TURKIYE CUMHURIYETI
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

BIYOFIZIK ANABILIM DALI

NOROTROFIN RESEPTORLERINDEN TRKB
VE P75’IN BEYIN KESITLERINDE
OLUSTURULMUS EPILEPSI BENZERI
OLAYLARA ETKISININ INCELENMESI

Dilanur KOSE

YUKSEK LISANS TEZI

Prof. Dr. Ismail ABIDIN

TRABZON - 2025






BEYAN

Bu tez ¢alismasinin Karadeniz Teknik Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez
Hazirlama ve Yazim Kilavuzu standartlarina uygun olarak yapildigini ve yazildigini, tezin
akademik ve etik kurallara baglh kalinarak gergeklestirilmis 6zgilin bir bilimsel aragtirma
eserim oldugunu, tezde yer alan ve bu tez c¢alismasiyla elde edilmeyen tiim bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve kullanilan kaynaklarin kaynaklar listesinde yer aldigini,
tezin calisilmasi ve yazimi asamalarinda patent ve telif haklarmi ihlal edici bir

davranisimin olmadigini beyan ederim.

17/06/2025
Dilanur KOSE



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca aldigim derslerde derin bilgisi ile beni aydinlatan,
her zaman yol gosteren, tez calismamin planlanmasindan yazimina kadar tiim asamalarda
yardimimi esirgemeyen, calismamda hayvanlarin teminini saglamamda yardimci olan

degerli danismanim Sayin Prof. Dr. Ismail ABIDIN’e,

Yiiksek lisans egitimim siiresince gerek derslerde, yaptigimiz ¢calismalarda gerekse
sosyal hayatimda yardimlarindan fazlaca faydalandigim sayin Prof. Dr. Selcen ABIDIN ve
Dog. Dr. Harun BASOGLU’na,

Yiiksek lisans egitimim boyunca aldigim derslerle bilgi birikimime biiyiik katkilart
olan Prof. Dr. Ahmet ALVER, Prof. Dr. Figen CELEP EYUBOGLU, Dog. Dr. Tuba
DINCER ve Dr. Ogr. Uyesi Bayram TORAMAN’a,

Tez calisgmamin deney ve analiz asamalarinda yardimlarini ve deneyimlerini

esirgemeyen kiymetli Ars. Gor. Dr. Hilal OZTURK ’e,

Lisans hayatimdan tamidigim, yiiksek lisans dénemimin de biiyiikk ¢ogunlugunu
beraber gecirdigimiz, deneylerimde mental olarak desteklerini esirgemeyen degerli bolim

arkadasim Esra KABAK'a,

2210/A Yurt I¢i Genel Yiiksek Lisans Burs Programi kapsaminda yiiksek lisans
egitimimi boyunca maddi destek aldigim TUBITAK Bilim insani Destek Programlart
Baskanlig1 (BIDEB) na,

Hayatim boyunca bana destek olarak ayakta durmami saglayan, emeklerini eksik
etmeyen, kosulsuz destek ve inanglarinin bitmeyecegini bildigim, egitimime basladigim ilk
giinden beri hem manevi ve hem de maddi her kosulda yanimda olan canim annem, canim

babam, canim kardeslerim ve sevgili aile biiyiiklerime,

Sonsuz saygi1 ve tesekkiirlerimi sunarim...

Dilanur KOSE

Bu ¢alisma, Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’nin

TYL-2023-10952 No’lu projesi tarafindan desteklenmistir.




ICINDEKILER

IC KAPAK SAYFASI

ONAY

BEYAN

TESEKKUR

ICINDEKILER

TABLOLAR DIZINI

SEKILLER DiZiNi

KISALTMALAR, SIMGELER ve FORMULLER DIiZiNi

OZET

ABSTRACT

1. GIRIS ve AMAC

2. GENEL BILGILER

2.1. Uyarilabilirlik ve Epilepsinin Néronal Mekanizmasi

2.2. Antiepileptik laglar

2.2.1. ANA-12

2.2.2.LM11A-31

2.3. Entorhinal Korteks ve Hipokampal Olusum

2.3.1. Entorhinal Korteks ve Hipokampusun Anatomik Yapilari

2.3.2. Epileptik Olaylarda Entorhinal Korteks ve Hipokampusun Rolii

2.3.2.1. Rhinal Bolgelerin Rolii

2.3.2.2. Hipokampusun Rolii

2.3.2.3. Entorhinal Korteksin Rolii

2.4. Norotrofinler

2.4.1. Beyin Tiirevli Norotrofik Faktdr ve Genel Ozellikleri

2.4.1.1. Beyin Tiirevli Norotrofik Faktoriin Sentezi ve Salinimi

2.4.1.2. proBDNF ve olgun BDNF

2.4.2. Beyin Tiirevli Nérotrofik Faktdr Izoformlarmin Hiicre I¢i Sinyal Yolaklar:
2.4.2.1. Tropomiyozin Reseptdr Kinaz B, Hiicre I¢i Yolaklar1 ve Uyarilabilirlikle
Miskisi

2.4.2.2. p75 Nérotrofin Reseptorii, Hiicre I¢i Yolaklari ve Uyarilabilirlikle iliskisi

Vi

Sayfa

vi
viii
ix
Xi
Xiv

XV

O O o0 WD KA -

10
11
13
13
14
14
15
16
18
19
20

22
26



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan Deney Hayvanlar1

3.2.2. Kullanilan Stok Soliisyonlar ve ila¢ Molekiillerinin Hazirlanmasi
3.2.3. Taze Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

3.2.3.1. ilagli Soliisyonlarin Hazirlanmas:

3.2.4. Taze Beyin Kesitlerinin Alinmasi

3.2.5. Kesitlerden Hiicre Dis1 Alan Potansiyellerinin Kayit Edilmesi

3.2.5.1. Bazal Kayitlarin Alinmasi

3.2.5.2. Epilepsi Olusturulmus Kesitlerde Kayitlarin Alinmasi

3.2.6. Elektrofizyolojik Kayitlarin Analiz Edilmesi

3.2.7. Istatistiksel Analiz

4. BULGULAR

4.1. ANA-12’nin Uyarilabilirlik ve Epilepsi Benzeri Olaylara Etkisine Ait
Bulgular

4.1.1. ANA-12’nin Hipokampustaki Uyarilabilirlik ve Epilepsi Benzeri Olaylara
Etkisine Ait Bulgular

4.1.2. ANA-12’nin Entorhinal Korteksteki Uyarilabilirlik ve Epilepsi Benzeri
Olaylara Etkisine Ait Bulgular

4.2. LM11A-31’in Uyarilabilirlik ve Epilepsi Benzeri Olaylara Etkisine Ait
Bulgular

4.2.1. LM11A-31’in Hipokampustaki Uyarilabilirlik ve Epilepsi Benzeri Olaylara
Etkisine Ait Bulgular

4.2.2. LM11A-31’in Entorhinal Korteksteki Uyarilabilirlik ve Epilepsi Benzeri
Olaylara Etkisine Ait Bulgular

5. TARTISMA ve SONUC

6. KAYNAKLAR

EKLER

EK 1. Etik Kurul Onay Belgesi

OZGECMIS

vil

32
32
32
34
34
34
34
35
36
36
37
38
44
49
49
50

50

51

54

56

57

59

61

67

82

&3
84



TABLOLAR DIiZiNi

Tablo No Sayfa
Tablo 1. Tez ¢alismasinda kullanilan cihaz, alet ve malzemeler ile bunlarin

tiretici firmalari 32
Tablo 2. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari 33

Tablo 3. Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar ile iiretici firmalari 34

viil



Sekil No
Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.

Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.

Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.

Sekil 17.

Sekil 18.

Sekil 19.

Sekil 20.

Sekil 21.

Sekil 22.

Sekil 23.

SEKILLER DiZiNi

Noronal uyarilabilirligi belirleyen iki faktor
ANA-12 molekiiliiniin yapist
LM11A-31 molekiiliiniin yapis1

Entorhinal korteks ve hipokampus yapilar1 ve bunlarin birbirleriyle
yaptiklari sinaptik baglantilar

Norotrofinler ve reseptorleri

Fare ve sigan BDNF genlerinin yapilar1 ve alternatif transkriptleri
BDNF'nin protein yapisi

ProBDNF’nin mBDNF’ye doniisiimii ve gorevli organeller

BDNF izoformlarinin reseptdrlerine baglanmasiyla aktiflesen sinyal
yolaklar1

mBDNF/TrkB kompleksinin sinyal yolaklari
p75 reseptoriiniin hiicre ici sinyal yolaklar

Fare beyninden horizontal diizlemde kesitlerin alinmasi ve
oksijenlenmesi

Laboratuvarda kullanilan deney diizenegi
Kesite yerlestirilen elektrotlarin konumu
Kay1t haznesine giren ve hazneden ¢ikan yBOS'nin gosterilmesi

ANA-12’nin hipokampustaki epilepsi benzeri olaylara etkisini
gosteren kayitlar

ANA-12’nin hipokampustaki epilepsi benzeri olaylarin toplam
giicline ve gii¢ spektrumuna etkisi

ANA-12 'nin hipokampustaki epilepsi benzeri olaylarin frekansina,
stiresine ve genligine etkisini gosteren ¢izgi grafikleri

ANA-12’nin entorhinal korteksteki epilepsi benzeri olaylara etkisini
gosteren kayitlar

ANA-12’nin entorhinal korteksteki epilepsi benzeri olaylarin toplam
giicline ve gii¢ spektrumuna etkisi

ANA-12 min entorhinal korteksteki epilepsi benzeri olaylarin
frekansina, siiresine ve genligine etkisini gdsteren ¢izgi grafikleri

LM11A-31’in hipokampustaki epilepsi benzeri olaylara etkisini
gosteren kayitlar

LM11A-31’in hipokampustaki epilepsi benzeri olaylarin toplam
giicline ve gii¢ spektrumuna etkisi

iX

Sayfa

10

11
16

17
18
19

21
24

28

36
37

38
38

51

52

53

54

55

56

57

58



Sekil 24.

Sekil 25.

Sekil 26.

Sekil 27.

LM11A-31’in hipokampustaki epilepsi benzeri olaylarin frekansina,
stiresine ve genligine etkisini gosteren ¢izgi grafikleri

LMI11A-31’in entorhinal korteksteki epilepsi benzeri olaylara etkisini
gosteren kayitlar

LM11A-31’in entorhinal korteksteki epilepsi benzeri olaylarin toplam
giicline ve gii¢ spektrumuna etkisi

LMI11A-31’in entorhinal korteksteki epilepsi benzeri olaylarin
frekansina, genligine ve siiresine etkisini gosteren ¢izgi grafikleri

58

59

60

60



KISALTMALAR, SIMGELER ve FORMULLER DIiZiNi

Kisaltmalar

4-AP 4- aminopiridin

7,8-DHF 7,8-dihidroksiflavon

Akt Protein kinaz B

AMPA a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izokszolpropiyonik asit
BDNF Beyin tiirevli norotrofik faktor

CC Sistein kiimesi

CCRD Sisteince zengin bolge

CREB Siklik AMP yanit elementi baglayici protein
DAG Diagilgliserol

DG Dentat girus

DRE Ilaca direngli epilepsi

EC Entorhinal korteks

EEG Elektroensefalografi

ERC Entorhinal korteks

ERK Ekstraselliiler sinyalle diizenlenen kinazlar
GABA Gama aminobiitirik asit

GIRK G-protein kenetli ice dogrultucu potasyum kanallari
Grb2 Biiylime faktorii reseptoriine bagl protein 2
GTPaz Guanozin trifosfataz

HS Hipokampus sklerozu

IGF Insiilin benzeri biiyiime faktorii

IP; Inozitol trifosfat

JNK c-Jun N-terminal kinaz

KCC2 Potasyum-kloriir kotastyicist 2

LEC Lateral entorhinal korteks

LLR Losince zengin bolge

LNGFR Diisiik afiniteli sinir biiyiime faktorii reseptorii
LTD Uzun siireli depresyon

LTP Uzun siireli potansiyasyon

MAPK Mitojenle aktive olan kinaz

MBDNF Olgun beyin tiirevli norotrofik faktor

MEC Medial entorhinal korteks

MEK Mitojenle aktive olan protein kinaz

MMP Matriks metalloproteinaz

X1



MSS Merkezi sinir sistemi

MTOR Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi
NF-xB Niikleer faktor kappa B

NGF Sinir biiyiime faktori

NgR1 Nogo-66 reseptorii

NMDA N-metil D-aspartat

NRAGE Norotrofin reseptoriiyle etkilesimli MAGE homolog
NRIF Norotrofin reseptoriiyle etkilesimli faktor
NT Norotrofin

NT-3 Norotrofin 3

NT-4/5 Norotrofin 4/5

NT-6 Norotrofin 6

NT-7 Norotrofin 7

p7SNTR p75 norotrofin reseptorii

P85 PI-3 kinazin katalitik olmayan altbirimi)
PDS Paroksismal depolarizasyon siftleri

PI3K Fosfatidil inozitol-3-kinaz

PIP2 Fosfatidilinozitol 4,5- bifosfat

PKC Protein kinaz C

PLC-vy Fosfolipaz C-y

PPC Proprotein konvertaz

PRC Perirhinal korteks

ProBDNF Beyin tiirevli norotrofik faktor onciili
RAC1 RAC ailesi kiiciik guanozintrifosfataz 1
RhoA Ras homolog gen ailesi iiyesi A
RhoA-GDI Rho guanin niikleotidi ayristirma inhibitorti
RIP2 Serin/ treonin — protein kinaz 2

ROCK Rho iligkili protein kinaz

S1P Sfingozin-1-fosfat

She SH2- ig¢eren dizi

TARP AMPA reseptor diizenleyici protein

TLE Temporal lob epilepsisi

TRAF6 Tiimdr nekroz faktorii reseptoriiyle iliskili faktor 6
Trk Tropomiyozin reseptor kinaz

TrkA Tropomiyozin reseptor kinaz A

TrkB Tropomiyozin reseptor kinaz B

xii



TrkC
Tyr-515
YBOS

Simgeler
o

v
K

1)
°C
%

Formiiller
C2H,1N305S
CaCl,
C12H25N;0;
MgClz

KCl
NaHCO;
NaH,PO,
NaCl

Tropomiyozin reseptor kinaz C
Anti trkb antikoru

Yapay beyin omurilik sivisi

Alfa

Gama

Kappa

Mikro

Santigrat derece
Yiizde

ANA-12 molekiiliiniin formiilii
Kalsiyum kloriir

LM11A-31 molekiiliiniin formiilii
Magnezyum kloriir

Potasyum kloriir

Sodyum bikarbonat

Sodyum dihidrojen fosfat
Sodyum kloriir

xiil



OZET

Norotrofin Reseptorlerinden TrkB ve p75’in, Beyin Kesitlerinde Olusturulmus

Epilepsi Benzeri Olaylara Etkisinin incelenmesi

Norotrofik faktorler; beyin gelisimi, fonksiyonlarinin = diizenlenmesi, sinir
hiicrelerinin ~ dallanmalarinin ~ kontrol — edilmesi  gibi  silireglerde rol oynayan
haberci/modiilator proteinlerdir ve beyin tiirevli norotrofik faktér (BDNF) bu ndrotrofik
faktorlerden biridir. Merkezi sinir sistemi (MSS)’nde, tropomiyozin reseptor kinaz B
(TrkB) ve p75 norotrofin reseptorii (p75NTR), BDNF’nin reseptorlerindendir. TrkB
reseptorii, BDNF’nin olgun formuna afinite gosterirken; p75SNTR, BDNF’nin hem olgun
hem de pro formuna affinite gosterir. Bu reseptorler genel olarak sinir hiicrelerinin
gelisimi, sag kalimi, farklilasmasi ve plastisite gibi olaylarda goérev almaktadir. Fakat
p75NTR’nin farkli ligandlarinin olmasi onu hiicre 6liimiinde de gorevli hale getirmistir.
Noronal uyarilabilirlik bir néronun atesleme esigine ulasma egilimini ifade etmektedir.
Epilepside uyarilabilirlik artar, bu da néronlarin normalden daha kolay ve kontrolsiiz bir
sekilde elektriksel aktivite iretmesine neden olur. Bu calismada TrkB yolagini antagonize
eden ANA-12 ve p75 yolagini durduran LMI11A-31 molekiillerinin akut etkilerinin,

epilepsi ile iligkili sinirsel aktiviteler tizerindeki etkilerinin incelenmesi, amaglanmistir.

