida c¢alisma bulunmaktadir. Literatiirdeki veriler
TMS uygulamasinin epilepsi mekanizmasi lizerinde etkili oldugunu gostermektedir.
Ancak TMS uygulamasinin molekiiler/hiicresel etki mekanizmas: heniiz
bilinmemektedir. Bu mekanizmanin aydinlatilmasi ilaca direncli epilepsi hastalarinda
daha etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesi, bu yontemlerin optimizasyonu ve

olas1 yan etkilerin en aza indirilmesi agisindan 6nem tagimaktadir.

3.9. Helmholtz Bobinleri

Ayn1 merkez dogrultusundan gecen ve birbirine paralel iki dairesel bobinin
elektriksel olarak seri baglanmasiyla olusan diizenege "Helmholtz diizenegi" ve bu
bobinlere "Helmholtz bobini" denmektedir. Iki bobinde aym yarigapa (R) ve aym
sarim sayisina (N) sahipken iki bobin arasindaki mesafe de bir yaricap (R)
uzunlugundadir. Diizglin dairesel bir bobinin merkez ekseni (simetri ekseni)
izerinden, merkeze x-uzakligindaki bir noktada olusan manyetik alanin biiyiikliigiinii

hesaplamak i¢in Biot-Savart yasas1 kullanilir.

HoxIxRZxN
= 3
2x(R2+X2)/2

Burada,
N: Bobinin sarim sayist,
R: Bobinin yarigapi,

I: Bobinden gecen elektrik akiminin biiytikligi,
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X: Simetri ekseni tizerinde bobin merkezinden uzaklik,
#,: Manyetik alan sabiti (u,=1.26x107° :—; )

Biot-Savart yasasina gore, lizerinden akim gegen dairesel bir iletkenin simetri
ekseni (merkez ekseni) boyunca olusturacagi manyetik alanin biiyiikliigii, bu alan
olusturan elektrik akimmin biyiikligii ile hesaplanabilir. Akim tasiyan dairesel
iletken bir telin merkez eksen iizerinde herhangi bir x-noktasinda olusan manyetik
alanin buytkligi (B), iletkeni olusturan her bir parganin o noktada olusturacagi

manyetik alanlarin toplami1 (superposition) ile hesaplanir.

overall

Magnetic Field Strenght B/Bg

(a) (b)

Sekil 10. Dairesel bir iletken iizerinden gecen akimin olusturdugu manyetik alan

cizgileri (a) ile merkez eksen iizerinden gecen Helmholtz bobinleri (b) (83)

Stiperpozisyon ilkesine gore, bobinlerin iirettigi toplam manyetik alan, her
bir bobinin manyetik alanlarinin toplamina esittir. Maksimum manyetik alan
buytikligl, Sekil (1b)'de gosterildigi gibi, iki bobin arasindaki mesafenin orta

noktasindadir.

Birim olarak, manyetik alanin biyiikligi (siddeti) Tesla (T) veya Gauss (G)
olarak tanimlanir. 1T=1N/m.A olup, 1T=10** G olarak verilir.
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4. GEREC VE YONTEMLER

Deneysel epilepsi modelini olusturmak igin Dicle Universitesi Saglik
Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezinden (DUSAM) 270-377 g araliginda 16
haftalik toplamda 40 adet eriskin erkek Wistar- albino si¢an temini yapilmistir.

Siganlar kontrollii sicakliklarda (22 °C + 2 °C) kafeslere yerlestirilmis; su ve
yiyeceklere serbestce erismeleri saglanip 12 saatlik aydinlik-karanlik ¢evriminde
tutulmuslardir. Isaretlenen hayvanlarmn her hafta diizenli kilo agirhiklar1 kontrol

edilip, verilen ila¢ miktar1 belirlenen agirliklarina gore verilmistir.

Hayvanlar, Ulusal Saglik Enstitiisii (National Institutes of Health (NIH))
Hayvan Bakimi ve Kullanim Kilavuzuna goére opere edilmistir. Sicanlar iizerindeki
tiim islemler Dicle Universitesi Hayvan Etigi Komitesi tarafindan onaylanmistir (etik
kurul karar numarasi: 2020/38). Ayrica, tiim operasyonlar ve islemler ketamin ve
ksilazin kullanilarak anestezi altinda yapilmis ve aciy1 en aza indirmek icin biiyiik

caba gosterilmistir.

4.1. Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeler

* Helmhotz Bobinleri
* Sinyal jeneratorii

* Amplifikator

* Osiloskop

* Faraday kafesi

* Pleksiglas kafes

* Insiilin ignesi

* 25 ml falcon tiip

* Serum Fizyolojik

* 20 cc enjektor
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* %10 Formaldehit solusyonu (3 L)

* Pentilentetrazol (PTZ)

* Keppra 500 mg (Levetirasetam) film tablet
* Hassas terazi

* Manyetik Alan Olger

4.2. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

270-377 g agirhigr araliginda 16 haftalik toplamda 40 adet eriskin erkek
Wistar- albino siganlar randomize olarak 5 gruba ayrilmistir. 5 farkli gruba (kontrol
grubu, epilepsi grubu, pozitif kontrol grubu (PK), epilepsi+manyetik alan grubu ve
manyetik alan (MA) grubu) ayrildiktan sonra, 6nce MA uygulanmayan ve epilepsi
olusturulmayan grupta BK kanalinin normal degerleri belirlenecektir. Sonrasinda
sadece epilepsi olusturulan grupta BK kanallarinin hipokampiis ve pons dokularinda
immiinohistokimyasal ve protein agisindan ifadesinin nasil degistigi tayin edilecektir.
Her iki grubun kontrol olarak belirlenmesi sonrasinda, iiglincii ve en 6nemli grup
olarak epilepsi olusturulmus hayvanlara pulslu manyetik alan uygulanarak
sonrasinda ilgili dokularda BK kanallarinin ifadesi arastirilacaktir. Sonug¢ olarak,
miidahale edilmemis “kontrol grubu”, “epilepsi olusturulmus grup” ve “epilepsi
olusturulmus ve manyetik alan uygulanmis” grup arasinda ayni referans noktasinda
BK kanallar1 agisindan bir kiyaslama yapilacaktir. Epilepsi modeli pentilentetrazol

tutusma modeli kullanilarak olusturulacaktir. Deney hayvanlarindan elde edilen

hipokampiis ve pons dokularinda BK kanallar1 ekspresyonel ifadesi belirlenecektir.
Calisma gruplari:

1. Kontrol grubu (n=8)

2. PTZ uygulama grubu (n==8)

3. Pozitif kontrol grubu (n=8)

4. Manyetik alan uygulama grubu (n=38)

5. PTZ + manyetik alan uygulama grubu (n=8)
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1. Grup (Kontrol grubu): Kontrol grubu siganlara 1 ay boyunca 2 giinde bir 0,5 cc

serum fizyolojik intraperitoneal (i.p.) olarak verilmistir.

2. Grup (PTZ uygulama grubu): Epilepsi grubu siganlara 1 ay boyunca 2 giinde bir
35 mg/kg pentilentetrazol (PTZ) i.p. olarak verilerek kronik epilepsi olusturulmustur.

3. Grup (Pozitif Kontrol (PK) grubu): Kronik epilepsi olusturmak i¢in verilen PTZ
ajanindan O0nce etken maddesi Levetirasetam olan Keppra (UCB Pharma A.S.) isimli
antiepileptik ilacin verilmesiyle olusturulan gruptur. Siganlara 1 ay boyunca 2 giinde
bir 35 mg/kg PTZ i.p. olarak verilmeden 20 dakika once 108 mg/kg levetirasetam i.p.

olarak verilmistir.

4. Grup (MA grubu): Bu grupta bulunan siganlara 1 ay boyunca 2 giinde bir 0,5 cc
serum fizyolojik i.p. olarak verilmesinin yani sira her giin Helmholtz bobininden elde
edilen ortalama 1,5 mT siddetindeki pulslu manyetik alana (puls siiresi: 30 ms, iki
puls arasi siire: 40 ms, Dalganin genligi: 7V), sicanlar giinde 3 saat 1 ay boyunca

Faraday kafesi (130 cmx81 cmx65 cm) icerisinde maruz kalmislardir.

5. Grup (PTZ+MA grubu): Bu gruptaki siganlara 1 ay boyunca 2 giinde bir 35
mg/kg PTZ i.p. olarak verilmesinin yani sira hergiin Helmholtz bobininden elde
edilen ortalama 1,5 mT siddetindeki pulslu manyetik alana si¢anlar giinde 3 saat 1 ay

boyunca Faraday kafesi (130 cmx81 cmx 65 cm) icerisinde maruz kalmiglardir.
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15 Hz pulslu manyetik alan
1 ay boyunca giinde 3 saat
1,5mT

SF enjeksyon I
(0,5 cci.p. —
\ /PTZ enjeksyonu (35 mg/kgi.p.) "‘Tﬁ'_wﬂ:?

e

. Haftada 3 kere
) 1.giin R ciin ) T

Kontrol Grubu PTZ Grubu PTZ+MA Grubu

Ketamin+Xylasine |_'_'
75mg/kg-10mg/kg) anestezisi

Ketamin+Xylasine

75mg/kg-10mg/kg) anestezisii I

Dokulann diseksiyonu Racine Skorlama
-
o
Pons Hipokampus
| _ -
' N 3
‘ m —_— . f'_'-‘. - -.'i’ —_— e -“
Anti-KCNMA1 (BK,KCa1.1) immiinohistokimysal immiinohistokimyasal analiz

boyama
Sekil 11. Calismay1 6zetleyen diyagram

4.3. Deney Diizeneginin Kurulmasi
15 Hz frekans ile dalga moduna ayarlanan sinyal jeneratoriiniin ¢ikis voltaj
degeri 20 V ve maksimum akim degerinin ise 0,4 A oldugu cihazin kitapgiginda

belirtilmektedir. Sinyal jeneratdriiniin ¢ikis giliciinii hesapladigimizda;
P=vxI

Psinjatjeneratori = 20 X 0,4

Psinjatjeneratsri = 8 Watt

Sinyal jeneratoriimiizden ¢ikan 8 Watt giiclindeki zayif sinyali giiclendirmek
i¢inbir amplifikatore ihtiyag duyulmustur. Amplifikatoriimiiz sinyalin fazin1 ve dalga
seklini degistirmeden genligini degistirdigi icin sinyalin degismesine veya

bozulmasmma neden olmadan sinyali giiclendirmektedir. Bu sebeple sinyal
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jeneratoriiniin ¢ikisina 1000 W giiclinde bir amplifikator eklenmistir. Amplifikator
ile giiclendirdigimiz sinyali pulsatif manyetik alan olusturmak iizere ¢ap1 42 cm
aralarindaki mesafe 21 cm olan 225 sarimli Helmholtz bobinin giris uglarina
uyguladik. Olusan manyetik alan degerinin, bobinin arasinda bulunan plexiglass (40
cmx40 cmx15 cm) kafesin 20 farkli noktasindan iki farkli teslametre ile GSlgiim

alindi. Alinan 6l¢iimlerde ortalama manyetik alan siddetini 1,5 mT olarak saptadik.

| | | f il 2

B

= i | e e = (S
i

B

Resim 1. Faraday kafesi icerisindeki si¢anlara pulslu manyetik alan uygulamast

Resim 2. Helmholtz bobininden elde ettigimiz manyetik alan biiyiikligi
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4.3.1. Sinyal Jeneratorii

Sinyal jeneratoriinden once alternatif akim (AC) ile ilgili bilgi vermek daha
dogru olacaktir. AC sinyali inceledigimizde sinyalin genligi ve frekans1 dedigimiz iki
kavramla karsilagiriz. Bir sinyalin genligi, iki tepe noktasi arasindaki mesafe
olgiilerek hesaplanir. Frekans, AC sinyallerinin 6nemli bir parametresidir. Frekans ve

periyod kavramlar1t dogrudan baglantilidir.

Bir sinyalin bir saniyede tekrarlanma sayisina sinyalin frekansi denir. Kendini
bir kez tekrar etmesi i¢in gegen siire ise periyod olarak isimlendirilir. Yani frekans ve
periyod birbirinin tersidir. Sinyalin periyodu T=1/f formiili kullanilarak

hesaplanabilir.

Sinyal jeneratorii; siniizoidal, kare, iicgen veya rasgele dalga bicimlerinde

periyodik sinyaller iiretebilen, iirettigi sinyalin genligi, frekans1 ve faz farki gibi

ozelliklerinin ayarlanmasina olanak saglayan cihazlardir.

Resim 3. Leader Marka sinyal jeneratorii (LFG-1300 S)

4.3.2. Amplifikator
Amplifikator, bir sinyalin voltajini, akimini veya giiclinii artiran elektronik bir
cthazdir. Fazin1 ve dalga bicimini degistirmeden sinyalin genligini degistirir. Yani,

bilgiyi degistirmeden veya bozmadan sinyali gii¢lendirir.

Gilic amplifikasyonunda iki 6nemli 6zellik vardir. Bunlar ¢ikis giici ve
verimliliktir. Gii¢ ¢ikis watt veya kilowatt cinsinden Olgiiliir. Verimlilik, bir sinyalin

cikis giicliniin toplam giris giiciine (giic kaynagi veya bataryadan gekilen giic)
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oranidir. Bu deger her zaman 1'den daha kiiciiktiir ve genellikle yiizde olarak ifade

edilir.

Resim 4. Pioneer Marka Amplifikator (GM-A6704 (1000 W))

4.3.3. Osiloskop

Osiloskoplar, kanallarmma uygulanan elektrik sinyallerini zaman ve genlik
seklinde ekraninda grafiksel olarak goriintiileyebilen cihazlardir. Bir baska degisle;
devre veya sistemdeki sinyalleri analiz etmek i¢in kullanilan temel Ol¢iim
cihazlaridir. Sinyalin dalga bi¢iminden elde edilen bilgiler, zamanla degisen akim
sekli veya genligidir. Akim ve gerilim degerlerinin degisimesi ile genli§in zamana
bagli grafiksel olarak gdsterip ve bu grafiklerden sinyalin darbe ve bosluk siireleri,

genligi, frekansi ve periyod bilgilerini elde etmemize olanak saglarlar.

Resim 5. HAMEG Marka Osiloskop (HM205-3)
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Resim 6. Sinyal jeneratoriinde olusturulan dalganin 6zellikleri

4.4. Pentilentetrazol (PTZ) Tutusma Modeli

Antiepileptik ilag gelistirmek ve epilepsinin mekanizmasini arastirmak
icin yapilan ¢alismalarda en fazla kullanilan kimyasal madde, pentilentetrazol’diir.
Tetrazol’lin bir tiirevi olan PTZ, sicanlarda konvulsan etki gostermektedir. Sistematik
olarak verildiginde jeneralize nobetlere yol acan PTZ, ilk olarak miyoklonik

kasilmalara yol acar, sonrasinda ise jeneralize tonik klonik nébetleri olusturur (84).

Epilepsinin ¢ok 6nemli bir modeli olan kindling (tutusma) modeline gore,
hayvanlara tekrarlayarak verilen kimyasal uyaran, lokal dokuda elektro-fizyolojik
degismelere sebep olmaktadir. Buna gore, tekrarlayan yiiksek frekansli uyaranlarla
uyarilma siddetlenir ve beyin dalgalari zamanla siddetlenen epileptiform aktiviteye
doniislir. Tekrarlanan uyarici kimyasalin verilme siiresi 1 dakikadan 2 giine kadar
degismektedir. Bu modele gore, ilk nobeti baslatan uyarandan aylar sonra bile
verilecek daha diisiikk bir uyarict miktari, siddetli bir nobet baslatabilmektedir.
Hayvanlarda amigdallenin tekrarlayan uyaranlarla uyarilmasi sonucu meydana
getirilen tutusma; EEG yapisi, davranis ve ilaglara verilen yanit bakimindan insanda
goriilen psikomotor epilepsiye olduk¢a benzemektedirler. Yani siganda amigdallenin
ve hipokampiisiin uyarilmasiyla olusturulan tutusma ndbetlerinin 1. ve 2.
kisimlarinda goriilen davranis bi¢imi insandaki temporal lob epilepsisiyle tipatip

aynidir. Bu nedenle ¢alismada PTZ tutugsma modeli kullanilmistir.
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Tutusma modelinin siganlara uygulandiginda en kolay tutusan beyin
bolgeleri; bulbus olfaktorius, piriform korteks, amigdalle. Epileptik cevap
olusturmada en diisiik esikli bolge ise hipokampiistiir. Amigdal ve periform korteksin
motor sistemleriyle olan kuvvetli iliskisi bu bolgelerde tutugsmalarin kolay olmasina
sebep olabilir. Eger tutusturma iki ayr1 bolgeye uyaran verilerek yapilirsa,
bolgelerden birisi baskin hale gelerek konvulsiyonlar: baglatir digeri ise baskilanir

ancak yine de kismi bir tutugma etkisi gosterir (84).

Tutusmus beyinde;

* Beyin fonksiyonlar1 degisir ve meydana gelen c-Fos aktivasyonuna rastlanir.
* Eksitator sinaptik baglantilar daha giiclii hale gelir.

* GABA, noradrenalin, tirotropin-serbestletici hormon (TRH) ve adenozin sistemleri

tutusmayi baskilayici etki gosterirler.
* Noronlara kloriir girisi azalir.

4.4.1. Pentilentetrazol (PTZ) Hazirlanis1 ve Uygulamasi

Sicanda kronik epilepsi olusturmak icin; 229 mg PTZ’yi 10 ml serum
fizyolojik (SF) ile sulandirip kilolarina gore (35 mg/kg) belirlenen hacimde iki giinde
bir i.p. olarak verildi. Sistematik olarak verilen PTZ, oncelikle mezensefalondaki
retikiiler formasyonun noronlarini, ikinci asamada ise beyin korteksindeki néronlari
etkiledigi tespit edilmistir. Ayrica, PTZ sigan korteksi dilimlerinde glutamik asitin

serbestlenmesini arttirmaktadir (85).
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Tablo 1. Agirliklarina gore verilmesi gereken ¢ozelti hacmi

229 mg PTZ, 10 ml SF’ de c¢oziiliir

Agirhk Verilen ¢ozelti hacmi

170 g ve altindaki rat 0,2 ml

171-200 g araligindaki rat | 0,25 ml

201-240 g araligindaki rat | 0,3 ml

241-280 g araligindakirat | 0,35 ml

281-320 g araligindaki rat | 0,4 ml

321-350 g araligindaki rat | 0,45 ml

351 g ve iistiindeki rat 0,5 ml

*Gozlem sirasinda epilepsi skorlamasi beklendigi gibi ¢ikmasi durumunda; bir

sonraki doz uygulamasi, agirligina gore tekrar uygulanir.

*Gozlem sirasinda epilepsi  skorlamasi beklenenden daha yiiksek ¢ikmasi
durumunda; bir sonraki doz uygulamasi, verilmesi gereken doz miktari 0,5 dizyem

azaltip uygulanir.