In vitro epilepsi modelinde, C57BL/6 tipi yabani fareler kullanilarak, hipokampus
ve entorhinal korteks bolgelerini iceren horizontal taze beyin kesitleri elde edildi.
Hipokampus (CAl) ve entorhinal korteks bolgelerinden es zamanl kayitlar alindi. 4-AP
(100 uM) uygulamasiyla kesitlerde epilepsi benzeri olaylar olusturuldu. ANA-12 (10 uM)
ve LM11A-31 (100 nM) molekiillerinin normal sinirsel aktivite ve epilepsi benzeri olaylari
nasil etkiledigi, ayr1 ayri, elektrofizyolojik veriler yardimiyla degerlendirildi. Elde edilen
verilerden gii¢ spektrum analizleri, epileptik aktivitelerin frekanslar, siireleri ve genlikleri
hesaplandi. Maddelerin kesitlere uygulanmadan 6nceki ve sonraki degerleri karsilastirildi.
0,1-50 Hz bant araliginda, molekiiller hipokampus ve entorhinal kortekste epilepsi benzeri
olaylarm gii¢lerini (mV?*/Hz) degistirmedi. Epilepsi benzeri olaylarm frekanslar1 ve
stireleri, ANA-12 uygulamasi sonrast her iki beyin bolgesinde de azaldi. LMI11A-31
uygulamasinin epilepsi benzeri olaylarin frekanslari, siireleri ve genliklerine etkisi

gorilmedi.

Anahtar Kelimeler: BDNF, Epilepsi, p75 reseptorii, Taze beyin kesiti, TrkB reseptorti,
Uyarilabilirlik
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ABSTRACT

Investigation of the Effect of Neurotrophin Receptors TrkB and p75 on Epilepsy-Like

Events Induced in Brain Slices

Neurotrophic factors are messenger/modulator proteins that play a role in processes
such as brain development, regulation of functions, control of nerve cell branching and
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is one of these neurotrophic factors. In the
central nervous system (CNS), tropomyosin receptor kinase B (TrkB) and p75
neurotrophin receptor (p75NTR) are receptors of BDNF. While the TrkB receptor shows
affinity for the mature form of BDNF, p75NTR shows affinity for both the mature and pro
forms of BDNF. These receptors generally play a role in events such as nerve cell
development, survival, differentiation and plasticity of nerve cells. However, the fact that
p75NTR has different ligands has made it also responsible for cell death. Neuronal
excitability refers to the tendency of a neuron to reach its firing threshold. Excitability
increases in epilepsy, causing neurons to produce electrical activity more easily and
uncontollably than normal. The aim of this study was to investigate the acute effects of
ANA-12, which antagonizes the TrkB pathway, and LM11A-31, which stops the p75

pathway, on neural activities associated with epilepsy.

In the in vitro epilepsy model, horizontal fresh brain slices containing the
hippocampus and entorhinal cortex regions were obtained using C57BL/6 wild type mice.
Simultaneous recordings were made from the hippocampus (CAl) and entorhinal cortex
regions. Epilepsy-like events were induced in the slices with application of 4-AP (100
uM). How ANA-12 (10 uM) and LM11A-31 (100 nM) molecules affected normal neural
activity and epilepsy-like events was evaluated separetely with the help of
electrophysiological data. Power spectrum analyses, frequencies, durations and amplitudes
of epileptic activities were calculated from the obtained data. The values of the substances
before and after application to the sections were compared. In the 0.1-50 Hz bandwidth, the
molecules didn’t change strengths (mV*/Hz) of epileptic-like events in the hippocampus
and entorhinal cortex. The frequencies and durations of epileptic-like events decreased in
both brain regions after ANA-12 application. LM11A-31 application didn’t affect

frequencies, durations and amplitudes of epileptic-like events.

Keywords: BDNF, Epilepsy, Fresh brain section, p75 receptor, TrkB receptor, Excitability
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1. GIRIS ve AMAC

Epilepsi, biling ve motor kontrol iizerinde etkili, diinya capinda sik goriilen
norolojik bozukluklardan 6nemli bir tanesidir. Beyinde normal sartlarda elektriksel
aktiviteler belirli bir diizende gerceklesirler. Fakat epilepsi varliginda bu diizen bozulur ve
ani, kontrolsiiz elektriksel patlamalar meydana gelmektedir. Bu patlamalar sonucunda
kiside cesitli ndbet tiirlerinin meydana gelmesi epilepsinin belirtilerindendir. Epilepsi bu
nobetlerin tekrarlanmasi ve nobetlerin kisinin hayatini etkilemesiyle de tanimlanmaktadir.
Meydana gelen nobetler hastanin hayatimi 6nemli 6l¢lide kisitlar. Epileptik ndbetlerin
siddeti, siiresi ve belirtileri kisiden kisiye farklilik gostermektedir. Ornegin bazi epileptik
nobetler sadece kisa siireli biling kayb1 veya kaslarda titreme seklinde olabilirken bazilar

daha agir ve daha genis yayilimli nébetlere yol agmaktadir.

Sinir sisteminde hiicre diizeyinde meydana gelen depolarizasyonla beraber
uyarilabilirligin artmas1 bu nébetlerle baglantilidir. flag tedavileri, epilepsi ndbetlerinin
kontrol altina alinmasinda yaygindir ve bir¢cok yeni ilag tiirii tiretilmeye devam etmektedir.
Buna ragmen epileptik hastalarin bir kismi bu yeni ilaglara direnclidir ve bu yiizden
tedavileri kisitlanir. Daha az yan etki ve daha iyi tedavi potansiyeli olan ilaclarin

gelistirilmesi i¢in de ¢alismalar devam etmektedir (1).

Bir sinir hiicresinin veya sinir devresinin bir uyariya verdigi yanitin siddeti
uyarilabilirlik olarak bilinir. Noronal uyarilabilirlik, ndronun cevap olarak olusturdugu
aksiyon potansiyeli yetenegidir. Noral uyarilabilirlik ise bir sinir devresini olusturan
sistemin olusturdugu toplam cevabin siddetidir. Inhibisyonun azalmasi veya artmasi,
eksitasyonun artmast veya azalmasi, hiicre dis1 kosullarin dinlenim potansiyellerinin
degismesi noral uyarilabilirligi degistirir. Sinir devrelerindeki senkronize haldeki

bosalmalar ve epilepsi benzeri aktiviteler, uyarilabilirligin artmasi sonucunda ortaya

¢ikmaktadir.

Hipokampus ve entorhinal korteks (EC), insan beyninde hafiza ve yon bulma gibi
olaylarda onemli rol iistlenen yapilardir. Bu yapilar epilepsiye yol acan patolojik siirecler
acisindan da kilit rol tstlenirler. Entorhinal korteks, neokorteks ve hipokampus arasinda
kap1 gorevi goriir ve burada olusan anormal elektriksel aktiviteler hipokampusu da
etkileyerek nobetlerin yayilmasina neden olmaktadir. Klinik ¢alismalar, entorhinal korteks-
hipokampus etkilesiminin yalnizca epileptik ndbetlerin kaynaginin olmadigini, bu

ndbetlerin 6grenme ve hafiza siireglerini de bozabilecegini gostermektedir.



Merkezi sinir sistemi (MSS)’nde yaygin olarak ifade edilen norotrofik faktor olan
Beyin Tiirevli Norotrofik Faktér (BDNF), noronlarda baskalagma, aksonal dallanma,
sinaptik olgunlasma ve plastisite gibi olaylar1 kontrol etmekle gorevlidir. Noronlarda
BDNF, proBDNF peptidi seklinde sentezlenir, hiicre disina salinir ve olgun BDNF
(mBDNF)’e déniistiiriiliir (2). Olgun BDNF ekstraselliiler ortamda Tropomiyozin Iliskili
Kinaz B (TrkB) reseptoriine baglanir ve etkilerini olustururken BDNF 6nciilii proBDNF,
p75NTR (p75 norotrofin reseptorii) ‘e bagl olarak etkilerini olusturur (3).

BDNF’nin uyarilabilirlige etkisinin TrkB ve p75NTR ile iligkilendirilmesi ¢esitli
aragtirmalara konu olmustur. TrkB ve p75NTR genellikle uzun siireli hiicresel olaylar
diizenler. Hem TrkB ve p75NTR hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunu kontrol ederek
noronlarda etkiye sebep olurlar (4). Bu etkilere bagl olarak TrkB ve p75NTR, sinir
devrelerinde akut uyarilabilirligi degistirme potansiyeline sahiptirler. Bu reseptorlerin
antagonistlerinin kullanilarak uyarilabilirlige nasil etki ettiginin anlasilmasi epilepsi

hastalig1 i¢in yeni ilag kesiflerinin ortaya ¢ikmasini saglayacaktir.

TrkB reseptorii, BDNF’ nin fizyolojik reseptorii olarak hizmet eder ve 6nemli hiicre
ici biyokimyasal yollar1 baslatir. Akut TrkB aktivasyonu, N-Metil D-Aspartat (NMDA)
reseptorii aracili akimlart (5) ve presinaptik glutamat salintmini arttirir (6). Bununla
beraber BDNF/TrkB yolagi ile epilepsi arasinda bir iligki oldugunu gosteren aragtirmalar
mevcuttur. Genel olarak, TrkB yolaginin fonksiyonunun bozulmasmin epilepsiyi
baskiladigina iligkin literatiirde ¢cok sayida veri bulunmaktadir. Bununla beraber, yapilan
calismalarda cesitli deneysel modeller kullamilmis ve kesin sonuca varilamamistir. KTU
Biyofizik Anabilim Dali laboratuvarinda, bir TrkB reseptorii agonisti olan 7,8-
dihidroksiflavon (7,8-DHF)’un taze beyin kesitlerinde epileptik olaylar1 arttirdig
kanitlanmistir (7). Benzer bir deneysel yontemi kullanarak TrkB yolaginin antagonisti

tarafindan durdurulmasinin etkisi tam olarak bilinmemektedir.

ProBDNF ile etkilesen p75NTR aktivasyonu, Trk reseptorlerinin etkilerini
arttirmaktadir  (8). Onceki ¢alismalarda  arastirmacilar, p75NTR aktivasyonunun
uyarilabilirlik ve epilepsi ile iliskisini incelemistir. Taze beyin kesitlerinin kullanildig1 bir
caligmada, tabaka bes entorhinal korteks ndronlarinin aksiyon potansiyeli atesleme frekansi
ve stiresi proBDNF ile artmistir ancak p75NTR eksprese etmeyen transjenik farelerde bu
artis  goriilmemistir (9). Literatiirdeki mevcut verilerle, p75NTR ile epilepsi ve

uyarilabilirlik arasindaki iligki tam olarak agiklanamamaktadir.



TrkB ve p75NTR yolaklarinin epilepsi ndbetlerini hem baglatma hem de durdurma
yetenekleri oldugu farkli ¢alismalar sonucunda gosterilmistir fakat bu ¢alismalarin ¢ogu
kronik etkilerle ilgilidir. Yapilan ¢alismayla bu yolaklarin akut olarak engellenmesinin
beyin kesitlerinde meydana gelen epilepsi benzeri olaylari nasil etkiledigi incelenmistir. Bu
yolaklarin incelenmesi igin biri TrkB reseptOriiniin antagonisti, digeri de p75NTR
antagonisti olan iki molekiil kullanilmistir. Bu molekiiller sirasiyla ANA-12 ve LM11A-
31°dir. Calismada bu molekiillerin antiepileptik potansiyelleri gosterilmis ve epilepsi

benzeri olaylara nasil etkileri oldugu ayn1 modelde incelenmistir.

Bu tez caligmasinda; in vitro epilepsi modelinde C57BL/6 tipi yabani fareler
kullanilmistir ve hem hipokampusun CA1 bolgesinden hem de medial entorhinal korteks
bolgesinden alinan ekstraselliiler kayitlarla birlikte TrkB yolagi antagonisti ANA-12 (10
uM)’nin ve p75 yolagi antagonisti LM11A-31 (100 nM)’in akut uygulamasinin hem bazal
uyarilabilirligi hem de epilepsi ile iliskili aktiviteleri dakikalar i¢inde nasil etkilediklerinin

arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

Epilepsi, beyindeki anormal elektriksel aktivitenin neden oldugu yaygmn bir
norolojik bozukluktur. Epilepsi kronik bir bozukluktur ve tekrarlayan nobetlerle
karakterizedir. Nobet ise bir kortikal néron populasyonunun anormal, asir1 hipersenkron

aktivitelerinin klinik belirtisidir.

Epilepsi giinliik faaliyetleri, sosyal iligkileri ve hatta ¢alisma sansini sinirladigindan
yasam kalitesini de 6nemli 6l¢iide azaltir (10, 11). Diinyada epilepsi goriilmesi sikligt %0,5
ve %] arasinda degisim gostermektedir. Yani her 1000 kisiden 5 veya 10’u epilepsi
hastasidir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore diinyada yaklasik 50 milyon kisi
epilepsi hastasidir fakat her yil bu say1 artis gostermektedir. Ulkelerin gelismislik oranlart
da epilepsi hastalifinin insidansini etkileyen faktorlerdendir. Gelismis tilkelerde yillik
insidans 100 bin kiside yaklasik 30-50 vaka iken, gelismekte iilkelerde bu oran 100 binde
100’e c¢ikmaktadir. Tirkiye’de epilepsi goriilme sikligt ise %0,6-%1,1 arasinda
degismektedir. Yani her 1000 kisiden 6 ila 10 tanesi epilepsi hastasidir.