*GoOzlem sirasinda epilepsi skorlamasi beklenenden daha diisiik ¢ikmast durumunda;
bir sonraki doz uygulamasi, verilmesi gereken doz miktarmi 0,5 dizyem arttirilip

uygulanir.
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Resim 7. PTZ’nin i.p. olarak uygulanmasi

4.5. Antiepileptik ila¢ Levetirasetam (LEV)

Levetirasetam, eriskin hastalarda parsiyel baslangicli, myoklonik,
primerjeneralize tonik-klonik ndbetlerin kombine tedavisinde 1999°dan beri
kullanilmaktadir. Levetirasetamin etki mekanizmasi diger antiepileptik ajanlardan
farklidir, Na* veya Ca*? benzeri antiepileptik ilaclarla etki etmez. Pirasetamin etil
analogunun Senantiomeri olan levetirasetamin 6zellikle presinaptik seviyede sinaptik
vezikiil proteini SV2A’ya kendine 6zgii olarak baglandigi ve bu proteinin Ca*™
bagimli ekzositoz islevini diizenledigi bildirimistir. Antiepileptik ilaclar genel olarak
iki gruba ayrilir: GABAerjik ilaglar (gamma amino butirik asit) ve anti glutamaterjik
ilaglar. Ancak LEV tipi ilaclarin farkli etki mekanizmalar1 vardir. LEV, bir S-
enantiomer pirolidon tiirevidir ve kimyasal olarak pirasetama benzer. Uyaric1 veya
engelleyici norotransmitterlerin reseptorlerine baglanmaz. LEV' nin ndrona 6zgii
yiiksek voltajli Ca* kanallar1 yoluyla Ca*? akimim inhibe ettigi ve GABA ve glisin
kapili akimlarini tersine cevirdigi bildirilmistir. T-tipi Na® veya Ca*? kanallarina
etkisi yoktur fakat etki mekanizmasi halen net olarak anlagilamamistir. Epilepsiye
tedavisinde kullanilmasinin yani sira; anksiyete bozukluklari, distoni ve levadopa ile
noroleptik ilag kullanimindan kaynaklanan tardiv diskinezi’ nin tedavisinde de
kullanilabilmektedir. Yaygin olarak kullanilan LEV, farmakokinetik 6zelliklerine
sahip olmasi, disiik ilag-ilagc etkilesimlerine yol agmasi ve diisiik hepatik

metabolizmasi nedeniyle giivenilir bir ila¢ profili olusturmaktadir.
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4.5.1. Antiepileptik Ila¢ Levetirasetam (LEV) Hazirlamsi ve Uygulamasi

Sicanda epileptik ndbetleri 6nlemek i¢in; 500 mg Levetirasetam (LEV) etken
maddeli ilagtan 1 adet tableti ezip 5 ml SF ile sulandirdiktan sonra 3. Grup (PK)’da
bulunan sigcanlarin kilolarma goére (108 mg/kg) belirlenen hacimde PTZ

enjeksiynonun dan 20 dk once i.p. olarak verilmistir.

: MaQMFEmKaM Toblef

Levefirasefam
|
14 } N
INTE o

A

Resim 8. Levetirasetam etken meddeli ilag

4.6. Racine Skorlama Sistemi

Racine skorlama (RS) kemirgen deneysel epilepsi modellerinde nobet
yogunlugunu degerlendirmek i¢in en sik kullanilan araglardan biridir. Nobetlerin bes
asamasini kategorize eden RS, "agiz ve yiiz hareketleri" (evre 1) de dahil olmak
lizere bir nobet sirasinda hayvanlarin davranigsal repertuarina dayanir; "hayvanin
basimi sallamasi”" (evre 2); "hayvanin 6n ayaklarim1 kaldirmasi hareketi" (evre 3);
klonik nébetler (4. evre) ve tonik klonik nobetler (evre 5) olarak tanimlanmustir.
Postiiral kontrol kaybiyla birlikte tam bir motor ndbeti, evre 5 motor ndbeti olarak
adlandirilacaktir (71). Boylece Racine’in diizenlenmis skorlama yonteminin

davranigsal analize yardimei oldugu 6ngoriilmektedir.
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Diizenlenmis RS sistemi
0 = TEPKISiz
1 = DONUP KALMA
2 =BAS SALLAMA, SEGIRME
3=YUZ, AGIZ NOBETI
4 = KLONIK (Ardarda gelen nébet)
5 =TONIK (Kuvvetli nobet)
6 = OLUM

Resim 11. Evre 3 Resim 12. Evre 4
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Resim 13. Evre 5

t‘ Phase 3:
Phase 0: A Severe
No ER=c - *—  rearing-up on
PTZ transition to
clonic
s Phase 4:
lel‘!w n'. x ' y ; e Long-term
= - e —,
the ear and face * i e
seizures
to the body
Phase 5
Phase 2: P~ ~ o = Prolonged
— ' d «—  generalized
R‘:mm o sxtr“; tonic-clonic
seizures and
myoclonic
reflexes in the
body

Sekil 12. RS sistemi (86)
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4.7. Nobet latensi
Hayvanlardaki nobet baslama anina kadarki siire¢ (enjeksiyon hemen sonrasi)
kronometreyle kaydedilerek, nobet latensi belirlenip ek veri olarak caligmada

sunulmustur.

4.8. Gozlem

2. Grupta (PTZ uygulama), 3.Grupta (PK) ve 5. Grupta (PTZ+MA uygulama)
bulunan siganlara PTZ tutusma modeline gore, i.p. olarak 2 giinde bir PTZ kimyasali
uygulanmustir. Isaretlenen hayvanlarm her hafta diizenli olarak agirhiklar1 kontrol
edilmistir. Ilag miktar1 siganin agirligina uygun olarak verilmistir. Her enjeksiyondan
sonra siganlar izole edilmis seffaf bir Pleksiglas kafese tek baslarina yerlestirilerek
otuz dakikalik siire boyunca hareketleri videoya alinarak kaydedilmistir. Sicanlarin

epilepsi seviyesi RS sistemine gore belirlenip, nobetin latens siiresi analiz edilmistir.

Resim 14. Gézlem i¢inizole edilmis seffaf bir Pleksiglas kafesine yerlestirilen sican

4.8.1. Is1-nem ve agirhik takibi

Sicanlar kontrollii sicakliklarda (22 °C + 2 °C) kafeslere yerlestirilmis; su ve
yiyeceklere serbestge erigmeleri saglanip 12 saatlik aydinlik-karanlik ¢evriminde
tutulmuslardir. Isaretlenen hayvanlarin her hafta diizenli kilo agirliklar1 kontrol

edilip, verilen ilag miktar1 belirlenen agirliklarina gore verilmistir.
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Tablo 2. Sicanlarin haftalara gore agirlik (gram) tablosu

1.Grup(Kont | 2.Grup(PTZ) | 3.Grup(PK) 4.Grup(MA | 5.Grup(PTZ+
5 rol) sican | sican sican ) sican | MA) sican
ﬁ agirhklar: agirhklar: agirhklar: agirhklar: agirhklari
l.rat | 270 1.rat 342 l.rat | 377 1.rat 274 | 1l.rat | 311
2.rat | 306 2.rat 354 2.rat | 323 2.rat 335 | 2.rat | 380
3.rat | 275 3.rat 348 3.rat | 274 3.rat 346 | 3.rat | 335
a | 4rat | 314 4 rat 347 4.rat | 359 4 rat 277 | 4.rat | 305
5
S | 5rat | 295 Srat | 303 S.rat | 340 Srat | 296 | S.rat | 385
S
6.rat | 289 6.rat 350 6.rat | 276 6.rat 306 | 6.rat | 312
T.rat | 322 7.rat 313 T.rat | 280 7.rat 296 | 7.rat | 360
8.rat | 300 8.rat 369 8.rat | 322 8.rat 340 | 8.rat | 321
1.rat 278 l.rat | 340 1.rat 378 l.rat | 295 | l.rat 310
2.rat 315 2.rat | 360 2.rat 323 2.rat | 347 | 2.rat 380
3.rat 281 3.rat | 320 3.rat 270 3.rat | 361 | 3.rat 335
a | 4.rat 325 4.rat | 337 4 rat 350 4.rat | 293 | 4.rat 305
5
S | Srat | 308 S.rat | 300 Srat | 340 Srat | 300 | Srat | 384
-
6.rat 292 6.rat | 360 6.rat 280 6.rat | 319 | 6.rat 321
7.rat 331 T.rat | 307 7.rat 287 7.rat | 305 | 7.rat 370
8.rat 311 8.rat | 369 8.rat 320 8.rat | 351 | 8.rat 330
l.rat | 285 1.rat 345 l.rat | 375 1.rat 301 | 1.rat | 252
a | 2.rat | 333 2.rat 355 2.rat | 322 2.rat 352 | 2.rat | 379
S
S |3rat [297 |3rat [ 327 |[3rat | 274 | 3rat | 378 | 3rat | 337
N
4.rat | 339 4 rat 268 4.rat | 350 4 rat 308 | 4.rat | 301
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S.rat | 317 5.rat 300 S.rat | 320 5.rat 309 | 5.rat | 380
6.rat | 301 6.rat 351 6.rat | 380 6.rat 332 | 6.rat | 325
7.rat | 343 7.rat 310 7.rat | 296 7.rat 319 | 7.rat | 357
8.rat | 322 8.rat 368 8.rat 325 8.rat | 367 | 8.rat | 316
1.rat 288 l.rat | 352 1.rat 375 lrat | 307 | l.rat 258
2.rat 340 2.rat | 353 2.rat 325 2.rat | 358 | 2.rat 390
3.rat 300 3.rat | 335 3.rat 275 3orat | 390 | 3.rat 317
a | 4.rat 351 4.rat | 345 4.rat 358 4.rat | 315 | 4.rat 304
5
S Srat | 324 S.rat | 305 Srat | 330 Srat | 316 | Srat | 380
b
6.rat 310 6.rat | 364 6.rat 275 6.rat | 345 | 6.rat 328
7.rat 355 T.rat | 309 7.rat 298 7.rat | 329 | 7.rat 364
8.rat 330 8.rat | 370 8.rat 327 8.rat | 376 | 8.rat 312
1.rat 308 l.rat | 345 1.rat 371 l.rat | 313 | l.rat 297
2.rat 351 2.rat | 346 2.rat 358 2.rat | 365 | 2.rat 375
3.rat 312 3.rat | 335 3.rat 266 3.rat | 383 | 3.rat 310
« | 4.rat 370 4.rat | 352 4.rat 360 4.rat | 316 | 4.rat 291
S
S S.rat 342 S.orat | 301 Srat | 318 Srat | 317 | Srat | 374
S
6.rat 326 6.rat | 364 6.rat 266 6.rat | 354 | 6.rat 280
7.rat 371 7.rat | 316 7.rat 292 7.rat | 339 | 7.rat 363
8.rat 343 8.rat | 362 8.rat 298 8.rat | 396 | 8.rat 319