Epilepsi cocukluk ve yashlik doénemlerinde daha sik goriilmektedir. Cocukluk
donemlerindeki epilepsinin olusmasini genetik faktorler ve dogumsal problemler
etkilemektedir. Yaslilikta doneminde ise meydana gelen beyin hasarlari, damar hastaliklari

ve inme gibi problemler epilepsiyi tetiklemektedir.

Epilepsi hastalari, nobetler kontrol altina alinmadiginda ciddi fiziksel ve psikolojik
zorluklarla karsilasirlar. Bu zorluklarin arasinda farkindalik kaybi, hareket anormallikleri,
duyularda (gorme, isitme ve tat alma) kayiplar, ruh hali veya biligsel kapasitelerde
bozulmalar ve hatta 6liim tehlikesi yer almaktadir. Tek basina bir nobet gegirdikten sonra
epilepsinin tekrarlama olasilig1 genel olarak %27-71 arasinda degismektedir. Dogru tedavi
ve yonetimle epilepsi hastalar1 normal hayatlarina devam ettirebilmektedirler. Cogu zaman
tedavi antiepileptik ilaclarla yapilir fakat bazi durumlarda cerrahi miidahaleler de
kullanilmaktadir. ilag tedavileri kimi zaman etki gdstermezken kimi zaman da bireysel
olarak farkli etki gdstermektedir. Epilepsi olusumunun kompleks sebepleri ve kisilerin
epigenetik yapilar ila¢ tedavilerinde kisitlayici etki gosterir. Bu yiizden devamli olarak

epilepsi lizerine yeni ¢alismalar ve yeni ilag kesifleri yapilmaktadir.



2.1. Uyarilabilirlik ve Epilepsinin Noronal Mekanizmasi

Memeli hiicreleri temel olarak uyarilabilir ve uyarilabilir olmayan hiicreler olarak
iki  grupta incelenebilir. Uyarilabilir hiicreler, aldiklar1 uyarilarla ~membran
potansiyellerinde degisim gosteren ve aksiyon potansiyeli liretip aldiklar1 uyariy: iletebilen
(néronlar) veya bir uyariya cevap veren (kas hiicreleri, salgi yapan hiicreler) hiicrelerdir

(12).

Uyarilabilirlik bir néron i¢in eksitatér ndronlar, inhibitér ndronlar ve ndronal
olmayan destekleyici gorevleri olan glia ve astrositlerden olusan bir sinir devresi/ sinir ag1

dokusunda ifade edilir.

Noronlar, normal sartlarda dinlenim potansiyeli adi verilen bir zar potansiyeli
varliginda bulunmaktadirlar. Hiicre zarindaki iyon kanallarinin diizenlenmesi sayesinde bu
potansiyel korunur. Disaridan gelen bir uyar1 veya baska bir nérondan gelen kimyasal
néronun zar potansiyelinde degisime sebep olur. Bu degisiklik, esik degerinin agilmasina
sebep olursa noronun aksiyon potansiyeli olusturmasini saglar. Bu olay noronal
uyarilabilirlik olarak bilinir. Noronal uyarilabilirlik, hiicre diizeyindeki uyarilabilirliktir ve
en temel tanimi ile bir ndronun cevap olarak olusturdugu aksiyon potansiyeli sayisidir.
Uyarilabilirlik diizeyi artmis yani hiper uyarilabilir haldeki bir noron, normal bir nérona

kiyasla, ayni1 uyariya daha fazla sayida aksiyon potansiyeli atesleyerek cevap verir.

Noral uyarilabilirlik ise, birbirleri ile baglanti durumunda olan ve bir sinir devresi
veya sinir agini olusturan sistemin olusturdugu cevabin siddetlenmesi ile karakterizedir.
Genel olarak inhibisyonun azalmasi, eksitasyonun artmasi, hiicre dis1 kosullarin dinlenim

potansiyellerini depolarize olacak sekilde degistirmeleri ndral uyarilabilirligi arttirir (13).

Epilepsi, MSS’deki noronlarin anormal sekilde ateslenmesiyle karakterize edilen
kronik bir noérolojik bozukluktur. Bircok molekiiler ve hiicresel mekanizma bu hastaligin

patogenezinde rol oynamaktadir.

Epileptik nobetlerle karakterize edilen epilepsi, kortekste veya korteksin gri
maddesinde baslar. Epileptik nobetler, kortikal néron agindaki uyart ve inhibisyon
arasindaki ani dengesizlikten kaynaklanir. Noronlar yiiksek, koordineli ve siirekli noronal
uyarilabilirlik aktivitesi gosterdiginde nobetler baslar. Bu sekilde nobetlerin tetiklenmesi

‘epileptogenez’ olarak adlandirilir.



Epileptogenez  siirecinde uyarict  (eksitatér) ve baskilayict  (inhibitor)
norotransmitterler arasindaki denge bozulur. En 6nemli eksitatér norotransmitter glutamat,
en Onemli inhibitér nérotransmitter ise y-aminobiitirik asit (GABA)’tir. Postsinaptik néron
tiirline gore GABAerjik ya da glutamaterjik ndéronla sinaps yapar. Bu sayede inhibisyon ya

da eksitasyon saglanir.

Néronlarda hiicre i¢indeki sodyum (Na"), potasyum (K", kalsiyum (Ca™?) ve klor
(CI') dengesini ¢esitli iyon kanallar1 saglar. Potasyum-kloriir kotasiyicisi 2 (KCC2)
bunlardan bir tanesidir. KCC2 yetiskin néronlarda yaygin olarak ifade edilmektedir. GABA
reseptoriiniin islevi KCC2 tarafindan da yonetilir. Olgun beyinde KCC2, GABA’nin
inhibitér verimliligini belirlemek i¢in hiicre i¢i ve dist klor (Cl') dengesini korumak igin
gorevlidir (14). Bu dengelerin bozulmas: sonucunda da epileptik ndbetler ortaya ¢ikar. Iyon
dengesini saglayan, protein yapidaki transmembran kanallar1 ve tasiyicilar beyinde yaygin
olarak dagilmistir. Bu kanal ve tasiyicilardaki genetik mutasyonlar da ndronlarin asirt

uyarilmasi sonucunda beraberinde epileptik ndbetleri ortaya ¢ikartir.

Sinaptik plastisitede goérevli bazi proteinlerdeki mutasyonlar da epilepsi ile
iligkilendirilmistir.  a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izokszolpropiyonik  asit (AMPA)
reseptorii  glutamatin reseptorlerinden bir tanesidir. Transmembran AMPA reseptor
diizenleyici proteinler olarak bilinen TARP’lar, AMPA reseptorleriyle iliski kurarlar ve bu
reseptorlerin aktivitelerini diizenlerler. Stargazin proteini bu proteinlerden bir tanesidir ve
hem presinaptik hem de postsinaptikte AMPA reseptorlerine baglandigr bulunmustur.
Stargazin proteinini kodlayan genlerde olusan bir mutasyon epilepsi olusumuna sebep

olmaktadir (15, 16).

Epilepsi beyin hasar1 sonrasinda olugmus asir1 aktivite sonucunda da meydana
gelebilir. Bu meydana gelme fosfatidilinozitol-3-kinaz (PI3K)/insiilin benzeri biiylime
faktorii (IGF)/rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR) yolagindaki bir dizi
mutasyon veya bozulma sonucunda meydana gelebilmektedir (17, 18). MTOR sinyal
yolagi IGF gibi bliylime faktorleri tarafindan aktiflestirilen 6nemli bir hiicresel yoldur. Bu
yolun aktiflesmesi plastisite i¢in gereklidir, bu nedenle de mTOR’un asir1 aktivasyonu

gereksiz ndronal baglantiya ve epilepsiye yol acar (19, 20).

Epilepsinin birbirinden oldukg¢a farkli nedenleri vardir. Ancak etiyolojinin yaklagik

%50’s1 belirsizligini korumaktadir. Sebepleri arasinda yapisal farkliliklar, genetik, bulasici



hastaliklar, metabolik faaliyetlerin sonuglari, bagisiklik sistemi ile ilgili rahatsizliklar
gosterilebilir ve cesitli bilinmeyen sebeplerle beraber alti kategoriye ayrilir. Ornegin,
oksijen eksikliginden kaynaklanan dogum Oncesi yaralanma, epilepsinin nedeni olan beyin
hasarma yol acabilmektedir. Ayrica ciddi kafa travmasi veya felg de epilepsinin nedeni
olabilmektedir. Baz1 genetik sendromlar veya beyindeki gelisimsel malformasyonlarla
ilgili genetik kosullar hastalik riskini arttirmaktadir. Bununla birlikte, ¢ogunlukla neden
bilinmemektedir ve hastada epilepsinin kokenine iliskin net gdstergeler bulunmamaktadir
(21). Nobetin fenotipine gore de siniflandirma yapilmaktadir: fokal epilepsiler, yaygin
epilepsiler ve bu iki tiiriin kombinasyonu olan epilepsiler seklinde siniflandirmalar klinikte

kullanilmaktadir.

* Presinaptik inhibitor
Norotransmitterler:
GABA

* Dinlenim potansiyeli,
* Postsinaptik iyon kanallari
sayist, yogunlugu

* Voltaj kapilh kanallarin sayisi

* Presinaptik eksitator
Norotransmitterler:
Glutamat

Sekil 1. Noronal uyarilabilirligi belirleyen iki faktor

Birbirinden farkli sebepleri olsa da epileptik ndbetler ile sonuglanan olaylarin
hiicresel mekanizmalar1 benzerdir (Sekil 1). Noronal uyarilabilirlik presinaptik salinimlar
sonrasi olusan eksitasyon ve inhibisyonlarla dengelenir. Iki temel hiicresel neden ise

epileptik bosalmalara yol agar.

Ik hiicresel neden sinaptik gecislerdeki eksitasyon/inhibisyon dengesinin
bozulmasidir. Bir noérondan salinan eksitatdr (uyarici) ve inhibitdr (engelleyici)
norotransmitterler belirli bir uyarilabilirlik diizeyini devam ettirirler. Eksitasyon/inhibisyon
dengesi, deneysel olarak oOl¢timlenebilir (22). Epileptik durumlarda bu denge eksitasyon
yoniinde bozulur. Sekil 1°’de néron gdvdesine dokiilen eksitator ndrotransmitter glutamat

ve inhibitdr ndrotransmitter y-aminobiitirik asit (GABA) gosterilmistir. GABA, beyindeki



birincil inhibitoér nérotransmitterdir ve GABA’nin reseptoriine baglanmasi sonucu Cl” ve
bikarbonat (HCO;5) giris-¢cikist diizenlenerek sirasiyla GABAerjik inhibisyon ve
uyarilmaya yol agar. Noronlara spesifik olan KCC2, diisiik hiicre i¢i Cl” konsantrasyonunu
korumak ve GABA aracili inhibisyonu saglamak icin gereklidir. Mutasyon veya
ekspresyonundaki degisiklikler sonucu bozulmus olan KCC2 islevi, GABAerjik

uyarilmaya yol acar bu da sinaptik inhibisyonun bozulmasina sebep olur (23).

Ikinci hiicresel neden ise postsinaptik ndronun uyarilabilirliginin artmasidir. Genel
olarak uyarilara verilen ndronal yanit veya presinaptik noronlardan gelen
norotransmitterlerin ~ olusturduklar1  postsinaptik  potansiyellerin ~ siddeti  noronal
uyarilabilirlik olarak tanimlanir. Postsinaptik noronda gelen uyarilara verilen asir1 tepki
sonucu uyarilabilirligin kontrolslizce artmasi epilepsinin olusmasina etki etmektedir.
Dinlenim potansiyelindeki depolarizasyon yoniindeki kaymalar, iyon kanallarmin tiiri ve
sayisi, voltaj kapili kanallarin sayist gibi hemen biitiin faktorler postsinaptik néronun

uyartya verecegi aksiyon potansiyeli frekansini etkileyecektir (24, 25).
2.2. Antiepileptik Ilaclar

Epilepsinin en yaygin ve oncelikli tedavisi ila¢ kullanimidir. Epilepsi tedavisinde
kullanilan bu ilaglar anti-epileptik ilaglar olarak adlandirilirlar. Bu ilaglar sekil 1°de
Ozetlenen ve yukarida bahsedilen mekanizmalarin bir ya da birkacin1 hedefleyerek
epileptik nobetleri baskilarlar veya siddetini azaltirlar. Antiepileptik ilaglar, inhibisyonu
eksitasyon karsisinda daha baskin hale getirerek epileptik ndbeti durdurmayir veya
yayilmasini engellemeyi hedefler. Antiepileptik ilaglar1 mekanizmalarma gore dort sinifta

inceleyebiliriz (26, 27):

1. Voltaj kapili sodyum kanallarinin modiilasyonu ile aksiyon potansiyellerinin
azaltilmas1 (6rnegin; fenitoin, karbamazepin, lamotrijin, topiramat, zonisamid,
lakozamid), voltaj kapili kalsiyum kanallarinin (6rnegin; etosiiksimit) ve voltaj
kapili potasyum kanallarinin (6rnegin; retigabin, ezogabin) modiilasyonu;

2. GABA aracili  inhibitér  norotransmisyonun  arttirilmasi  (Srnegin;
benzodiazepinler, barbitiiratlar, tiagabin, vigabatrin);

3. Glutamat aracili uyaric1 ndrotransmisyonun zayiflamasi (6rnegin: perampanel,

lamotrijin, felbamat);



4. Presinaptik bir etki yoluyla ndrotransmitter saliniminin modiilasyonu (6rnegin;

levetirasetam, brivaracetam, gabapentin, pregabalin).