4.9. Anestezi ve Girisimsel islem

Bir ayin sonunda gruptaki tiim hayvanlara Ketamin+Xylasine (sirasiyla

75mg/kg-10mg/kg) anestezisi

uygulanmistir.
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ekssanguinasyon (kansizlastirma) yontemiyle sakrifiye edilip ardindan hipokampus

ve pons dokulari disar1 ¢ikarilmistir. Digar1 ¢ikartilan dokular, BK kanal analizi i¢gin

isleme tabii tutulmustur.

Resim 17. Sicanlarin anestezi altindayken ekssanguinasyon (kansizlastirma)

yontemiyle sakrifiye edilmesi
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Resim 18. Hipokampiis ve pons dokularinin disar1 ¢ikarilis

4. 10. Histolojik Analiz

%10’luk formaldehit fiksasyonu sonrasinda hipokampus ve pons ornekleri
artan alkol serilerinden (%70, %80, %96 ve %100) gecirildikten sonra ksilende
seffaflastirild1 ve parafine gomiildii. 5 um olarak alinan kesitler hematoksilen eosin
boyama i¢in normal lamlara alinirken immiinohistokimyasal boyama i¢in pozitif
sarjli lamlara alind1 (87). Isik mikroskobu altinda farkli biiyiitmelerde incelendi.
Beyin kesitlerinde, hipokampustan gecen koronal kesitler ve frontal serebral korteks
degerlendirildi. Beyin ve pons kesitleri, ndronal hasara iliskin mikroskobik
degisiklikler acisindan (ndron dejenerasyonunu gosteren piknotik ¢ekirdekli ndron ve
dilate kan damar1) degerlendirildi (88, 89). Her kategoride degerlendirilen morfolojik
degisiklikler yok 0, hafif 1, orta 2 ve siddetli 3 olacak sekilde puanlandi. Her bir
hayvan i¢in her bir dokudan aliman 6 kesit degerlendirmeye alindi. Histolojik

degerlendirmeler ¢ift kor sistemi ile gergeklestirildi.

4.11. immiinohistokimya Analizi

Isaretleme, hipokampiis ve pons dokusunda BK kanal proteinlerinin
ekspresyonunu belirlemek ic¢in avidin-biotin-peroksidaz yontemi uygulanmistir. 5-6
um boyutundaki kesitler alinarak gece boyunca 60 °C'de tutulmustur. Once ksilen ve
daha sonra dereceli alkol serilerinden gegirilerek rehidre edilmistir. Ardindan ii¢ kez

5 dakika boyunca fosfat tamponu (PBS) ile yikanmistir. Sonrasinda kesitler, antijen
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geri kazanimi i¢in %35 sitrat tamponu ile bir mikrodalga firinda 600 W'de 3x5 kez
kaynatilip ayn1 tampon ¢ozeltisinde 20 dakika siireyle oda sicakliginda tutulmustur.
Tekrar PBS ile yikanan kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini onlemek i¢in 5
dakika siireyle %3 hidrojen peroksit (H20:) ile muamele edilerek sonraki agamalarda
ABC boyama sistemi boyama kiti kullanilmigtir. Tekrar PBS ile yikanan kesitlerde
antijenik alanlarin disindaki alanlarin kapatilmasini saglamak i¢in oda sicakliginda
20 dakika blok serum uygulanmistir. Ardindan hemen BK (sigan monoklonal, 1:
200) birincil antikorlar damlatilmistir. Ardindan bir gece +4°C'de tutularak ertesi giin
20 dakika inkiibe edilmistir. Negatif kontrol olarak, birincil antikor yerine PBS
kullanilmistir. Yikandiktan sonra kesitler, bir biyotin ikincil antikoru ile 30 dakika
siireyle inkiibe edilerek sonrasinda yikama tekrarlanmistir. 30 dakika avidin-biyotin
(AB) enzim reaktifi ile isleme tabi tutulan kesitler, 5 dakika siireyle diaminobenzidin
(DAB) gosteren kit icindeki peroksidaz substrati ile yikanarak sonunda deiyonize
H>O ile 5 dakika yikanmistir. Ardindan Gill’in  hematoksileniyle boyanan
karsisindaki boliimler deiyonize H»O ile birkag kez yikanmistir. En son adimda artan
alkol serisi ile su uzaklastirilarak ksilen igcinden gecen kisimlar entellan ile
kapatilmistir. Olympus BX51 model 151k mikroskobu altinda DP71 dijital kamera ile
elde edilen goriintiiler Image-J yazilim programindaki ifade farkliliklar1 agisindan

degerlendirilmistir.

4.12. Western blot protokolii

Protein hazirlama ve Western blot analizi, 2005 yilinda Zhang ve ark.
tarafindan aciklanan tekniklerde kiiclik degisiklikler kullanilarak gergeklestirildi
(90). Disekte edilen hipokampiis ve pons Ornekleri, tam proteaz inhibitor kokteyli
iceren tampon A’ya (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI [pH 7.4], 2 mM EDTA, %2
sodyum dodesil siilfat (SDS) ve 10 mM 2- merkaptoetanol) yerlestirilerek
homojenize edilmistir. Homojenize edilen numuneler, oda sicakliginda 15,000 x g'de
10 dakika siireyle santrifiijlenecek ve silipernatanlar toplanmistir. Proteinler disekte
edilen hipokampiis, pons ve kalp dokularindan izole edilmistir. Elektroforezden
sonra proteinler, 25 mM Tris, 193 mM glisin ve %10 metanol igeren bir ¢ozelti
icinde 4°C'de 90 dakika siireyle 350 mA sabit akimda polivinil difloriir (PVDF)
membrana (Bio-Rad) aktarilmistir. Membran daha sonra oda sicakliginda ilk olarak

%35 yagsiz kurutulmus siit ve %0,1 Tween 20 iceren Tris tamponlu salin ile inkiibe
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edilmistir. Sonrasinda kemiliiminesans etiketlemesi ile tespit edilen sican
monoklonal BK, KCal.l antikorlar: ile inkiibe edilmistir. Protein yiiklemesi, aktin
antikoru kullanilarak kontrol edilmistir. Protein yogunlugu da dansitometri ile

degerlendirilmistir.

4.13. Antikorlar

Anti-KCNMAT1 (BK, KCal.l) (hiicre dis1) Antikor (# APC-151), sican
proteininin bir epitopuna yonelik oldukca spesifik bir antikordur. Antikor, western
blot ve immiinohistokimya uygulamalarinda kullanilmaktadir. Antikor, hiicre dis1 bir
epitopu tanir ve bu nedenle canli hiicrelerdeki kanali saptamak icin idealdir. Sican
orneklerinden KCNMA1'i tanimak i¢in tasarlanmistir. c-Fos proteini analizi c-Fos
polyclonal antibody (Elabscience katalog no: E-AB-10233) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

4.14. istatistiksel Analiz

Epilepsi skorlama verilerimizin istatistiksel degerlendirmesinde IBM SPSS
21.0 for windows istatistik paket programi kullanildi. Olgiimsel degiskenler ortalama
+ standart sapma (SD), medyan(minimum-maksimum) ile sunuldu. Verilerin normal
dagilima uyup uymadigina Kolmogorov-Smirnov testi ile bakildi. Normal dagilim
gostermeyen; ikiden ¢ok grup arasindaki karsilastirmada Kruskal Walis Varyans
analizi kullanild1 (p=0,005). ikili karsilastirmalarda ise Bonferoni diizeltmeli Mann
Whitney U testi kullanildi. Hipotezler c¢ift yonlii alinarak, p<0.05 ise istatistiksel

olarak anlamli sonug¢ kabul edildi. Bonferoni diizeltmeli Mann Whitney U testindeki
0,05 .
karsilagtirmalarda (pSTZO,OU) p<0.017 (*gruptaki 3 karsilastirmadan dolay1)

istatistiksel olarak anlamli sonu¢ kabul edildi. Immunohistokimyasal ve Western-
Blott analizleri i¢in, tek yonlii varyans analizi ve Dunnett ¢coklu karsilagtirma testleri
kullanildi. Histopatolojik degerlendirme igin ise ki ydnlii varyans analizi ve Sidak’in

¢oklu karsilagtirma testi kullanildi.

41



S. BULGULAR

5.1. Epilepsi Skorlama

Epilepsi Racine skorlamasina gore elde edilen skorlara ait veriler Tablo 3,
Tablo 4 ve Tablo 5° de verilmistir. Bonferoni diizeltmeli Mann Whitney U testindeki
ikili grup karsilastirmalarinda p<0.017 istatistiksel olarak anlamli sonug¢ kabul edildi.
PTZ grubunu PTZ+MA grubu ile karsilagtirildiginda anlamli bir fark olmadig:
(p=0,559) PK ile Kkarsilastirildiginda ise anlamli bir fark olustugu (p=0,003)
goriilmektedir. PK ile PTZ+MA grubu karsilastirildiginda ise anlamli bir fark
olustugu (p=0,007) goriilmektedir (Tablo 6).