Epileptik ndbetlerin semptomatik tedavisi icin 20°den fazla antiepileptik ilag
bulunmasina ragmen epilepsili hastalarin yaklasik iicte biri farmakoterapiye direngli
ndbetlere sahiptir. Bu tiir ilaca direngli epilepsi (DRE) hastalarinda erken 6liim, yaralanma
psikososyal islev bozuklugu ve yasam kalitesinin diigsmesi riskleri artmistir. Bu nedenle
daha etkili tedavilerin gelistirilmesi acil bir klinik ihtiyactir. Bu alanda yeni biyolojik
hedeflerin ve antiepileptik ila¢ adaylarinin etkinliginin arastirildigi ¢alismalar devam

etmektedir (27).
2.2.1. ANA-12

ANA-12, kimyasal olarak N-[2-[(2-ox0azepan-3-il)karbamoil]|fenil]-1-
benzotiyofen-2-karboksamid olarak adlandirilan, molekiiler formiili C,,H,;N30;S olan,
407,49 g/mol agirligina sahip segici bir TrkB antagonisti olarak tanimlanan ve molekiil
yapisi sekil 2°de gosterildigi sekilde olan molekiildiir. ANA-12, TrkB reseptoriine iki farkl
baglanma bolgesi iizerinden non-kompetif olarak baglanmaktadir. Ilki yaklasik 10nM
boliisiim katsayisina sahip yiiksek affiniteli bolge, ikincisi yaklasik 12 pM boliisiim
katsayisina sahip diisiik afiniteli bir bolgedir. Bu baglanma, BDNF’nin TrkB iizerindeki

aktivasyonunu engelleyerek spesifik bir inhibisyon saglar.
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Sekil 2. ANA-12 molekiiniiniin yapisi

2.2.2. LM11A-31

LMI11A-31, kimyasal olarak (2S,3S)-2-amino-3metil-N-(2-morfolin-4-

iletil)pentanamid dihidrokloriir olarak adlandirilan, molekiiler formiilii C;,H,sN3O3 olan,



316,3 g/mol agirliginda non-peptid yapida p75 reseptdr antagonisti olarak tanimlanan ve
molekiil yapisi sekil 3’te gosterildigi sekilde olan molekiildir. LM11A-31, p75NTR’ye
baglanir ve pronérotrofinlerin p75NTR’ye baglanarak neden oldugu hiicre oliimiini
engelleyerek noronal hayatta kalmay1 destekler. LM11A-31 oral yolla alindiginda da kan-

beyin bariyerini gecebilmektedir.
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Sekil 3. LM11A-31 molekiiliiniin yapis1

2.3. Entorhinal Korteks ve Hipokampal Olusum

Insan beyninde &grenme, hafiza ve yon bulma gibi birgok temel bilissel gorevi
yoneten iki onemli yapi1 entorhinal korteks (EC) ve hipokampal olusumdur. Entorhinal
korteksin ve hipokampusun arasindaki ¢ift yonlii iletisimin hafiza sistemleri lizerinde etkili
oldugu bilinmektedir. Bu yapilar hafiza sistemleri iizerinde etki gosterirken hem bilgiyi

organize ederler hem de yonlendirirler (28, 29).

Entorhinal korteks, medial temporal lobda yer alir ve hipokampusa perforan yol ile
dogrudan bilgi aktaran bir alan olarak bilinir. Yapr olarak neokorteks ve hipokampus
arasinda bir koprii gérevi gormektedir. Lateral (LEC) ve medial (MEC) olmak {izere iki
ana boliimden olusur. Bu boliimlerde kendi arasinda I, II, III, IV, V ve VI olmak {izere 6
farkli katmana ayrilir. LEC nesnel hafiza gibi bilgileri islerken MEC mekansal yon bulma

islevlerinde 6nemli goreve sahiptir.

Hipokampus denizat1 seklinde kivrimli bir yapidadir. Entorhinal korteks iizerinden
gelen bilgileri isler. Dentat girus (DG), CAl, CA2 ve CA3 yapilarindan olusur. Dentat
girus entorhinal korteksten girdi alir ve bu girdiyi hipokampusun alt alanlarma iletir.
Benzer anilarin birbirinden ayrnistirilmasinda gorevlidir. CA1l, CA2 ve CA3 alanlar
hipokampusta trisinaptik devrenin olusumunu saglayan yapilardir. CAl, hipokampal

devredeki ilk bolgedir ve hem subikuluma hem de entorhinal korteksin V. katmanina
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projeksiyon yapar (30). CA2, CAl ve CA3 arasindaki kiiglik bir bolgedir ve entorhinal
korteksin II. katmanindan perforan yol ile girdi alir. CA3 bolgesi ise dentat girustaki graniil

hiicrelerinden ve perforan yol ile entorhinal korteksten girdi alir.

Tiim bu boélgeler alinan bilgileri isleyerek uzun siireli hafizanin olusturulmasi, yeni

bilgiler 6grenilmesi ve yeniden hatirlanilmasinda 6nemli bir ole sahiptir.
2.3.1. Entorhinal Korteks ve Hipokampusun Anatomik Yapilar

Epilepsi olusumunun ve epileptik aktivitenin yayilmasinin anlasilabilmesi i¢in sinir
ag1 ve sinir devrelerinin yapilarinin ve davraniglarinin oncelikle anlagilmasi gereklidir.
Memelilerin limbik ve neokortikal beyin bdlgelerinin birbirine baglanma 6zellikleri
(connectivity) ve epileptik aktivite ile iliskili hipersenkron ve hipereksitabilitenin

aciklanabilmesi i¢in 6nemlidir.

Memelilerde duyu bilgilerinin islendigi kortikal bolgeler ve limbik sistem
arasindaki baglantilar pek ¢ok fizyolojik olayda 6nemli roller oynar. Fare ve siganlarda en
onemli duyu kokudur ve kokunun islendigi yolak ayni zamanda epileptik olaylarin da
basladigr ve yayildigi yolaklar olarak tanimlidir. Bu yolak sirasiyla olfaktor korteks,

piriform korteks, lateral ve medial entorhinal korteks ve hipokampustur (Sekil 4).

Hipokampus Entorhinal Korteks

— CAl'e Giden Yol

Schaffer Kollateralleri

p—————_| Medial

Lateral

Dentate
gytus

Komissural Lifler

Dentat Girus'a
Giden Yol

Yosunsu Lifler

Sekil 4. Hipokampus ve entorhinal korteks yapilar1 ile bunlarin birbirleriyle yaptigi
sinaptik baglantilar (Guilherme’den, 31)

Sekil 4’te entorhinal korteks tabakalari ve hipokampusun CAl, CA3 ve DG

bolgelerinin baglantilar1 goriilmektedir (31). Hipokampus igerdigi yapilarla trisinaptik

devrenin olugmasinda etkilidir. Kortekse gelen ana bilgi, entorhinal korteksin II.
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katmanindaki ndronlardan DG’a perforan yol aksonlari tarafindan iletilir. Perforan yol
aksonlari, graniil hiicrelerinin dendritleriyle uyarici bir sinaptik baglanti kurar. LEC ve
MEC’den gelen aksonlar ise sirasiyla dentritlerin dis ve orta bolgelerinin tigte biri kadarin
uyarirlar. Graniil hiicreleri, yosunsu liflerden olusan aksonlar1 araciligiyla CA3 piramidal
ndronlarmin proksimal apikal dentritlerine projeksiyon yaparlar. Bunun sonucunda olusan
ileti schaffer kollateralleri aracilifiyla CA1 piramidal hiicrelerine, komissural lifler
araciligiyla da CA3 ve CA1 piramidal hiicrelerine iletilir. Sirali trisinaptik devreye ek
olarak CA3 bdolgesinde hiicreleri birbirine kalabalik bir hiicresel ag da vardir. CA3
piramidal hiicreleri entorhinal korteksin II. katmanindan gelen bir uyariyla da dogrudan
uyarilabilirler. CAl piramidal noronlarinin dentritleri ise entorhinal korteksin III.
katmanindan dogrudan uyar1 alabilmektedir. Hipokampustaki {i¢ ana alt alan, hiicre
govdelerinin birbirine gegen C seklindeki diizenlendigi bir organizasyon yapisindadir.

Ayrica hipokampus kendi i¢inde ¢ok fazla inhibitor ndron ¢esitliligine de sahiptir.

Kemirgen memelilerde entorhinal korteks temporal lobun kaudal ucunda bulunur.
Genellikle medial (MEC) ve lateral (LEC) bolgelere ayrilir. Entorhinal korteks, alti
katmanli neokorteks ile iki katmanli allokorteks arasinda yapisal olarak ara bir
konumdadir. Hipokampal olusum igindeki duyusal bilgi akisinin temel yollar1 sekil 4’te
gosterilmistir. Duyusal girdi (piriform korteks araciligiyla entorhinal kortekse giren koku
alma girdisinin istisnas1 hari¢) ilk once birincil duyusal korteks ve bu modaliteye ayrilmis
diger kortikal alanlar (tek modlu duyusal korteksler olarak adlandirilir) tarafindan islenir ve
ardindan ¢oklu duyusal modaliteler boyunca bilgiyi biitiinlestiren kortekslere (peririnal,
parahipokampal korteks) aktarilir. Bu sisteme gelen duyusal girdi, esas olarak entorhinal
korteksin yiizeysel katmanlarindaki (II. ve III. katmanlar) noéronlara, dogrudan veya
parahipokampal bdlgenin bitisik korteksleri araciligiyla birlesir (32, 33). EC’nin yiizeysel
katmanlarindaki baslica noronlar, hedefine ulasmak i¢in EC’nin derin katmanlarindan ve
subikulumdan ge¢mesi gerektigi icin bu yola delip gecen anlaminda perforan yol olarak
bilinen bir lif yoluyla hipokampuse ana kortikal girdiyi saglar. Bilgi, hipokampal olusumun
dort alt alanina (dentat girus, CA1 ve CA3 alanlari, subikulum) ulasir (34). 1. ve IIL
katmanlarda ortaya ¢ikan perforan yol, farkli ve segici bir dagilim gosterir; boylece II.
katman noronlarindan kaynaklanan lifler neredeyse yalnizca dentat girus ve CA3’l
hedeflerken, III. katman néronlarn segici olarak CA1 ve subikuluma projeksiyon yapar

(35). Dentat girustan aksonlar hipokampusun CA3 boélgesine gider. Bilgiler daha sonra
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CA3’ten hipokampusun CA1l bdlgesine yansir ve bu bolge aynt zamanda EC’nin daha
derin III. katmanindan da projeksiyonlar alir. CA1’den bilgi, III, V ve VI. katmanlarina
gecer ve subikulum araciligiyla entorhinal kortekse geri doner. II. katman ve III. katman
bileseni arasindaki farklilasmanin yani sira, perforan yol, lateral (LEC) ve medial (MEC)
entorhinal kortekste, yaygin olarak sirasiyla lateral ve medial perforan yol olarak bilinen
projeksiyonlar1 igerir. Her projeksiyona ait lifler, hipokampus alt alanlarinin her birinde
carpici sekilde farkli terminal dagilimlar1 gosterir. LEC ve MEC farkli ve biiyiik dlgiide
tamamlayici kortikal girdi kiimeleri aldigindan, perforan yolun her iki bileseni de biiyiik
olasilikla hipokampusa islevsel olarak farkli bilgiler iletir (36). Bu entorhinal —
hipokampus iliskilerinin yan1 sira, EC’in ayrica bagka yerlerde daha ayrintili olarak analiz
edilen ¢ok ¢esitli kortikal ve subkortikal alanlarla 6nemli baglantilar1 vardir (32). Kisaca
kortikal girdiler iki grup olusturur: yilizeysel katmanlar I ve II’de sonlananlar ve tercihend
erin katmanlara (V — VI) dagilanlar. Yiizeysel katmanlara gelen girdiler esas olarak koku
alma yapilarindan (koku alma ampulii, 6n koku alma ¢ekirdegi ve piriform korteks) ve
perirhinal korteksten gelir. Buna karsilik, derin katmanlara gelen girdiler esas olarak
medial prefrontal korteksten (prelimbik, infralimbik ve On singulat korteksler) ve
retrosplenial korteksin hem graniiler hem de disgraniiler kisimlarindan gelir. Subkortikal
afferenter medial septal bolge, amigdala ve talamusun reuniens ve centralis medialis

cekirdekleri dahil olmak iizere ¢esitli alanlardan gelir.
2.3.2. Epileptik Olaylarda Entorhinal Korteks ve Hipokampusun Rolii

Epilepsi, genel ve kismi (fokal) epilepsi olarak kategorize edilebilir¢ Genel epilepsi
tim beyni etkileyen yaygin bir nodbettir, kismi epilepsi ise beynin belirli bir bdlgesiyle
stnirhdir. Temporal lob epilepsisi (TLE), esas olarak hipokampusta bir nobetten
kaynaklanan kismi bir epilepsi tiirlidiir. Sinaptik baglantilarla birbirine bagli hipokampus
ve entorhinal korteks olusumu, bu tiir bir epilepsinin baslamasinda ve yayilmasinda 6nemli

roller oynar.
2.3.2.1. Rhinal Bolgelerin Rolii

Entorhinal kortekse en Onemli duyusal girdi, koku bilgisinin geldigi rhinal
alanlardan gelir. Koku alma — limbik kortekslerin tutulumu genellikle ilaclara direngli
nobetlerle karakterize siddetli epilepsi formlariyla iligkilidir. Bu tiir epilepsiler genellikle

ilaca direncli epilepsi tiirleridir (37). Entorhinal kortekse koku girdisinin kaynagi olan
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rhinal ve piriform korteksler, diger limbik ve kortikal alanlarla genis 6l¢lide baglantili olan
oldukga epileptojenik bolgelerdir. Bu bdlgelerin iglevsel yapisi, genellikle hafiza islemeyle
iliskilendirilen noronal osilasyonlar seklindeki ag aktivitesini igerir. Sonug¢ olarak, bu
bolgelerin benzersiz anatomik organizasyonu ve baglantilar1 ndbetlerle sonuglanan
patolojik hipersenkronizasyona da yol agmaktadir. Amigdala, hipokampus ve rhinal
korteks ile olan baglantilar da dahil olmak iizere piriform korteksin uzun menzilli
projeksiyonlari, bu yapiy1 bir kokunun ‘bir duyguyu tetikleme’ otobiyografik bir hafizayi
harekete gecirme veya limbik sistem boyunca nobet aktivitesini tetikleme yeteneginde
onemli ir merkez olarak konumlandirir. Rhinal korteks, hipokamous i¢in ana kortikal
iletisim alanlar1 olarak islev goren entorhinal (ERC) ve perirhinal (PRC) kortekslere
ayrilmistir. Normal kosullar altinda, bu mimari bildirimsel bellegin islenmesinde 6nemli
bir rol oynar. Patolojik kosullar altinda rhinal — hipokampal déngii asir1 yyailmaya ve
dongili kazanimi amplifikasyonuna egilim gosterir; bu da temporal lob epilepsisinin bir

ozelligidir (38).
2.3.2.2. Hipokampusun Rolii

Hipokampus, hafiza olusumu, mekansal navigasyon ve duygusal diizenlemede rol
oynayan limbik sistemdeki birincil yapidir. Ozellikle yeni anilarin kodlanmasi igin kritirk
oneme sahiptir ve islevinin bozuklugu bilissel bozukluklara yol a¢gmaktadir. TLE’de
hipokampus genellikle noron kaybi, gliozis ve devrelerinin yeniden diizenlenmesi gibi
yapisal anormallikler gosterir ve bu da hipereksitabiliteye ve ndbetlerin olusumuna sebep

olur (39).

TLE’deki hipokampus olusumunun Ozellikle nobetlerin basladigi beyin tarafinda
CA1 ve CA3 bolgelerindeki piramidal hiicrelerin kaybiyla karakterize edilen hipokampus
sklerozu (HS) olarak bilinen benzersiz bir 6zelligi vardir. Bu yapisal degisikliki kalan
noronlarin uyariabilirligini arttirarak nobetlere karsi duyarliligi arttirir ve uyarici ve

engelleyici nérotransmisyon arasindaki dengeyi bozar (40).
2.3.2.3. Entorhinal Korteksin Rolii

Neokorteks ile hipokampus arasindaki birincil arayiiz gdrevi goren entorhinal
korteks (EC), TLE’nin patofizyolojisinde de merkezi bir rol oynar. EC, duyusal ve
mekansal bilgilerin islenmesinde rol oynar ve hafizanin pekistirilmesi ve geri ¢cagrilmasi

icin onemli bir yapidir (33). TLE’li hastalarda entorhinal korteks noronal kayip, sinaptik
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baglantidaki degisiklikler ve hipokampus ile giris — ¢ikis iliskisindeki degisiklikler dahil
olmak tizere ¢esitli patolojik degisiklikler gosterir.