Tablo 3. PTZ Grubu RSS’ye gore gézlemin degerlendirilmesi

2. KAFES (PTZ GRUBU)

ENJEKSYON | I | II |III [IV | V | VI |VII| VIII | TARIH
1 1 1 1 2 2 0 1 1 ]25.01.2022
2 2 2 3 2 2 2 2 1 |27.01.2022
3 2 2 2 3 2 2 2 2 129.01.2022
4 2 2 2 2 2 2 2 2 131.01.2022
5 3 2 2 2 2 3 2 2 102.02.2022
6 3 2 2 2 3 3 3 2 104.02.2022
7 3 5 2 2 3 3 2 2 107.02.2022
8 4 2 2 3 2 3 3 3 109.02.2022
9 3 3 2 3 2 3 2 3 11.02.2022
10 3 3 2 3 3 3 3 3 14.02.2022
11 3 3 2 3 3 5 4 3 16.02.2022
12 3 3 3 3 3 4 3 3 18.02.2022
13 5 5 5 5 5 5 5 5 120.02.2022

42



Tablo 4. PTZ+Antiepileptik Grubu RSS’ye gozlemin degerlendirilmesi

3. KAFES (PK GRUBU)

ENJEKSYON | I | II |III |IIII | V | VI | VII | VIII | TARIH
1 4 2 2 2 2 2 2 2 ]25.01.2022
2 2 2 2 2 2 2 4 2 127.01.2022
3 2 2 2 2 2 2 2 2 129.01.2022
4 2 2 2 2 2 2 2 2 131.01.2022
5 2 2 2 3 2 2 2 2 102.02.2022
6 2 2 3 2 2 2 2 2 104.02.2022
7 2 2 3 2 2 2 2 2 107.02.2022
8 2 2 3 2 3 s 3 2 109.02.2022
9 2 2 2 3 3 2 B 2 1 11.02.2022
10 2 2 3 2 3 3 2 2 | 14.02.2022
11 2 2 3 2 2 3 2 2 116.02.2022
12 3 2 3 2 3 2 2 2 ]18.02.2022
13 3 3 3 3 3 3 3 4 120.02.2022
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Tablo S. PTZ+Manyetik Alan Grubu RSS’ye gore gézlemin degerlendirilmesi

5. KAFES (PTZ+MA GRUBU)
ENJEKSYON | 1 II |[III |[IIII| V | VI |VII|VIII | TARIH
1 4 2 2 2 2 2 2 2 ]25.01.2022
2 3 2 2 2 2 2 2 2 127.01.2022
3 5 2 4 3 2 2 2 2 129.01.2022
4 2 2 2 2 2 2 2 1 |31.01.2022
5 2 3 3 2 2 3 3 2 102.02.2022
6 2 3 2 2 2 2 2 2 104.02.2022
7 2 3 3 2 2 2 2 2 107.02.2022
8 2 3 3 2 3 s 3 3 109.02.2022
9 2 3 3 4 3 2 B 2 | 11.02.2022
10 2 3 3 2 3 2 3 3 14.02.2022
11 2 3 3 3 2 2 3 3 16.02.2022
12 0 3 3 2 2 4 3 3 18.02.2022
13 4 4 4 5 3 4 4 3 20.02.2022

Tablo 6. Epilepsi skorlama verilerinin istatistiksel degerlendirmesi sonucu elde

edilen degerler

Gruplar Ortalama + Medyan p (ikili Karsilastirma)
Standart Sapma | (Min. - Max.)
PTZ 2,64 +£1,02 2,50-95) PTZ - PTZ+MA (0,559)
PK 2,2840,51 2(12-4) PTZ — PK (0,003)
PTZ+MA 2,5440,74 2(1-5) PK - PTZ+MA (0,007)

5.2. Epilepsi Latans Siireleri

Epilepsi

latans sturelerinden

olusan

verilerimizin istatistiksel

degerlendirmesinde IBM SPSS 21.0 forwindows istatistik paket programi kullanildi.

Olgiimsel degiskenler ortalama + standart sapma (SD), medyan (minimum-

maksimum) ile kategorik degiskenler say1 ve yiizde (%) ile sunuldu. Verilerin normal
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dagilima uyup uymadigina Kolmogorov-Smirnova testi ile bakildi. Normal dagilim
gostermeyen; ikiden ¢ok grup arasindaki karsilagtirmada Kruskal Walis Varyans
analizi kullanild1 (p=0,298). Uygulanan analiz sonucu gruplar aras1 anlamli bir fark

olusmadig1 gozlemlendi.

Tablo 7. PTZ Grubu enjeksiyondan sonra gelen ilk nobete kadar gecen siire (saniye)

2. KAFES (PTZ GRUBU)
ENJEKSYON | 1 II |II |III| V | VI |VII|VIII| TARIH
1 245 | 319 (327 | 163 {203 | O | 155 | 390 |25.01.2022
2 82 | 121 1246 | 396 | 71 | 329 | 183 | 360 | 27.01.2022
3 221 | 165 | 271 | 289 | 140 | 224 | 307 | 533 | 29.01.2022
4 150 [ 106 | 157 | 151 | 459 | 296 | 176 | 268 | 31.01.2022
5 141 | 437 | 173 | 274 | 215 | 75 | 249 | 235 | 02.02.2022
6 178 | 135 | 138 | 145 | 127 | 220 | 168 | 236 | 04.02.2022
7 156 | 1 |476|379 | 280|297 | 250 | 357 | 07.02.2022
8 215 | 201 | 275 | 236 | 612 | 385 | 358 | 382 | 09.02.2022
9 316 | 236 | 217 | 168 | 319 | 453 | 180 | 311 | 11.02.2022
10 224 | 235 | 288 | 189 | 231 | 138 | 259 | 246 | 14.02.2022
11 160 [ 166 | 165 | 164 | 240 | 1 | 241 | 592 | 16.02.2022
12 122 | 260 | 237 | 134 | 207 | 170 | 216 | 473 | 18.02.2022
13 108 [ 127 | 191 | 139 | 108 | 201 | 173 | 227 | 20.02.2022
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Tablo 8. PTZ+Antiepileptik Grubu enjeksiyondan sonra gelen ilk nobete kadar

gecen siire (saniye)

3. KAFES (PK GRUBU)

ENJEKSYON | I II |II |[III| V | VI | VII | VII | TARIH
1 137 | 411 | 114 | 137 | 273 | 145 | 308 | 90 |25.01.2022
2 411 | 209 | 165 | 216 | 393 | 178 | 195 | 219 | 27.01.2022
3 84 | 198 | 315|330 292 | 90 | 250 | 186 | 29.01.2022
4 260 | 262 | 319 | 253 | 149 | 164 | 291 | 147 | 31.01.2022
5 302 | 289 | 216 | 227 | 169 | 175 | 227 | 199 | 02.02.2022
6 195 | 287 | 288 | 348 | 236 | 205 | 173 | 254 | 04.02.2022
7 221 | 595 | 275 | 375 | 120 | 283 | 276 | 250 | 07.02.2022
8 356 | 767 | 276 | 348 | 165 | 310 | 285 | 335 | 09.02.2022
9 278 1160 | 172 | 289 | 254 | 224 | 192 | 339 | 11.02.2022
10 257 1212 | 193 | 211 | 310 | 198 | 303 | 440 | 14.02.2022
11 144 | 236 | 145 | 278 | 276 | 224 | 434 | 489 | 16.02.2022
12 239 | 185|216 | 178 | 104 | 154 | 273 | 435 | 18.02.2022
13 118 | 359|289 | 210 | 235 | 104 | 158 | 220 | 20.02.2022
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Tablo 9. PTZ+Manyetik Alan Grubu enjeksiyondan sonra gelen ilk nobete kadar

gecen siire (saniye)

5. KAFES (PTZ+MA GRUBU)
ENJEKSYON | 1 II |III [IIII| V | VI | VII|VIII| TARiH
1 201 | 292 | 172 | 107 | 130 | 145 | 191 | 372 | 25.01.2022
2 110 | 264 | 156 | 305 | 176 | 102 | 311 | 326 |27.01.2022
3 110 | 154 | 124 | 309 | 105 | 303 | 289 | 151 | 29.01.2022
4 126 | 66 | 277|498 | 269 | 266 | 188 | 473 | 31.01.2022
5 115|251 | 95 | 303 | 220 | 223 | 268 | 624 | 02.02.2022
6 205 | 193 | 265 | 306 | 290 | 303 | 298 | 392 | 04.02.2022
7 140 | 278 | 187 | 352 | 197 | 264 | 391 | 328 | 07.02.2022
8 152 | 396 | 187 | 260 | 380 | 225 | 281 | 513 | 09.02.2022
9 115|258 | 120 | 125 | 205 | 168 | 203 | 188 | 11.02.2022
10 179 | 271 | 161 | 367 | 290 | 231 | 1 | 502 | 14.02.2022
11 142 | 135 | 139 | 247 | 275 | 214 | 219 | 140 | 16.02.2022
12 62 | 107 | 406 | 273 | 375 | 123 | 202 | 405 | 18.02.2022
13 100 | 95 | 77 | 154 | 263 | 219 | 74 | 427 | 20.02.2022

Tablo 10. Epilepsi latans siiresi verilerinin istatistiksel degerlendirmesi sonucu elde

edilen degerler

Gruplar Ortalama# Standart Sapma | Medyan (Min. - Max.) p
PTZ 3,74£1,89 3,41 (0,01 —10,12)
PK 3,95+1,75 3,55 (1,24- 12,47) 0,05
PTZ+MA 3,69+1,88 3.39 (0,01 —10.24)

5.3. Histolojik Analiz Bulgular:
Hematoksilen Eosin (H&E) boyamasi, PTZ, MA ve PTZ+MA gruplarinin
hipokampus bdlgesinde ciddi néron dejenerasyonu oldugunu gosterdi. Hipokampal

bolgedeki piknotik koyu boyanan c¢ekirdekli noronlar sari oklarla belirtilirken,
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yuvarlak sekilli, hayatta kalan sitoplazmasi bozulmamis hiicreler ise beyaz oklarla
belirtildi (Sekil 13). Tablo 11°de gosterildigi tlizere PTZ, MA ve PTZ+MA
gruplarinda hiicre dejenerasyonu ve dilate kan damari kontrol ve PK gruplarina gore

daha yogundu (p<0,0001).