EC, hipokampus ile neokorteks arasindaki iletisimi kolaylastirmada kritik 6neme
sahiptir. TLE’nin ilerlemesi sirasinda, EC siklikla epileptik aktiviteye dahil olur ve
hipokampusla olan baglantilarinin islev bozuklugu, ndbetlerin temporal lob boyunca ve
hatta diger beyin bdlgelerine yayilmasina neden olur (41). Dahasi, EC’nin TLE’de
gozlenen mekansal ve hafiza eksikliklerinin gelisiminde Onemli bir rol oynadigi
diistiniilmektedir. Ciinkii hipokampus tabanli devrelerdeki katilimi biligsel islev icin

onemlidir (41).

TLE’nin hayvan modellerinde, entorhinal korteksin nobetlerin baslamasina ve
yayilmasina énemli 6lciide katkida bulundugu gésterilmistir. Ornegin, normal entorhinal —
hipokampal sinyallemenin bozulmasi, hipokampus néronlarinin anormal uyarilmasina yol

acabilir ve bu da epileptik desarjlar tetikleyebilmektedir (42).
2.4. Norotrofinler

Norotrofinler merkezi ve periferik sinir sistemindeki noronlarin fonksiyonlarinin ve
gelisimlerini kontrol edilmesinde gorev alan temel biiylime faktorii sinifidir. Norotrofinler,
normal beyin gelisiminde, plastisitede ve homeostazide Onemli gorevlere sahiptirler.
Noronlarin  sag kalimlarini = siirdiirebilmeleri, norotransmitterleri salgilayabilmeleri,
norogenezin uyarilmasina katki saglamalar1 norotrofinlerin 6zellikleri arasinda yer
almaktadir (43). Norotrofinler hiicre sag kalimma katkida bulunduklar1 gibi hiicre
6limiine de inhibe edici etki gosterirler. Noronlarin bu yasamsal kesifleri sonrasinda
norotrofin terimi ilk olarak 1988 yilinda Purves ve arkadaslari tarafindan kullanilmaya
baslanmistir (44). Her ne kadar ndrotrofinler ilk olarak beyinde kesfedilmis olsa da
reseptOrlerinin 6nemli sinyal yollarina aracilik eden cesitli kok hiicre tiplerinde eksprese

edildigi de ileri siiriilmektedir (45).

Sinir biiylime faktorii (NGF), beyin kaynakli norotrofik faktdr (BDNF), norotrofin-
3 (NT-3), NT-4/5, NT-6 ve NT-7 norotrofin sinifina ait liyelerdir. Bu faktorler yapisal ve
biyolojik olarak yiiksek derecede benzerlik gosterirler. Norotrofinler prendrotrofin olarak
sentezlenirler ve yapilarindaki sinyal peptidinin kesilmesiyle prondrotrofinlere
dontstiirtiliirler. Prohormon konvertazlar ise bu prondrotrofinleri olgun norotrofinlere

dontistiirmekte gorevlidir.
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Norotrofinlerin tamami etkilerini Trk (tropomiyozin reseptor kinaz) reseptorleri
(TrkA, B ve C) ve p75NTR (p75 norotrofin reseptorii)’ye baglanarak gosterirler.
Sentezlendikten sonra islenen norotrofinler TrkB’ye daha yiiksek affiniteyle, islenmemis
ndrotrofinler ise p75NTR’a vyiiksek affiniteyle baglanirlar (46) (Sekil 5). Islenen
norotrofinler p75NTR’ye de baglanabilirler fakat affiniteleri islenmemis formlarin
affinitelerinde gore daha diisiiktiir. NT-3 biitiin Trk reseptorlerine baglanabilirken, NGF
TrkA reseptoriine, NT-4/5 ve BDNF yalnizca TrkB reseptoriine baglanabilmektedir (47).

Pro-niiratrofinler Olgun nirotrofinler
| | || | ] L
NGF BON NT4 NT3 NGF BONF NT4 NT3

OEAY TW LAY

\\/

— — — —

=

P75 TrkA TrkB TrkC
Sekil 5. Norotrofinler ve reseptorleri (Rosalind’den, 46)

Sinir sistemindeki 6nemli gorevleri sebebiyle NT’ler nérodejeneratif hastaliklarin
tedavilerinde terapdtik hedef olarak denenmektedir (48). Fakat NT’lerin kan beyin
bariyerini gecememesi onlarin tedavide terapotik hedef olarak kullanilabilme derecelerini

kisitlamaktadir (49).
2.4.1. BDNF ve Genel Ozellikleri

Norotrofin ailesinin iiyelerinden biri olan Beyin Kaynakli Noérotrofin Faktor
(BDNF), merkezi ve cevresel sinir sisteminde ndronlarinin yasamasini, bagkalagmasini,
bliylimesini saglayan ve sinaptik dallanmalarin da olugmasi i¢in gerekli bir nérotrofindir
(50). BDNF kisilerde ozellikle 6grenme, hafiza ve beyin fonksiyonlariyla iliskilidir.
Aksonal dallanmada, sinaptik iletimde, uzun siireli potansiyasyon (LTP)’da, sinaps
olusumunda, NMDA reseptorlerinin modiilasyonunda, O6grenmeye bagli ndronal

plastisitede gorev almaktadir. BDNF’nin MSS’de esas gorevi noronlarin gelismesine
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yardimci olmasiyken norotransmitterlerin ve noropeptitlerin gérev aldigi énemli sinyal
yolaklarin1 diizenlemede de 6nemli gorevlere sahiptir. Bu sebeple de BDNF sentezindeki
bozukluklarin farkli nérodejeneratif ve norolojik hastaliklara yol a¢tigina dair goriisler
vardir (51). Depresyon, epilepsi, alzheimer, huntington ve parkinson gibi bir¢ok norolojik
hastalik BDNF etkisindeki degisikliklerle iliskilendirilmistir. BDNF’nin ndrolojik

hastaliklarin tedavisinde kullanilmasina iliskin ¢ok sayida ¢alisma da mevcuttur.

13.5 kDa’lik dimerik bir protein olan BDNF’nin amino asit dizisi yapisal olarak
NGF, NT-3 ve NT-4/5 ile %50’den fazla benzerlige sahiptir (52, 53). insan BDNF geni,
fare ve sigan BDNF geni ile homologtur (54, 55). BDNF geni ilk olarak 1991°de
kromozom 11 bant p13’te tanimlanmistir (56) fakat daha sonra yeni ¢aligmalar sonucunda
bu konum 11p13-14 olarak degistirilmistir. BDNF geni farkli promotorler igeren sekiz kisa
kodlanmayan ekzondan (ekzon I-VIII) olusurken, sadece bir tane protein kodlayan
ekzondan (ekzon IX) olusmaktadir. Promotorlerin farkli alternatif splicing (birlestirme)
mekanizmalart farkli BDNF mRNA’larinin olusmasina sebep olur (Sekil 6). BDNF gen
ekspresyonu 9 fonksiyonel promotorle kontrol edilmektedir. Bu 9 promotdr, cesitli
uyarillara cevap veren 34 farkli mRNA transkripti iiretebilmektedir. BDNF
transkriptlerinden II, III, IV, V ve VII eksonlarini bulunduranlar yalnizca beyinde eksprese
olurken, geri kalanlar hem beyin hem de ndron dis1 dokularda eksprese olabilmektedir (57,
58). BNDF 9 farkli promotorle beraber karmasik bir gen yapisina sahip olmasina ragmen,
kodlama dizisi sadece ekzon IX’da bulunmaktadir ve BDNF onciilii olan proBDNF’yi
kodlayan diziyi icermektedir (59).

Poih PolyA
- ~ _ . = ; . ¥
Elzon | || Bironll || Boon | |Ekeon IV | Elson ¥ | | Bkzon V1| Blaoon vl Ekevn vl Elczen [XA
AR &
ABC Trasckripuiven ve spliviag (biriemirme)
Bacal [ Exeea XA BONFI | Exacalll [ EkonlXa BONF I BiacaVI |  EkzcnlXa BOWF VI
Eizoa I:Arl Ekzon [NA BONF 18, | ExzoalV r BlronlXA BOMF IV Ekzon \'I:[r! Elzoal XA BONF VI
Elezon (B r' Eiczon [ BOMFIIB | Exzoav r ElzenlXA BOWF W r' Elcronl A BONF XA

BoalC ] Boama  [BONFIC [BooeVl|  Bocnta [BONFWV [BooaVll BooaV ] Boenca |BOWFEB

Sekil 6. Fare ve sican BDNF genlerinin yapilar1 ve alternatif transkriptleri (Carla’dan, 60)
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BDNF’nin mRNA ekspresyonu ndronal aktifiyle pozitif iligki gosterir. Bu mRNA
eksprese diizeyleri depresyon, stres (60) ve egzersiz (61) gibi fizyolojik, patolojik ve

cevresel durumlarda degisebilmektedir.

BDNF, beyinde en ¢ok hipokampus, korteks ve striatum bolgelerinde sentezleniyor
olsa da viicudun farkli organ ve yapilarinda da bulunmaktadir. BDNF’nin hem mRNA’s1
hem de transkriptleri amigdalada, koku sisteminin projeksiyon bdlgelerinde (62),
hipokampusta (63), korteks i¢ ve disg tabakalarmin piramidal tabakalarinda (64),
serebellumda ve talamusta (65) tespit edilmisken; yalnizca mRNAs1 olfaktorius bulbusta,

spinaliste, medullada ve adrenerjik beyin sap1 ¢ekirdeklerinde tespit edilmistir (54, 62, 63).

BDNF bu bolgelere ek olarak ayrica retina, timiis, dalak, ince bagirsak,
fibroblastlar, kalp, akciger, karaciger, monosit, lenfosit, trombosit, mide, prostat gibi ¢esitli

organ ve yapilarda da sentezlenmektedir (66).
2.4.1.1. BDNF’nin Sentezi ve Salinima

Norotrofin ailesinin en ¢ok arastirilan {iyelerinden olan BDNF’nin sentezi,
olgunlagmasi1 ve salinimi birka¢ oncii izoformu igeren birden fazla asamal1 bir siirectir (2).
BDNF sekil 6’da gosterildigi gibi ekzon IX’dan pre-proBNF olarak sentezlenir. Bir
ucunda amin diger ucunda karboksil grubu bulunan ve bir 6nciil grup, bir pro alan ve bir
olgun olmak iizere toplam ii¢ farkli alandan olusan pre-proBDNF yapis1 toplam 247 amino

asitten olusmaktadir (67) (Sekil 7).

aal aalg aa 128 a8 247

v v ' v
HN—] 55 | Pro-an [ Olgun alan l—cooH  PpreproBDNF

aa 19 aa 66 aa 128 aa 247

¢ r.ral - Met J' *

| [ | ProBDNF

+
196G/A
(rs6265)

BDXNF pro-peptidi

aa 129 aa 247

¥

| mBDNF

Sekil 7. BDNF'nin protein yapisit (Luca’dan, 67)
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Pre-proBDNF yapist endoplazmik retikulumda oOnciil dizisinden kesilerek 32
kDa’lik ve 228 amino asitlik proBDNF yapist olusturulur. ProBDNF yapist pro ve olgun
olmak tizere iki farkli alandan olusur. N- terminal pro-alan bolgesinde 129 amino asit, C-
terminal olgun-alan bdlgesinde 118 amino asit bulundurur (67) (Sekil 7). Bu halinde
proBDNF, p75NTR-sortilin reseptorlerine baglanip apoptoz, LTP, sinaptik depresyon,
aksonal biiyiime gibi cesitli olaylarda islev gorebilir. Olusan proBDNF’nin olgun
BDNF’ye doniismesi i¢in yine farkli islemlerden ge¢mesi gerekir. ProBDNF yapisi hiicre
icinde veya disinda farkli proteinler yardimiyla 14 kDa’lik ve 118 amino asitlik olgun
BDNF (mBDNF)’ye ¢evrilmektedir (Sekil 8).

2.4.1.2. proBDNF mBDNF

BDNF, hiicrede oOnciil formu olan proBDNF olarak sentezlenir ve daha sonra
proteolitik yolla mBDNF’ye doniistiiriiliir. Bu iki farklit BDNF formu farkli reseptorlere
baglanarak zit etkiler gosterirler. ProBDNF, p75NTR'ye baglanarak apoptoz ve sinaptik
zayiflamay1 tesvik ederken mBDNF, TrkB’ye baglanarak ndronal hayatta kalma ve
sinaptik giiclenmeyi tesvik eder (68).

BDNF  geninden sentezlenen preproBDNF, proBDNF’ye doniistiiriiliir.
ProBDNF’nin mBDNF’ye doniisiimii hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 proteazlar tarafindan
gergeklestirilir. Hiicre i¢i doniisiimde proBDNF yapisi golgi organeline tasinir, burada
furin ve proprotein konvertazlar (PPC) tarafindan mBDNF’ye cevrilir (3) (Sekil 8). Hiicre
dis1 doniisiimde ise plazmin ve matriks metalloproteinazlar (MMP) gorevlidir. Bu doniisiim
sinaptik aktiviteye bagli olarak diizenlenir; yiiksek frekansli uyarilar mBDNF salinimini

arttirirlar, diistik frekansl uyarilar ise proBDNF salinimini arttirirlar (3) (Sekil 8).

ED'\IF E'-‘.'l'll cekiwdek

praproBDMF
furin, PPC'ler
proBDMNF goln PE—T T
mBDMF
L
v plazmin, MMPler
proBDNF e mBDMNF

kstraseliiiler

Sekil 8. ProBDNF’ nin mBDNF’ye doniisiimii ve gorevli organeller (Li’den, 3)
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ProBDNF/p75NTR etkilesimi sonucu uzun siireli depresyon (LTD) olusurken,
mBDNF/TrkB etkilesimi sonucunda uzun stireli potansiyasyon (LTP) olusur (68). Bu zit

etkiler, sinaptik baglantilarin gliclenmesi ya da zayiflamasi gibi siireglerde rol oynar.