Tablo 11. Hipokampuste gézlenen hasar oranlari

Gruplar Hiicre Dejenerasyonu Dilate kan damar1
Kontrol 0,66+ 0,51 0,50+ 0,54

PTZ 2,16+ 0,98° 2,16+ 0,75°

PK 1,66+ 0,81 0,33+ 0,51°

MA 24+ 0,89% 1,66+ 0,51%*
PTZ+MA 2,5+ 0,54* 1,66+ 0,51*

Tabloda gosterilen veriler ort + SD olarak ifade edilir. iki yonlii varyans
analizi ve Sidak’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. a p<0,05 Kontrol grubuna
gore; b p<0,05 PTZ grubuna gore; ¢ p<0,05 PK grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml fark oldugunu gostermektedir.
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Sekil 13. Hipokampus dokusunun hematoksilen eosin boyama goriintiileri: Kontrol
grubuna (a) ait kesitlerde saglikli yuvarlak sitoplazmali bozulmamis hiicreler beyaz
ok ile gosterilmistir. PTZ grubunda (b), PK grubunda (c), MA prosediirii grubunda
(d) ve PTZ+MA prodesiirii grubunda (e) koyu boyanmis piknotik ¢ekirdekli dejenere

noronlar sar1 ok ile gosterilmistir. Biiyiitme 20x, bar= 50 um.

Histopatolojik inceleme sonucunda verilen puanlamalar sonucunda yapilan
istatistiksel analizlere gore, frontal kesitlerde gozlenen hiicre dejenerasyonu
PTZ+MA grubunda, kontrol ve pozitif kontrol gruplarina gore daha yogundu. PTZ
ve MA gruplarinda ise kontrol ve PK gruplarina gore daha fazla dilate olmus kan
damart gozlendi (Sekil 14, Tablo 12).
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Sekil 14. Frontal serebral korteks dokusunun hematoksilen eosin boyama
goriintiileri: Kontrol grubu (a). PTZ grubu (b), PK grubu (c), MA prosediirii grubu
(d) ve PTZ+MA prodesiirii grubu (e). Dilate kan damart sar1 ok ile gosterilmistir.
Biiyiitme 20x, bar= 50um.

Tablo 12. Frontal kortekste gézlenen hasar oranlari

Gruplar Hiicre Dejenerasyonu Dilate kan damari
Kontrol 0,66+ 0,51 0,66+ 0,81

PTZ 1,33+ 0,51 2,16+ 0,75*

PK 0,66+ 0,51 0,66+ 0,51°

MA 1,33+ 0,51 2,16+ 0,75*
PTZ+MA 1,83+ 0,4 1,5+ 0,54
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Tabloda gosterilen veriler ort + SD olarak ifade edilir. ki yonlii varyans
analizi ve Sidak’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. a p<0,05 Kontrol grubuna
gore; b p<0,05 PTZ grubuna gore; ¢ p<0,05 PK grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml fark oldugunu gostermektedir.

Histopatolojik inceleme sonucunda verilen puanlamalar sonucunda yapilan
istatistiksel analizlere gore, pons kesitlerinde gozlenen hiicre dejenerasyonu PTZ ve
PTZ+MA grubunda kontrol ve PK gruplarina gére daha yogundu (Sekil 15, Tablo
13). Ayrica pons kesitleri incelendiginde tablo 13’te gosterildigi iizere hiicre

dejenerasyonunun PTZ ve PTZ+MA gruplarinda anlamli olarak arttig1 gézlendi.
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Sekil 15. Pons dokusunun hematoksilen eosin boyama goriintiileri: Kontrol grubu
(a). PTZ grubu (b), PK grubu (c), MA prosediirii grubu (d) ve PTZ+MA prodesiirii
grubu (e). Dilate kan damari sar1 ok, hiicre dejenerasyonu mavi ok ile gosterilmistir.

Biiylitme 20x, bar= 50um.
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Tablo 13. Ponsta gbzlenen hasar oranlar1

Gruplar Hiicre Dejenerasyonu | Dilate kan damari
Kontrol 0,5+ 0,54 0,33+ 0,51

PTZ 24 0,63% 1,83+ 0,75%

PK 0,33+ 0,51° 0,5+ 0,54°

MA 1,5+ 0,54 0,66+ 0,81°
PTZ+MA 1,834 0,75 2,16+ 0,75

Tabloda gosterilen veriler ort + SD olarak ifade edilir. ki yonlii varyans
analizi ve Sidak’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. a p<0,05 Kontrol grubuna
gore; b p<0,05 PTZ grubuna gore; ¢ p<0,05 PK grubuna gore; d p<0,05 MA grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu gostermektedir.
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5.4. Immiinohistokimyasal Analiz Bulgular

c-Fos

ac

<t &

Sekil 16. Hipokampuste c-Fos protein ifadesinin goriintiileri: Kontrol grubu (a). PTZ
grubu (b), PK grubu (c), MA prosediirii grubu (d) ve PTZ+MA prodesiirii grubu (e).
Histogram grafiginde gosterilen veriler ort + SD olarak ifade edilir. Tek yonlii
varyans analizi ve Dunnett ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. a p<0,05 Kontrol
grubuna gore; b p<0,05 PTZ grubuna gore; ¢ p<0,05 PK grubuna gore; d p<0,05 MA

grubuna gore istatistiksel olarak fark oldugunu gostermektedir.

c-Fos protein ifadesi PTZ, MA ve PTZ+MA gruplarinda kontrol ve pozitif
kontrol gruplarina gore artti. Bu artis kontrol grubuna gére PTZ grubunda 1,53 kat,
MA grubunda 1,69 kat ve PTZ+MA grubunda 1,57 kat olarak tespit edilmistir (Sekil
16).
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Sekil 17. Hipokampuste Kcal.l protein ifadesinin goriintiileri: Kontrol grubu (a).
PTZ grubu (b), PK grubu (c), MA prosediirii grubu (d) ve PTZ+MA prodesiirii grubu
(e). Histogram grafiginde gosterilen veriler ort + SD olarak ifade edilir. Tek yonli
varyans analizi ve Dunnett ¢coklu karsilagtirma testi uygulanmigtir. *p<0,05 diger tim

gruplardan istatistiksel olarak fark oldugunu gostermektedir.

Hipokampuste Kcal.l protein ifadesi pozitif kontrol grubunda diger tiim
gruplara gore azaldigi gozlendi. Bu azalis kontrol grubuna gore 3,17 kat, PTZ
grubuna gore 3,54 kat, MA grubuna gore 2,96 kat ve PTZ+MA grubuna gore 3,8
kattir (Sekil 17).
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Sekil 18. Frontal kortekste c-Fos protein ifadesinin goriintiileri: Kontrol grubu (a).
PTZ grubu (b), PK grubu (c), MA prosediirii grubu (d) ve PTZ+MA prodesiirii grubu
(e). Histogram grafiginde gosterilen veriler ort + SD olarak ifade edilir. Tek yonlii
varyans analizi ve Dunnett ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. a p<0,05 Kontrol
grubuna gore; b p<0,05 PTZ grubuna gore istatistiksel olarak fark oldugunu

gostermektedir.

Frontal kortekste PTZ grubunda c-Fos ifadesinin kontrol, PK ve MA
gruplarina gore anlamli olarak arttig1 gozlendi. Bu artis kontrol grubuna gore 2,22
kat, PK grubuna gore 2,43 kat ve MA grubuna gore 1,91 kat oldugu tespit edilmistir
(Sekil 18).
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Protein Ekspresyonu (%)

Sekil 19. Frontal kortekste Kcal.1 protein ifadesinin goriintiileri: Kontrol grubu (a).
PTZ grubu (b), PK grubu (c), MA prosediirii grubu (d) ve PTZ+MA prodesiirii grubu
(e). Histogram grafiginde gosterilen veriler ort + SD olarak ifade edilir. Tek yonli
varyans analizi ve Dunnett ¢coklu karsilastirma testi uygulanmistir. *p<0,05 diger tim
gruplardan istatistiksel olarak fark oldugunu gostermektedir. a p<0,05 Kontrol
grubuna gore; b p<0,05 PTZ grubuna gore; ¢ p<0,05 PK grubuna gore istatistiksel

olarak fark oldugunu gostermektedir.

Kcal.1 ifadesinin frontal kortekste Ozellikle PTZ, MA ve PTZ+MA
gruplarinda kontrol ve pozitif kontrol grubuna gore arttig1 gozlendi. Kcal.1 ifadesinin
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kontrol grubuna gére PTZ grubunda 2,1 kat, MA grubunda 1,68 kat ve PTZ+MA
grubunda ise 2,03 kat arttig1 tespit edildi (Sekil 19).

Sekil 20. Ponsta Kcal.1 protein ifadesinin goriintiileri: Kontrol grubu (a). PTZ grubu
(b), PK grubu (c), MA prosediirii grubu (d) ve PTZ+MA prodesiirii grubu (e).
Histogram grafiginde gosterilen veriler ort + SD olarak ifade edilir. Tek yonlii
varyans analizi ve Dunnett ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. *p<0,05 diger tim
gruplardan istatistiksel olarak fark oldugunu gostermektedir. a p<0,05 Kontrol
grubuna gore; b p<0,05 PTZ grubuna gore; ¢ p<0,05 PK grubuna gore; d p<0,05 MA

grubuna gore istatistiksel olarak fark oldugunu gostermektedir.
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Ponsta Kcal.1 ifadesi PTZ ve PTZ+MA gruplarinda diger gruplara gore
arttigr goézlendi. Kontrol grubuna gore Kcal.l ifadesinin PTZ grubunda 2,5 kat ve
PTZ+MA grubunda 2,46 kat arttig1 tespit edildi (Sekil 20).

5.5. Western Blot Analiz Bulgulari
Western blot analiz sonuglarina gére hipokampuste Kcal.1 ifadesinin kontrol
grubuna gore PTZ+MA grubunda anlamli olarak arttigr gozlendi. Ponsta Kcal.l

ifadesi bakimindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmadigi tespit edildi.

A K PIZ PK MA PI/Z-MA B K PIZ PK MA PIZ-MA
—_——— - ——
e —— | ———

15+ 4=
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§ 3 |
< v
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N - N o

Sekil 21. Kcal.1 band goriintiileri: Hipokampuste (A) ve ponsta (B) Kcal.1 band
goriintiileri. Histogram grafiginde gosterilen veriler ort & SD olarak ifade edilir. Tek
yonlii varyans analizi ve Dunnett ¢oklu karsilastirma testi uygulanmigtir. *p<0,05
diger tim gruplardan istatistiksel olarak fark oldugunu gdstermektedir. a p<0,05
Kontrol grubuna gore; b p<0,05 PTZ grubuna gore; ¢ p<0,05 PK grubuna goére

istatistiksel olarak fark oldugunu gostermektedir.
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6. TARTISMA

Yapilan ¢alismada “pulslu manyetik alan etkisinin epilepsi mekanizmasindaki
rolliniin aydinlatilmasina katki saglamak adina PTZ ile olusturulan epilepsi
modelinde hipokampiis ve pons dokusunda BK kanallarinin ekspresyon seviyelerinin
arastirilmasi1” hipotez olarak belirlenmistir. Bu hipotezi aydinlatilmak amaciyla,
pulslu manyetik alanin epileptik sicanlarda olumlu etki olusturup olusturmadig: ile
hipokampilis ve pons dokusunda BK kanallarinin ekspresyon seviyelerinin
arastirilmasina iligskin bulgularla birlikte elde ettigimiz diger veriler literatiirden
yararlanilarak tartisilmaya calisildi.

Epilepsinin bir tiirtine sahip hastalarla yapilan bir ¢alismada yiiksek frekansh
rTMS’nin hastalik tizerindeki etkisi arastirilmigtir. Manyetik uyarim sonrasinda iki
hastanin nobetlerinde kisa bir duraksama kaydedilmistir. Buna ek olarak hastalarin
ikisinin nobetlerinde bir giinden uzun siiren duraklama elde edilmistir (91). 2013
yilinda 15 Hz degerinde rTMS’nin kullanildig1 bir ¢alismada epilepside manyetik
alanin akut etkileri incelenmistir. Manyetik alan uygulamasinin epileptik desarjlar
durdurmak i¢in etkili bir yontem oldugu saptanmustir (11). Bununla iliskili olarak
yiiksek frenkansta rTMS uygulamasi iyon akimlarini etkileyerek epileptik desarjlari
diizenleyebilecegi oOne siiriilmiistiir. 2014 yilinda yapilan bir arastirmada ise
rTMS’nin kortikal uyarilabilirlige olan etkisi hedeflenmistir. Yiiksek frekansh
rTMS’nin kortikal baskilanmaya aracilik ettigi ortaya konulmustur (92). Bu verilere
gore, noronal ateslemenin bozuldugu epilepside rTMS’nin  ndronlarin
uyarilabilirligini diizenleyebilecegi ifade edilebilir. 2016 yilinda yapilan bir hayvan
calismasinda yiiksek frekansli rTMS ile epilepsi tedavisinde kullanilan lorazepam
ajaniin EEG {izerine etkisi incelenmistir. Bununla birlikte, yarim doz lorazepam ile

birlikte rTMS kullanilmasi tam lorazepam dozu kadar etkili olmustur (93).

Yaptigimiz calismada RS sistemi ile skorladigimiz PTZ ile PK grup
ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark oldugunu (p= 0,003) ve bu durumun kullanilan
antiepileptik ilacin skorlama degeri iizerine etkisinden kaynaklandigimi, PTZ ile
PTZ+MA grup ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark olusmadigini (p= 0,559) ve bu
durumun PTZ+MA grubuna uygulanan pulslu manyetik alanin skorlama iizerine

anlamli bir etki olusturmadigini, son olarak PK ile PTZ+MA grup ortalamalar
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arasinda anlaml bir fark oldugunu (p= 0,007) ve bu durumun kullanilan antiepileptik
ilacin pulslu manyetik alan uygulamasina kiyasla skorlamaya anlamli sekilde etki
ettigi seklinde yorumlamamiza yardimci olmustur. PTZ ile PTZ+MA gruplarim
karsilastirdigimizda, uygulanan pulslu manyetik alanin RS sistemine etki ettigini (RS
sistemi PTZ grup ortalamas1 = 2,6442 ve RS sistemi PTZ+MA grup ortalamasi =
2,5481) ama bu etkinin anlamli bir fark olusturmadigi gozlemlenmistir. Elde edilen
sonuglar araciligiyla ytliksek frekansli pulslu manyetik alan uygulamasi anti-epileptik

ilaglarin yaninda kullanilabilecek bir potansiyel tedavi olusturabilir.

2018 yilinda yapilan bir ¢aligmada, BK kanallarinda epilepside de novo
olarak goriilen mutasyonlar incelenmistir. Ilgili kanallardaki bir mutasyon cesidinin
kanalin agilma olasiligin1 ve agik kalma siiresini yiikselterek potasyum akimini
artirmigtir (94). Bu durum, epilepside BK kanallarinin potasyum akimlarini
degistirerek noronal uyarilabilirligi etkiledigi seklinde yorumlanabilir. Benzer bir
sekilde, BK kanalinda yapilan bir arastirmada jeneralize epilepside goriilen bir
mutasyon incelenmistir. Daha biiyiik bir akima sahip olan mutant BK kanali, Ca*™
tyon duyarliligindaki artis nedeniyle ylikselmis acik kanal olasilig1 gostermistir (95).
Elde edilen bilgilere gore, aksiyon potansiyellerinin repolarizasyonunu etkileyerek
artan uyarilabilirlige yol agabilir. Bunun sonucunda ise ndronlar daha hizli atesleme
yaparak genel epilepsi tablosuna neden olabilir. 2013 yilinda yapilan bir ¢calismada
olusturulan epilepsi modeline BK kanalin1 engelleyen bir ajan verilmistir. Verilen
kimyasal aracilifiyla olusturulan ndbetlere kars1t koruma yiizdesinde dnemli bir artig
saglanmistir  (96). Bdylece, BK kanallarinin epilepside goriilen ndbetlerin
mekanizmasinda rol aldigi sdylenebilir. Literatiirdeki veriler BK kanallarinda
meydana gelen bir islev bozuklugunun epilepsi olusumuna katkida bulunabilecegine
dair kanitlar saglamaktadir. Bu veriler BK kanallarinin ndbet baskilama igin
potansiyel molekiiler hedefleri temsil edebilecegini hipotezini desteklemektedir.
Bagka bir ¢alismada, yiliksek frekansl stimiilasyon uygulanan bolgelerde hiicre dist
potasyum konsantrasyonunun yiikseldigi ve ilgili néronlarin dinlenme membran
potansiyelinin depolarize oldugu gozlemlenmistir (97). Buna dayanarak, yiiksek
frekansli stimulasyonun BK kanallarini etkileyerek K* iyonlarini hiicre dis1 ortamda
yiikselttigi one siirtilebilir. 2015 yilinda Alzheimer modelinde yapilan bir ¢calismada,

BK kanallarmin aktivitesinin, TMS uygulamasi sonrasinda degistigi kaydedilmistir.
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Elde edilen farkliliklara kortikal uyarilabilirlikteki degismeler eslik etmistir (98).
Dolayisiyla, epilepside BK kanal ifadesinin ve aktivitesinin TMS girisimi ile
diizenlenebilecegi ¢ikarimi yapilabilir. Elde edilen veriler, TMS uygulamasimnin BK
kanallarinin dahil oldugu potasyum ve kalsiyum iyonlar1 araciligiyla noéronal

uyarilabilirlikte etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Nitekim yaptigimiz calismada gruplar arast BK kanal ekspresyon seviyesi
incelendiginde, hipokampuste Kcal.1 protein ifadesi pozitif kontrol grubunda diger
tiim gruplara gore azaldigi gozlendi. Bu azalis kontrol grubuna gore 3,17 kat, PTZ
grubuna gore 3,54 kat, MA grubuna gore 2,96 kat ve PTZ+MA grubuna gore 3,8
kattir. Kcal.l proteini, hiicre dis1 bir epitopu tanir ve bu nedenle canli hiicrelerdeki
kanali saptamak i¢in idealdir. PK grubundaki sicanlarin BK kanali ekspresyon
seviyesinde, verilen antiepileptik ilagtan kaynakli diger gruplara nazaran anlamli bir
derecede azalma oldugu seklinde yorumlanabilir. PTZ ile PTZ+MA gruplari arasinda
anlamli bir fark olugsmamasina ragmen, PK grubunun PTZ grubuna gore 3,54 kat,
PTZ+MA grubuna gore 3,8 kat azalmis olmasi PTZ+MA grubuna uygulanan pulslu
manyetik alanin hipokampuste BK kanali ekspresyon seviyesinde anlamli derecede
olmasa da bir azalmaya neden oldugunu goéstermektedir. Uygulanan manyetik alanin
siddeti veya uygulama siiresi degistirilerek, hipokampuste BK kanali ekspresyon

seviyesine anlamli bir azalma elde edilmesi miimkiin olabilir.