Bu iki form arasindaki denge 6grenme, hafiza, sinaptik plastisite ve genel saglik
icin Onemlidir. Dengenin bozulmas: ¢esitli patolojik rahatsizliklara ve ndrolojik
hastaliklara sebep olur. Hem insan hem de hayvan modellerinde yapilan caligmalar
sonucunda, proBDNF islemesindeki bozulmalarin sizofreni, otizm ve nobetler dahil olmak
lizere norogelisimsel ve norodejeneratif bozukluklarin ortaya ¢ikmasindan sorumlu
olabilecegini gostermektedir (69). Epilepsi, depresyon, Alzheimer ve bipolar bozuklukta

ise mBDNF seviyelerinin azaldigi, proBDNF seviyelerinin ise arttigi gozlenmistir.
2.4.2. BDNF izoformlarimin Hiicre i¢i Sinyal Yolaklar

Hiicrenin tipine gére BDNF, yapiya ve aktiviteye bagli olarak salgilanmaktadir.
BDNF’nin hem pro formunun hem de olgun formunun dengesi beyin gelisiminin farkli
asamalarinda ve farkli bolgelerinde degisiklik gostermektedir. Noronal hiicrelerde
dinlenme durumunda BDNF’nin reseptorleri hiicre i¢i  vezikiillerin zarinda
bulunmaktadirlar. Hiicre zarinin depolarize duruma ge¢mesinin ardindan hem proBDNF
hem de mBDNF salgilanabilmektedir. BDNF proteini, fonksiyonlarin1 p75SNTR ve TrkB
reseptoriine baglanarak gerceklestirir. Olgun BDNF, p75NTR’ye diistik ilgiyle baglanirken
TrkB reseptoriine yiiksek ilgiyle baglanabilmektedir. ProBDNF ise TrkB reseptoriine
baglanmazken, p75NTR’ye yiiksek ilgiyle baglanmaktadir (Sekil 5). Presinaptik bolgede
mBDNF ve proBDNF sirasiyla TrkB ve p75 reseptorlerine baglandiktan sonra olusan
mBDNF-TrkB ve proBDNF-p75NTR kompleksleri aksonlardaki cesitli diizenleyici

proteinlerin araciligiyla hiicre gévdesine dogru geri tasinmaktadir.

Olgun BDNF’nin yiiksek afiniteyle TrkB reseptoriine baglanmasi reseptoriin
dimerizasyonuna sebep olur ve kinaz aktivasyonuna oOnciiliik eder. Kinaz aktivasyonu
basladiktan sonra tirozin rezidiilerinde otofosforilasyon meydana gelerek p85 (PI-3 kinazin
katalitik olmayan altbirimi) ve Shc (SH2- iceren dizi) gibi hedef proteinlere 6zgii baglanma
bolgeleri olusturulur. Bu hedef proteinler aktive olduktan sonra fosfolipaz C-y (PLC-y),
fosfatidilinozitol-3-kinaz (PI3K) ve RAS/mitojenle aktive olan kinaz (MAPK) gibi farkli

sinyal yolaklar1 aktiflestirilerek hiicrenin yasamsal fonksiyonlari1 diizenlenir (67) (Sekil 9).
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Bu sinyal kaskadlar1 ayrica transksiprisyon faktorleri fosforilasyonu, Ca™ artist ve BDNF

geninin ekspresyonunun artiginda da rol oynamaktadir (70).

ProBDNF ise p75 reseptoriiyle etkilesime girdikten sonra yapisindaki 6n alan
sayesinde sortilin reseptoriiyle etkilesime girer (Sekil 9). Olusan
proBDNF/p75NTR/sortilin kompleksi, niikleer faktor kappa B (NF-kB), Ras homolog gen
ailesi iiyesi A (RhoA) ve c-Jun N-terminal kinaz (JNK) sinyal kaskadlarini aktiflestirir
(67). Sekil 9°da gosterildigi gibi aktiflesen farkli sinyal yollar1 sonucunda hiicrenin
proapoptotik cevabr yani Oliimii veya hayatta kalmasi belirlenir (71). p75NTR‘nin
apoptozu diizenlemek haricinde diger bir goérevi ise Trk reseptorleriyle beraber

ndrotrofinlerin spesifik baglanmasina yardimer olmaktir.

proBDNF | @ mBDNF

Sortilin oL
P75 reseptorii

Apoptoz

Hiicre iskeletinin
yeniden sekillenmesi

Nironal / - I s Iranskripsiyon
hayatta kalma ;
ve bakim

Niironal
plastisite, nérit
biiyiimesi ve
nironal
farkhlasma

Cekirdek

Sekil 9. BDNF izoformlarinin reseptorlerine baglanmasiyla aktiflesen sinyal yolaklar
(Luca’dan, 67)
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BDNF’nin ¢ok fazla sayida beyin fizyolojik siireclerinde rol oynamasi
izoformlarinin farkli tipte reseptorlerle etkilesime girerek; plastisite, beyin gelisimi ve
hasar sonrasi rejenerasyon gibi siireclerle ilgili farkli sinyal yolaklarini aktiflestirmesine
baglidir. BDNF’ nin sentezindeki veya sinyallesme basamaklarindaki herhangi bir bozukluk

farkli patolojik stireclerin de tetiklenmesine sebep olmaktadir.
2.4.2.1. TrkB Reseptorii, Hiicre I¢i Yolaklar1 ve Uyarilabilirlikle iliskisi

Trk ailesi, hiicre ylizeyinde bulunan ve nérotrofinleri taniyan énemli bir reseptor
tirozin kinaz ailesidir. Trk ailesi Trk-A, Trk-B ve Trk-C’den olusur. Bu reseptorler
norotrofinlerle etkilesime girerek sinir hiicrelerinin hayatta kalmasini, biliylimesini ve
islevselligini diizenlerler. Trk reseptor ailesi ilk olarak 1980°li yillarin sonunda
kesfedilmistir. 1991 yilinda ise TrkB’nin BDNF ile etkilesime girerek norotrofik bir

reseptor olarak gorev yaptigi bulunmustur (72).

Yapisal olarak TrkB reseptorii transmembran bir glikoproteindir ve ii¢ temel
bolgeden olusur. Bu bolgeler, hiicre disindaki ekstraselliiller ligand baglayici bolge,
transmembran bdlge ve hiicre i¢i tirozin kinaz domaini olarak bilinmektedir. Ekstraselliiler
bolge ligand baglanmasindan sorumlu bolgedir: iki sistein kiimesi (CC1-2), ii¢ ldsince
zengin bolge (LLR1-3) ve iki immiinoglobulin benzeri C tipi domain, igerir (73).
Transmembran bolge reseptoriin hiicre zarinda sabitlenmesini saglarken, hiicre i¢i bolge

tirozin kinaz aktivitesine sahiptir.

Ligand baglandiginda TrkB homodimerlesir ve hiicre i¢i bdlgede ototirozin
fosforilasyonu meydana gelir. Bu fosforilasyon sonucunda 6zellikle Ras/MAPK, PI3K/Akt
ve PLC- y gibi sinyal yollar tetiklenir. Boylece hiicre farklilasmasi, biiylimesi, hayatta

kalmas1 ve sinaptik islevler diizenlenir (74).

TrkB reseptorii MSS’de, hipokampus, korteks ve serebellum gibi bolgelerde yiiksek
diizeyde ifade edilir. Bu durum reseptoriin Ogrenme, hafiza ve duygu-durum
diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigini gostermektedir (75). TrkB’nin sinaptik diizeydeki

aktiviteleri, LTP gibi noral plastisite siireclerinde de belirleyicidir.

Yapilan c¢alismalarla TrkB’nin islev bozukluklariin depresyon, sizofreni,
Alzheimer, epilepsi gibi birgok nérodejeneratif hastalikla iliskili oldugu goriilmiistiir (76).
Bu sebeple TrkB hem temel sinirbilim ¢alismalar1 hem de terapotik hedef olarak ilag

gelistirme calismalarinda 6n planda yer almaktadir.
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TrkB reseptorii BDNF molekiiliiniin olgun alt birimi olan mBDNF yapisiyla
etkilesime girmektedir. TrkB/mBDNF kompleksi Rho gen ailesinin bir iiyesi olan PI3K,
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ve PLC- y gibi proteinleri aktiflestirir.
Aktiflesen proteinler apoptoz, ndronlarin hayatta kalma siirecleri, dentritik biiyiime,
omurga olgunlagsmasi, sinaps gelisimi, O6grenme ve hafiza gibi birgok olay1

diizenlemektedir (74).

TrkB aktivasyonu Ras araciligiyla MAPK sinyal yolagini aktiflestirir. Ras, GTPaz
aktivitesiyle aktiflesir. Aktif Ras, Raf kinazi fosforile eder. Bunun sonucunda sirasiyla
MEK ve ERK kinazlar aktiflesir. ERK c¢ekirdege gecerek siklik AMP yanit elementi
baglayici protein (CREB)’1 aktive eder ve gen ekspresyonunu diizenler. Bu sinyal yolagi;
noronal farklilasma (77), hiicre iskeletini olusturan proteinlerin sentezi (78) ve hipokampal

noronlarda dentritik bilylime ve dallanma (79) i¢in 6nemli bir sinyal yoludur.

TrkB’nin aktiflesmesiyle beraber tetiklenen diger bir yol PI3K/Akt sinyal yolagidir.
TrkB iizerindeki Tyr-515 yapisi, adaptor protein She tarafindan taninir ve Grb2/PI3K
kompleksinin olusmasina neden olur (80). PI3K, fosfoinozitleri fosforile ederek PIP3
yapisini olusturur ve bu da Akt’nin membrana transloke olmasina sebep olur. Akt daha
sonra mTOR kompleksi gibi gesitli alt hedefleri fosforile ederek hiicreyi apoptoza karsi
korur, metabolizmay1 diizenler ve hiicre biliylimesini saglar (81). PI3K/ Akt/ mTOR sinyal
yolag1 protein sentezi ve hiicre iskeleti gelisimi yoluyla dentritik biiyiimeyi ve dallanmay1
tetiklemektedir (82). Bu yolagin aktiflesmesi kortikal noronlarda apoptozun da

onlenmesini saglar (74).

TrkB’nin aktiflesmesi sonrasinda PLC- y’nin aktiflesmesi, fosfatidilinozitol 4,5-
bifosfat (PIP2)’1n, inozitol trifosfat (IP3) ve diagilgliserol (DAG) olarak hidrolize olmasina
sebep olur. IP3;, endoplazmik retikulumdan Ca™? salimmum tetikler. DAG ise protein kinaz
C (PKC)’nin aktivasyonunu saglar. Bu sinyaller hem uyarilabilirlik hem de sinaptik
plastisite i¢cin 6nemli bir rol oynarken (83) ayn1 zamanda gen ekspresyonu iizerinden de

uzun vadeli etkilere sebep olur (70) (Sekil 10).
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Sekil 10. mBDNF/TrkB kompleksinin sinyal yolaklar1 (Guiseppe’den, 80)

TrkB reseptorii néronal uyarilabilirligi hem hiicresel hem de sinaptik diizeyde ¢ok
yonlii olarak etkileyen bir molekiildiir. TrkB reseptorii epileptik aktivite gelisiminde
gereklidir ve TrkB sinyal yolunun uyarilabilirlik tizerindeki etkisini ¢esitli durumlara gore

degiskenlik gdsteren karmasik bir yapiya sahiptir.

TrkB reseptoriiniin uyarilabilirlik diizeyini etkileyebilme potansiyeli dogrudan
TrkB’nin hiicre i¢i sinyal yolaklari ile iligkilidir. TrkB, iyon kanallarinin diizenlenmesi,
GABAerjik iletimin baskilanmas1 ve kloriir homeostazinin bozulmasi gibi mekanizmalarla
noronlarin ¢evresel uyaranlara verdigi yanitlar1 kontrol etmektedir. TrkB aktivasyonu

. . . . + .
sonrasi noronlarda hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunun artiyor olmasi, TrkB’nin
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ndrotransmitter salinimin1 ve uyarilabilirlige etki ettigini gostermektedir. Hipokampal
kiiltiir hiicrelerinde akut olarak uygulanan BDNF’nin glutamat saliniminm arttirdigi ve bu

olayin TrkB araciligiyla gergeklestigi bilinmektedir (50).

BDNF/TrkB sinyalizasyonu sonucunda olusan farkli bir etki de GABA saliniminin
azalmasi glutamat saliniminin artmasidir. Bu durum GABA’nin inhibitor etkisini azaltarak

esigi disiiriir ve uyarilabilirligin artmasina katki saglar (84).

Olgun noronlarda hiicre i¢i kloriir iyon dengesini saglayan potasyum-klor
kotastyicis1 (KCC2), hiicre ig¢indeki kloriir iyonlarinin hiicre disina ¢ikmasini saglayan
noronlara 6zgli bir tiir tasiyicidir. BDNF/TrkB aktivasyonu sonucunda, hipokampal
noronlarda KCC2 ekspresyonu da artmaktadir (85). Bu ekspresyonun artmasi noron igi
kloriir birikimine sebep olur. Bu durum GABAerjik néronlarin inhibitor etkisini de azaltir

ve depolarizasyon meydana gelir (86).

Yapilan farkli ¢aligmalarla BDNF yoksunlugunun aksiyon potansiyeli olusturmada
artisa yol actigr bulunmustur. DG’taki GABAerjik ve p75NTR’den yoksun noronlarda
yapilan c¢aligmalarda olgun BDNF’nin uyarilabilirligi azalttigt ve aksiyon potansiyeli

ateslemesini bastirdigini ortaya koymustur (87).

Noronal uyarilabilirligin hiicrede artmasi pozitif geribildirim sayesinde BDNF
salinimini1 da tesvik etmektedir. Bu tesvik sonucunda BDNF/TrkB etkilesimi tekrardan
gercekleserek sinaptik giiclenme ve LTP siirecleri desteklenir. Bu durum da ozellikle
ogrenme, hafiza olusumu ve norolojik bozukluklarin patofizyolojisinde 6nemli bir yer tutar
(88). Bu geri bildirim mekanizmasi1 TrkB’nin sadece anlik uyarilabilirlik degil, uzun vadeli

plastisite stireglerinde de aktif bir rol tistlendigini gosterir.

TrkB Reseptorii ve Epilepsi

Epilepsi noronlarin anormal derecedeki elektriksel aktivitesiyle karakterize edilen
kronik bir nodrolojik bozukluk olarak bilinir. Bu bozuklugun patolojisinin altinda yatan
molekiiler mekanizmalarin anlagilmasi, etkili tedavi siireglerinin gelistirilmesi i¢in biiyiik
bir 6nem tasir. Bu nedenle, BDNF ve reseptorii TrkB epileptogenez siirecinde de dnemli

rol oynamaktadir.

Norotrofinlerin ve reseptdrlerinin epilepsiye dahil olabilecegi hipotezi, meydana
gelen epilepsi ndbetlerinin DG’daki NGF mRNA’larinda biiylik capli artisa neden
oldugunun kesfedilmesiyle ortaya ¢ikt1 (89). BDNF’nin transjenik yol kullanilarak asir
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eksprese edilmesi kendiliginden meydana gelen nobetlerin ve azalmis esik degerinin ortaya
¢ikmasina neden olmustur (90). Epileptik ndbetler sirasinda, BDNF/TrkB aktivasyonunun
arttig1 da bilinmektedir. Bu artis 6zellikle hipokampusta DG graniil hiicreleri ve CAl
piramidal hiicrelerinde belirgin olarak gézlenmektedir. BDNF/TrkB sinyalizasyonu LTP
stirecleri desteklerken GABAerjik iletimi de zayiflatabilmektedir. Bu durum ndronal

yapilarda depolarizasyona yol agarak epileptogenez olusumunu ortaya ¢ikarir.