Frontal kortekste Kcal.l1 ifadesinin Ozellikle PTZ, MA ve PTZ+MA
gruplarinda kontrol ve PK grubuna gore arttigir gozlendi. Kcal.l ifadesinin kontrol
grubuna gore PTZ grubunda 2,1 kat, MA grubunda 1,68 kat ve PTZ+MA grubunda
ise 2,03 kat arttig1 tespit edildi. MA grubunun BK kanali ekspresyon seviyesinin
ozellikle kontrol grubuna gore artis gdstermesinin sebebi gruba uygulanan pulslu
manyetik alandir. Buradan da saglikli sicanlara uygulanan pulslu manyetik
alaninfrontal kortekste BK kanali ekspresyon seviyesini artirdigi seklinde yorum
yapilabilir. PTZ ile PTZ+MA gruplarini karsilastirdigimizda, BK kanali ekspresyon
seviyesinde her ikisi i¢inde kontrol ve PK grubuna gore artis oldugu goriilmektedir.
Fakat PTZ+MA grubuna uygulanan pulslu manyetik alanin BK kanali ekspresyon
seviyesinde PTZ grubuna gore anlamli bir fark olusturmamasi, uygulanan pulslu

manyetik alaninepileptik sicanlarin  frontal kortekste BK kanali ekspresyon
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seviyesine anlamli bir etki olusturmadigi seklinde yorumlanabilir. Ancak kontrol
grubuna gore olan artisin PTZ grubunda 2,1 kat ve PTZ+MA grubunda ise 2,03 kat
olmast PTZ+MA grubuna uygulanan pulslu manyetik alanin anlamli olmasa da

frontal kortekste BK kanal1 ekspresyon seviyesine etki ettigi anlamina gelmektedir.

Ponsta Kcal.1 ifadesi PTZ ve PTZ+MA gruplarinda diger gruplara gore
arttig1 gozlendi. Kontrol grubuna gore Kcal.1 ifadesinin PTZ grubunda 2,5 kat ve
PTZ+MA grubunda 2,46 kat arttig1 tespit edildi. MA grubundaki siganlarin Frontal
kortekste Kcal.l ifadesinin kontrol ve PK grubuna gore arttig1 gozlenirken, ponsta
Kcal.1 ifadesi kontrol grubuna gére anlamli bir fark olusturmamistir. Bu durum,
pulslu manyetik alanin hipokampus bolgesine pons bdlgesine gére anlamli derecede
daha fazla etki ettigi seklinde yorumlanabilir. PTZ ile PTZ+MA gruplarini
karsilastirdigimizda, ponsta BK kanali ekspresyon seviyesinde her ikisi iginde
kontrol ve PK grubuna gore artis oldugu goriilmektedir. PTZ+MA grubuna
uygulanan pulslu manyetik alanin BK kanali ekspresyon seviyesinde PTZ grubuna
gore anlamli bir fark olusturmamasi, uygulanan pulslu manyetik alanin epileptik
siganlarin ponsta BK kanal1 ekspresyon seviyesine anlamli bir etki etmedigi seklinde
yorumlanabilir. Ancak kontrol grubuna gore olan artisin PTZ grubunda 2,5 kat ve
PTZ+MA grubunda ise 2,46 kat olmast PTZ+MA grubuna uygulanan pulslu
manyetik alaninanlamli olmasa da ponsta BK kanal1 ekspresyon seviyesine etki ettigi

anlamina gelmektedir.

PTZ modeliyle yapilan deneysel arastirma, artan c-fos ekspresyonunun
baskilanmasimin ©6n tedavi saglayabilecegini ileri siirmistir (99). PTZ ile
tutusturulmus bir modelin olusturuldugu bir fare ¢alismasinda, c-fos proteininin
artisinin bir antiepileptik ajanla baskilanmasi, epileptogenezi degistiren modiile edici
bir siire¢ olabilir (100). Her iki sonuc¢ da c-fos proteinini inhibe ederek nobetleri
bastirmayr amagclayan manyetik alan uygulamamizla elde edilen sonuglarla
uyumludur. Manyetik alanin c-fos proteinini etkiledigini gosteren deneysel
caligmalar, manyetik alan uygulamasinin bu protein ifadesini baskiladigin
gostermektedir. Sonuglar, manyetik uyaranlarin noéron poplilasyonlarmi da
etkileyebilecegini belirler (101). Sonuglarimiz da bu makale ile nobetlerde beklenen

olas1 c-fos artisi ile Ortlisen verilerden olusmaktadir.
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2011 yilinda yapilan bir ¢alismada, 16 Hz manyetik alan uygulamasinin
KATP iyon kanallarmin aktivasyonunu artirabilecegi ve Ca*? gegislerini azaltarak
kasilmalarda degisikliklere neden olabilecegi ifade edilmektedir (102). Ancak bizim
calismamizda boyle bir yanit goriilmedi. Nobetler sonrasi kontrol grubundaki iyon
kanallariin yogunluklarin1 pulslu manyetik alan tedavisi ile molekiiler diizeyde
degistirme cabasi yetersiz kaldi. 15 Hz pulslu manyetik alan uygulamasina yanit
alinmazken, PTZ grubu sicanlarda nobet sonrast KCal.l siddeti artti. Pulslu
manyetik alan uygulamasi ile organ biyosisteminden izole edilen hiicreler bazinda
nobet sonrast artan KCal.l konsantrasyonunu bastirmak i¢in yeni bir ¢alisma
diizenegi kurmayi gerektiriyor. Sonu¢ olarak nobet sonrasi artan c-fos protein
yogunlugu 15 Hz pulslu manyetik alan uygulamasi ile kontrol degerine gerilemistir.
Nobet sonrast hiicre dejenerasyonu ve dilate kan damari artis1 gibi patoloji sonuglari
pulslu manyetik alan uygulamasi ile iyilesme gosterdi. Bununla birlikte, hiicresel
diizeyde iyon kanallarin1 anlamli derecede etkilemedi. Tiim bu sonuglar, pulslu
manyetik alan uygulamasinin nobetler i¢in bir tedavi segenegi oldugunu, ancak daha
fazla mikrobiyo sistemde iyon kanali arastirmalarinda hiicre kiiltiirii ile ilgili

caligmalarin gelistirilmesi gerektigini géstermistir.
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7. SONUC

RS sistemi ile skorladigimiz PTZ, PK ve PTZ+MA gruplarina SPSS programi
ile uyguldigimiz Kruskal-Wallis ile Mann-Whitney Testleri sonucu PTZ ile PK grup
ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark oldugunu (p = 0,003) ve bu durumun kullanilan
antiepileptik ilacin skorlama degeri iizerine etkisinden kaynaklandigini, PTZ ile
PTZ+MA grup ortalamalar1 arasinda anlaml bir fark olusmadigin (p = 0,559) ve bu
durumun PTZ+MA grubuna uygulanan pulslu manyetik alanin skorlama iizerine
anlamli bir etki olusturmadigini, son olarak PK ile PTZ+MA grup ortalamalari
arasinda anlamli bir fark oldugunu (p = 0,007) ve bu durumun kullanilan
antiepileptik ilacin pulslu manyetik alan uygulamasina kiyasla skorlamaya anlamli

sekilde etki ettigi seklinde yorumlamamiza yardimer olmustur.

Frontal korteksde PTZ+MA grubuna uygulanan pulslu manyetik alanin,
antiepileptik ila¢ gibi anlamli derecede noron aktivitesinin diizenlenmesine katki
saglamasinin yani sira BK kanal eksprasyon degerinede anlamli olmasada bir etki
olusturmasi, beynin frontal lobundan kaynakli olusan epilepsi hastalarina umut
vermesi bakimindan biiylik bir 6nem ifade etmektedir. PTZ uygulamasi sonrasi
uygulanan manyetik alan bu artis1 kontrol gruplarina esdeger degerlere indirirken,
ndbet olusturulan hayvanlarda c-fos proteininde immiinohistokimyada artis oldu. Bu
bilgi tedavi amaghh 15 Hz'de uygulanan manyetik alanin nobetlerin etkisini

azaltabilecegini gostermektedir.

Manyetik alan uygulamasinin nébet sonras1 hayvan dokularindaki patolojileri
kismen iyilestirdigini saptadik. Hipokampusta ndbet sonrasi hiicre dejenerasyonu ve
dilate kan damar1 yogunlugu artarken manyetik alan uygulanan gruplarda iyilesme
goriildli. Benzer olarak frontal korteksteki genislemis kan damarlari, tedavi amach
manyetik alan uygulanan gruplarda azalmistir. Bu, manyetik alan uygulamasinin
doku biyosistemi iizerinde iyilestirici bir etkiye sahip olabilecegini gdstermektedir.
Ancak iyon kanallar1 gibi ¢ok kiiclik sistemlerde bu uygulamanin gegerli olmadigi

KCal.l iizerinde yaptigimiz deneylerle gosterilmistir.
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