BDNF/TrkB sinyalizasyonu sonrasinda PLC- y sinyal yolaginin aktiflesmesiyle 1P3
ve DAG iiretimininin artmasiyla birlikte Ca™ salimm da artar. Bu siire¢ de néronal

uyarilabilirligi arttirir ve epilepsi olusumuna zemin hazirlar.

BDNF/TrkB sinyalizasyonu, K-CI kotastyicis1 KCC2’nin ekspresyonunu azaltarak
GABAerjik noronlarin etkisini zayiflatir. KCC2’nin baskilanmas1 hiicre i¢i kloriir
birikimine ve GABA’nin inhibitor etkisinin kaybina yol acar. Bu durum da noronal

uyarilabilirligi arttirir ve epileptogenezi destekler.
2.4.2.2. p75 Reseptorii, Hiicre ici Yolaklar1 ve Uyarilabilirlikle fliskisi

p75 reseptorii ilk olarak 1973 yilinda diisiik afiniteli sinir biiylime faktorii reseptorii
(LNGFR) olarak kesfedilmistir. Pro-BDNF, NT — 3, NT — 4 gibi ¢esitli biiylime sinyalleri
icin fonksiyonel bir reseptor oldugu bilinmektedir. Ayrica p75NTR, tiimor nekroz faktorti
reseptOr ailesinin bir iyesidir. p75SNTR; noroplastisite, sinaptik modiilasyon, 6grenme,
bellek ve noronal hayatta kalma/ oliim stireglerinde kritik bir rol oynar. Bu reseptoriin
etkisi, kendisine baglanan norotrofik faktdre ve cevresel sinyallere bagli olarak farklilik

gosterebilir.

p75NTR yapisal olarak glikozillenmis ekstraselliiler ligand baglama olarak hiicre
dis1, transmembran domaini ve hiicre i¢i katalitik aktivitesi olmayan domain olarak 3 farkl
domain igermektedir. Hiicre dis1 domain 4 farkli sisteince zengin bolgeden (CCRD1-4)
olugsur (91). Transmembran bolgedeki o- ve y-sekretazlar membrane i¢i proteolizden
sorumludur. Norotrofinler sistein agisindan zengin bolge 2 ve 4’e baglanirlar. Baglanma

sonrasit meydana gelen konformasyonel degisiklik sonucunda da sinyal yollar1 aktive olur.

Duyusal ve sempatik noronlar, omurilik ve beyin sap1 motor ndronlart ve serebral
korteks, serebellum, bazal 6n beyindeki noronlar gelisimlerinin bir asamasinda p75SNTR
ifade ederler (92). p7SNTR entorhinal korteks ve hipokampus CA1 yapilarinda da giiglii
bir sekilde sentezlenmektedir (93).
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p75NTR gelismekte olan sinir sisteminde noronal gelisimin baslamasindan itibaren
yaygin olarak ifade edilmektedir. p75NTR’nin farkli nérodejeneratif hastaliklarin
varhiginda farkli sekillerde ifade edildigi goriilmektedir (94). Alzheimer ve Parkinson gibi
cesitli norodejeneratif hastaliklar ve travmatik beyin hasarlari durumlarinda proBDNF
diizeylerinde artis gozlenmistir. Ayni zamanda p75NTR ekspresyonunun da artmasiyla
beraber proBDNF/p75NTR etkilesimi néronlarin olimii ve sinaptik baglantilarin
zayiflamas1 ile sonuglanmaktadir. Depresyon gibi psikiyatrik hastaliklarda da
proBDNF/p75NTR etkilesiminin asir1 derecede olmasi, sinaptik plastisitenin azalmasi ve
noronal islev bozukluklariyla iliskilendirilmistir (95). Bu da p75NTR’nin sinirbilim

calismalarinda terapdtik ilag hedefli tedavilerde kullanilabilecegini gostermektedir.

Trk reseptorlerinden farkli olarak p75SNTR’nin tirozin kinaz aktivitesi yoktur. Bu
nedenle etkisini araci proteinlerle beraber gosterir. Bu etki ligandina ve kendisine eslik

eden koreseptorlerin varligina bagli olarak farkli sonuglara yol agmaktadir (96).

Pronoérotrofinlerin p75NTR’ye baglanmasi ve sinyal iletimi ¢ogunlukla sortilin
koreseptorii ile birlikte caligmayr gerektirir. Sortilin, proBDNF’nin p75NTR’ye
baglanmasin1 kolaylastirir ve sinyalin siddetini, yoniinii belirler. Merkezi néronlardaki

apoptozun saglanmasi i¢in p75SNTR/sortilin reseptdr kompleksinin olusmasi gerekir (97).

Sortilinin p75NTR i¢in bir yardimci reseptor olarak gorev aldigi bilinmektedir. pro-
BDNF, sortilin reseptorlerinin varliginda p75NTR’ye karsi daha spesifik bir baglanma
gosterir (98). On ve olgun alandan olusan pro-BDNF yapusi, ilk olarak sortilinle daha sonra
da p75NTR ile etkilesime girer. ProBDNF’nin p75NTR/sortilin kompleksine baglanmasi

kendine 6zgii farkli sinyal yolaklarinin aktiflesmesine sebep olur.

ProBDNF, sortilin yardimiyla p75SNTR’ye baglandiginda, reseptoriin 6liim domaini
norotrofin reseptoriiyle etkilesimli faktor (NRIF) ve norotrofin reseptoriiyle etkilesimli
MAGE homolog (NRAGE) gibi araci proteinler {izerinden JNK sinyal yolunu aktiflestirir;
aktiflesen JNK, c-Jun’u fosforile eder ve proapoptik genlerin aktivasyonunu baslatir (99).
Bu sinyal yolu gelisimsel donemde fazla néronlarin eliminasyonunda, eriskin dénemde ise

beyindeki ndrodejeneratif siireclerde kritik bir rol oynar.

p75NTR hem hiicre sagkalimma hem de hiicre 6liimiine aracilik eder. Spesifik
norotrofinin baglanarak sortilin yardimiyla p75NTR’y1 etkinlestirdigi durumlarda serin/

treonin—protein kinaz 2 (RIP2) ve tiimor nekrdz faktorii reseptoriiyle iliskili faktor 6
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(TRAF6) gibi araci proteinler sayesinde NF-kB sinyal yolunu aktiflestirir (100). Bu
aktiflesme sonucunda IkappaB kinaz (IKK), kB (1Kb) proteinin inhibitoriinii fosforile eder
ve bunun sonucunda IkB NF-«B’den ayrilir ve NF-kB aktivasyonu ortaya ¢ikar (67). NF-
kB transksripsiyon faktorii ¢ekirde§e gegerek antiapoptotik, noronal hayatta kalmay1 ve

bakimi1 destekleyen genlerin ekspresyonunu tetikler (Sekil 11).

ProBDNF’nin p75NTR’ye baglanmasi hiicre iskeletinin yeniden diizenlemelerini
etkileyen bir yol olan RhoA GTPaz sinyal yolagmi da aktiflestirir (101). Aktiflesen
p75NTR Rho guanin niikleotidi ayristirma inhibitorii (Rho-GDI) ile etkilesime girerek Rho
iligkili protein kinaz (ROCK) aktivitesine aract olan RhoA’y1 serbest birakarak aktif hale
getirir. Bu durum ndrit geri ¢ekilmesine ve hiicresel morfolojinin degismesine sebep olur.
Bu sinyal yolag1 aksonal yonlendirme, yeniden yapilanma ve hasar sonrasi rejenerasyonun

baskilanmasi gibi durumlarda 6nem tagir.

p75NTR, sadece sortilinle degil nogo-66 reseptorii (NgR1) ile de etkilesime
girebilir. Bu etkilesim sonucunda apoptoz indiiklenir ve ndronal miyelin kilif olusumu

aktive edilir (94).
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Sekil 11. p75 reseptoriiniin hiicre i¢i sinyal yolaklar1 (Areej’den, 94)

28



p75NTR, Trk reseptorleriyle de etkilesim halindedir. p75SNTR ve TrkA arasindaki
etkilesim sonucunda p75NTR aktivasyonundan kaynaklanan apoptozun etkisinin azaldig:
gorilmistiir (102). TrkA’ya fazla affinite gosteren ligant mevcut oldugunda p75NTR
Trk’nin baglanma yetenegini arttirir, aktif olan TrkA, p7SNTR’nin sinyallemesini azaltir.
TrkA’ya fazla affinite gdstermeyen ligand, p75NTR’ye baglandiginda aktiflesen p75NTR,
TrkA!nin serin bolgelerini fosforile eden sinyal yolagini aktive eder. Bunun sonucunda
TrkA’nin ¢alismasi engellenir ve hayatta kalmay1 saglayan sinyallerin azalmasina neden

olur.

p75NTR’nin ndronal uyarilabilirligi ne sekilde etkiledigi tam olarak bilinmese de
yapilan farkli ¢alismalar, p7SNTR’nin ndronal uyarilabilirligi modiile etmede 6nemli bir

rol oynadigini ortaya koymustur.

ProBDNF/p75NTR aktiflesmesiyle sfingomiyelin ve sfingozin-1-fosfat (S1P)
barmdiran bir sinyal yolagi kullanilarak duyusal néronlarin uyarilabilirligi artabilmektedir,
bu modiilasyon sonucunda iyon kanali aktivitesi etkilenerek uyaranlara yanit olarak artan

aksiyon potansiyeli ateslenmektedir (103).

Noronal gelisim sirasinda artan proBDNF diizeyleri sonucunda proBDNF/p75NTR
sinyalizasyonunun artmasi, olgun ndronal hiicrelerde KCC2’ye bagli depolarize edici bir
GABA tepkisini agiga ¢ikarmistir ve in vivo olarak p75SNTR’1n aktive edilmesi sonucunda
artan nobet duyarliligi gozlenmistir (104). Bu ¢alisma, gelisim sirasinda artan proBDNF
diizeylerinin GABA’nin etkisini bozarak sonraki agamalarda patolojik bozukluklara sebep

olabileceginin kanit1 olmugtur.

Baz1 durumlarda ise p75NTR’nin aktivasyonu ndronal uyarilabilirligi azaltic
etkiler de gostermektedir. p75SNTR’nin aktivasyonu, G-protein kenetli ice dogrultucu
potasyum kanallarii (GIRK) aktive ederek hiicre digina potasyum gonderimini arttirir.
Hiicre disina dogru olan bu potasyum ¢ikis1 ndronun hiperpolarizasyonuna ve dolayisiyla
da noronal uyarilabilirli§in azalmasina yol acar. Bu mekanizma RAC1 (RAC ailesi kiigiik
guanozintrifosfataz 1)’e ve PIP2’ye dayali sinyalizasyon yolagi ilizerinden gergeklesir

(105).

p75NTR’nin yetigkin noronlarda genetik olarak silinmesi artan uyarilabilirlikle
sonuclanmaktadir. Bu proBDNF/p75NTR sinyalizasyonunun yetiskin néronlarda aktiviteyi

inhibe ettigini gosterir. Farkli bir ¢alismada proBDNF nin reseptoriine baglanmasi sonucu
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kortikal néronlarda kolinerjik Ca™ tepkilerinin azaldigi bulunmus ve buna bagli olarak da

V. katman piramidal néronlarda uyarilabilirligin azaldig1 gosterilmistir (9).

p7S5NTR ve Epilepsi

Epilepsi esnasinda p7SNTR’nin ekspresyonu artar ve bu durum epileptik ndbetlerin
siklig1 ve siddetiyle iliskilendirilmektedir. Son calismalarla birlikte epileptik nobetler
sonucunda hem glial hiicrelerde hem de ndronlarda proBDNF/p75NTR ekspresyonunun
arttig1 bilinmektedir (94). Ozellikle p7SNTR nin proBDNF ile etkilesimi ndroinflamasyon
ve noronal hasar1 tetikleyebilmektedir. Bu siire¢ epileptik olay olusumunda ve ndbet
stirdiiriilebilirliginde etkilidir.

ProBDNF/p75NTR sinyalizasyonu, GABA olusumunu baskilayarak (106), ndronal
apoptozu arttirarak ve ndéroinflamasyonu destekleyerek epileptogenez siirecini tetikler (98).
Ozellikle Rho-ROCK sinyal yolu iizerinden GABA, reseptorlerinin etkilesmesi ve
lizozomal yikimiyla GABA iletiminin bozulmasi epileptik ndbetlerin meydana gelmesine

sebep olur (94).

Uzun siireli epilepsi sirasinda plazminojen varliginda BDNF’nin mBDNEF’ye
ayrilmast bozulur. Bu da proBDNF diizeylerinin artmasina ve buna bagli olarak da
epileptik nobetlerin siddetlenmesine sebep olmaktadir (107, 108). Uzun siireli epilepsi
sonrasinda 1se hipokampustaki nodronal apoptoz esas olarak proBDNF/p75NTR
sinyalizasyonu tarafindan aracilik edilir (109). Uzun siireli epilepsi sonrast proBDNF
yosunsu liflerde ve mikrogliada lokalize olurken; p75NTR aksonlarda ve akson uglarinda,

ndron ve astrositlerde gecici olarak lokalize olur.

Kaspazlar noronal apoptozda onemli bir rol oynarlar. p7SNTR’nin aktivasyonu,
kaspazin aktivasyonunu etkiler boylece noronal hasar ve hiicre 6liimii artar. Bu durum
epileptogenez siirecinde onemli bir mekanizma olarak One c¢ikmaktadir. Kaspaz 3’lin

inhibisyonu ise epileptik ndronal kayb1 azaltmada etkilidir (110).

p75NTR, NF-kB’yi aktive ederek inflamasyon siireglerini hizlandirir. Nobet
sirasinda glialardan ve noronlardan salgilanan sitokinler NF-kB’nin yiiksek derecede
eksprese edilmesine neden olur (111). Yiiksek derecede ifade sonucunda kan-beyin
bariyeri bozulur ve GABA inhibisyonu azalir. Bu da epileptik nobetlerin tetiklenmesine

sebep olur.
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ProBDNF ile indiiklenen p75NTR aktivasyonu, RhoA sinyallemesini ve apoptozla
iliskili olan proteinlerin aktivitesini arttirir (112). Rho kinaz olarak bilinen ROCK molekiil
agirligi 160 kDa olan bir protein kinazdir. Noronal olmayan dokularda ifade edilen ve
noronal dokularda ifade edilen olmak tizere iki tiirii mevcuttur. Rho-ROCK sinyal yolu
beyin hasar1 sirasinda aksonal biiylimeyi engellemektedir (113). Rho-ROCK sinaptik
plastisite agisindan karmasik olan noronlarda ve astrositlerde yiiksek oranda ifade edilir
(114). Farkli calismalar, p7SNTR’nin sinyal yollarinin Rho-ROCK sinyal yolaginin
ifadesini aktiflestirdigini ve noronal hasarin da bununla ilgili oldugunu ortaya koymustur
(115, 116). ProBDNF araciligiyla p75NTR’nin RhoA/ROCK yolunu aktiflestirmesi,
noronal apoptoz ve sinaptik hasari arttirir bu da epileptik nobetlerin ortaya ¢ikmasina sebep
olur. Ozellikle Rho-ROCK inhibitdrlerinin kullanimi, epilepsi modellerinde noronal hasari

azaltmada umut verici sonuglari ortaya koymustur.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan cihaz, alet ve malzemeler Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 1. Tez ¢alismasinda kullanilan cihaz, alet ve malzemeler ile bunlarin tiretici firma

ve modelleri

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzeme

Uretici Firma/Model

Vibrasyonlu mikrotom

Pipet ¢ekici

Titresimsiz masa

Motorize mikro pozisyonlayici
(manipiilator) ve kontrol tinitesi
Manuel mikro pozisyonlayici

4 kanalli diferansiyel amplifikator
Analog — Dijital gevireg

Sabit platformlu yama — kenetleme
mikroskobu ve aksesuarlari

Kizil 6tesi kamera

Hareketli tabla ve platform
Dijjital osiloskop

2 adet masaiistii bilgisayar
Buzdolabi

Hassas terazi

Buz makinesi

Manyetik karigtirict

Distile su cihaz

Otomatik pipet seti

pH - metre

Cesitli cam malzemeler

Leica VT-1000S
Sutter P-1000
TMC 6300

Luigs and Neumann

Scientifica LBM7

A — M systems 1700
Molecular Devices 1440A
Nikon FNI1

Till Photonics
Burleigh

AA Tech

Hp

Beko

Heraus
Hoshizaki
Isolab

Purelab

Axygen
Hannah

Isolab
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Tablo 2. Tez calismasinda kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari

Kullanilan Cihaz

Kullanim Amaci

Vibrasyonlu mikrotom

Taze beyin kesitlerinin elde edilmesi

Pipet ¢ekici

Beyin kesitlerinden alan potansiyeli
kayitlarinda kayit elektrotu olarak
kullanilmas1

Titresimsiz masa

Ex vivo kayit sisteminin mekanik
titresimlerden izolasyonu

Motorize mikro pozisyonlayici (manipiilator) ve kontrol
iinitesi

Elektorun hiicrenin zaria
yaklastirilmasi ve yumusak temas
saglanmasi

Manuel mikro pozisyonlayici

Elektrotun kesitle hassas temasi

4 kanall diferansiyel amplifikator

Kesitlerden elde edilen alan
potansiyellerinin filtrelenmesi ve
amplifikasyonu

Analog — Dijital ¢evireg

Sinyallerin dijital hale ¢evrilmesi ve
verilen kenetleme komutlarinin
amplifikatore iletilmesi

Sabit platformlu yama — kenetleme mikroskobu ve
aksesuarlari

Kesitlerin anatomik olarak
tanimlanmasi, yiiksek
magnifikasyonda ndriinlarin gorsel
olarak tanimlanmasi ve pipetin
istenen norona gorsel olarak
yaklastirilmasi

Kizil 6tesi kamera

Kesitlerin derin odak yiizeylerinden
daha net goriintii elde edilmesi

Hareketli tabla ve platform

Mikroskobun hareket ettirilmesi ve
manipiilatorlerin sabitlenmesi

Dijital osiloskop

Sinyallerin dogrulanmasi ve kontrolii

2 adet masaiistii bilgisayar

Veri kazanimi ve analizlerin
yapilmast

Hassas terazi

Kimyasallarin hassas agirlik
6l¢iimlerinin yapilmasi

Otomatik pipet seti

Cozeltilerin hazirlanmasi

Cozeltilerin pH 6l¢iimleri ve

pH - metre

ayarlanmasi

Kesitlerin dinlendirilmesi sirasinda
Su banyosu haznenin sicaklik kontroliiniin

saglanmasi
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3.1.2. Kullamlan Kimyasallar

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasallar {iretici firmalar ile birlikte Tablo 3’te

verilmistir.

Tablo 3. Tez ¢aligmasinda kullanilan kimyasallar ile iretici firmalar1

Kullanilan Kimyasal Uretici Firma
Sodyum kloriir Sigma - Aldrich
Potasyum kloriir Sigma - Aldrich
Monosodyum fosfat Sigma - Aldrich
Sodyum bikarbonat AFG Bioscience LLC
Kalsiyum kloriir LOBA Chemie
Magnezyum kloriir Merck
D-Glukoz Sigma - Aldrich
4 - Aminopiridin Sigma - Aldrich
ANA - 12 BLDPharm
LM11A -31 Cayman

3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan Deney Hayvanlari

KTU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na yapilan 2023/20 protokol numarali
karar (Bkz. Ek 1 Etik Kurul Onay1) ile etik kurul onay1 alindiktan sonra 6 - 8 haftalik
erkek, 16 adet C57BL/6 1rkina ait yabani tip fareler iiretildikleri ve barmndirildiklar1 KTU

Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi.
3.2.2. Kullanilan Stok Soliisyonlar ve ila¢ Molekiillerinin Hazirlanmas:

Soliisyon A [120 mM sodyum kloriir (NaCl), 2.5 mM potasyum kloriir (KCl), 1
mM sodyum dihidrojen fosfat (NaH;PO,]): 70.128 g NaCl, 1.8637 g KCl ve 1.2 g
NaH,PO, tartild1 ve bir miktar saf su eklenerek kapagi kapatildi. Manyetik karistiriciya
birakilarak tamamen ¢6ziinmesi saglandi. Tamamen ¢oziinen ¢ozelti saf su ile 1000 mL’ye

tamamlandi. Deney giinii taze kullanim i¢in buzdolabinin 4 °C’lik bélmesine kaldirildi.

Soliisyon B [25 mM sodyum bikarbonat (NaHCO3)]: 20.003 g NaHCO; tartildi ve

bir miktar saf su eklenerek kapagi kapatildi. Manyetik karistirictya birakilarak tamamen
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¢oziinmesi saglandi. Tamamen ¢6ziinen ¢ozelti saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi. Deney

giinii taze kullanim i¢in buzdolabinin 4 °C’lik bélmesine kaldirildi.

Ca” 2 mM kalsiyum kloriir (CaCly)] Soliisyonu; 5.881 g tartildi ve bir miktar saf
su eklendi. Tamamen ¢ozlinmesi saglandi. Tamamen ¢6zilinen ¢ozelti saf su ile 500 mL’ye

tamamlandi. Deney giinii taze kullanim i¢in buzdolabinin 4 °C’lik b6lmesine kaldirildi.

Mg [1 mM magnezyum koliir (MgCly)] Soliisyonu; 1.9 g tartildi ve bir miktar saf
su eklendi. Tamamen ¢ozlinmesi saglandi. Tamamen ¢6zilinen ¢ozelti saf su ile 500 mL’ye

tamamlandi. Deney giinii taze kullanim i¢in buzdolabinin 4 °C’lik bolmesine kaldirildi.

10 uM Olacak Sekilde ANA-12 Molekiiliiniin Hazirlanmasi; 20 ginliik ¢alisma
icin toplam 5 L yBOS harcanacagi planlarak hesaplama yapildi. 20.3745 g ANA-12
molekiilii alinarak, suda ¢6ziinmedigi i¢cin, 4 mL DMSO’da ¢ozdiiriildii. 4 mL 6rnek alinip
20 ependorfa esit sekilde boliindii. Ependorflara molekiil ismi ve tarih yazildi. Her bir
ependorf deney giiniinde 250 mL yBOS’na eklenecek sekilde buzdolabinin -20 °C

bolmesine kaldirildi.

100 nM Olacak Sekilde LM11A4-31 Molekiiliiniin Hazirlanmasi; 20 giinliik
calisma icin toplam 5 L yBOS harcanacagi planlanarak hesaplama yapildi. Hesaplama
sonucu ¢ok diisiik bir kiitle ¢iktig1 i¢in eldeki biitiin molekiil, suda ¢6ziinmedigi i¢in, 1 mL
DMSO igerisinde ¢ozdiiriildii. Cozdiiriilen 1 mL 6rnek icerisinden 6.4 uL alinip farkl bir
ependorfa aktarildi. Ornek 4 mL DMSO igerisine eklendi. 4 mL 6rnek almip 20 ependorfa
esit sekilde boliindii. Ependorflara molekiil ismi ve tarih yazildi. Her bir ependorf deney

giiniinde 250 mL yBOS’na eklenecek sekilde buzdolabinin -20 °C bélmesine kaldirildi.
3.2.3. Taze Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

yBOS’nin hazirlanigi; Her deney giinlinde taze kullanilan yBOS 1000 mL olacak
sekilde hazirlandi. 100 mL soliisyon A, 100 mL soliisyon B, 25 mL Ca™ soliisyonu ve 25
mL Mg™ soliisyonu balon jojede karistirildi ve saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.
Hazirlanan soliisyon oksijenlenmeye birakildi. Deneyde kullanilmadan 6nce yaklasik 40 dk

boyunca oksijen tiipiine baglanarak oksijene doyurulmasi saglandi.

Kesme soliisyonunun hazirlanigi; Taze beyin kesitlerinin alinmasinda diseksiyon
sirasinda metabolizmay1 yavaslatmak amaciyla soguk ve Ca™ igermeyen ve kesme
soliisyonu ad1 verilen bir yBOS hazirlandi. 50 mL soliisyon A, 50 mL soliisyon B, 12.5 mL

Mg soliisyonu balon jojede karistirildi ve saf su ile 500 mL’ye tamamlandi. Deneyde
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kullanilmadan &nce buzun igine yerlestirilerek sicakliginin 1-2 °C olmas1 saglandi. Ayni

zamanda oksijen tiipiine baglanarak oksijene doyurulmast saglandi.

3.2.3.1. Tlach Soliisyonlarin Hazirlanmasi
Ilaclt soliisyonlar ¢alisma yapilacak giinlerde, taze beyin kesitleri yBOS igerisinde
dinlendirilirken, taze olarak hazirlanan ve devamli olarak oksijenlenen yBOS kullanilarak

hazirlandi.

ANA-12 (10 uM)’li soliisyonun hazirlanigi; Daha 6nce hazirlanmis ve -20 °C’de
saklanan ANA-12 stok molekiiliine ait ependorf alindi, 250 mL yBOS igerisine, balon joje
dairesel olarak calkalanarak, eklendi. Siiperfiizyon ¢emberine ait siselere dolduruldu ve

oksijenlenmeye birakildi.

LM11A4-31 (100 nM)’li soliisyonun hazirlanisi; Daha 6nce hazirlanmis ve -20
°C’de saklanan ANA-12 stok molekiiliine ait ependorf alindi, 250 mL yBOS igerisine,
balon joje dairesel olarak calkalanarak, eklendi. Siiperflizyon ¢emberine ait sigelere

dolduruldu ve oksijenlenmeye birakildi.
3.2.4. Taze Beyin Kesitlerinin Alinmasi

KTU Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilen yabani tip hayvan
dekapite edildi. Kafatas1 igerisindeki beyin zarar verilmeden ¢ikartildi. Kesilen beyin 4 dk
olacak sekilde kesme soliisyonunda bekletildi. Kesme soliisyonu igerisinde 4 dk bekleyen
beyinden sekil 12a’da gosterildigi gibi horizontal olacak sekilde 370 um kalinliginda
kesitler elde edildi. Kesitler vibrasyonlu mikrotom (Leica VT-1000S) kullanilarak alindx.
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Sekil 12. Fare beyninden horizontal diizlemde kesitlerin alinmas1 ve oksijenlenmesi
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Elde edilen kesitler 27-28 °C sicaklikta olan yBOS igerisine aktarildi ve su banyosu
icerisinde %95 O,, %5 CO; igeren oksijen tiipiine bagl sekilde oksijenlenerek dinlenmesi

sagland1 (Sekil 12b).
3.2.5. Kesitlerden Hiicre Dis1 Alan Potansiyellerinin Kayit Edilmesi

Calisma i¢in sekil 13’teki laboratuvar araclar1 kullanilarak kesitlerden bazal hiicre

dis1 alan potansiyelleri ve epilepsi olusturulmus kesitlerden hiicre dis1 alan potansiyelleri

kay1t edildi.
Mikroskop
Diferansiyel Al P
amplifikatér yBOS qikig * .y o
Kayrt Cemberi
A/D

Cevire L Bilgisayar J

Sekil 13. Laboratuvarda kullanilan deney diizenegi

Kesit yiizeyine temas ettirilen iki farkli cam mikroelektrot kullanildi. Cam
mikroelektrotlarin igleri iletkenligin saglanmasi amaciyla yBOS ile dolduruldu.
Elektrotlarin bir tanesi kesitte hipokampusun CA1 bdlgesine ikincisi ayni kesitin medial

entorhinal korteks bolgesinin orta tabakasina yerlestirildi (Sekil 14).
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Entorhina
Korteks

Sekil 14. Kesite yerlestirilen elektrotlarin konumu

Elektrotlar sirasiyla amplifikatdr, A/D ¢evire¢ ve bilgisayara sinyal tasimaktadir.
Elektrotlardan alinan sinyalin biiyiikliigii diferansiyel amplifikatorde arttirilir. Artan sinyal
A/D c¢evire¢ sayesinde analog halden dijital hale doniistiiriiliir. Dijital haldeki sinyal
bilgisayarda goriintiilenir ve kaydedilir.

3.2.5.1. Bazal Kayitlarin Alinmasi

Kesitler alindiktan ve gerekli soliisyonlar hazirlandiktan sonra kayit islemine
gecildi. Sekil 15°teki diizenek kullanarak kayit haznesinin igerisinden sicakligi 29-30 °C

olan ve devamli olarak oksijenlenen yBOS un geg¢isi saglandi.

yBOS / ilagh soltsyonlar

Doku

v
yBOS ¢ikist < / <+ / yBOS girisi

Kayit Cemberi

Atk Kab

Sekil 15. Kayit haznesine giren ve hazneden ¢ikan yBOS'nin gdsterilmesi
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ANA-12’li Bazal Kavitlarin Alinmasi

1.

10.

11.

12.

13

14.

15.

Sicak su banyosunda 1 saat yBOS igerisinde dinlendirilmis ve oksijenlenmis

kesitlerden bir tanesi pipetle alinarak kayit haznesi igerisine yerlestirildi.
Yerlestirilen kesit mikroskopta goriintiilendi ve konumu ayarlanda.

Bilgisayardan AxoScope 10.7 programi agildi ve ¢ift kanalla kayit edebilmeyi

miimkiin kilan protokol secildi.

Konumu tam olarak ayarlanan kesitin hipokampusunun CA1l bdlgesine bir
elektrot, medial entorhinal korteks bolgesine diger elektrot yerlestirildi.

Elektrotlarin konumlari tekrar tekrar kontrol edildi.
Kayit haznesi igerisindeki yBOS nin sicakligi dl¢iildii, 29-30 °C olmast saglandi.

Elektrotlar1 yerlestirilen kesit yaklasik 20 dk, herhangi bir manipiileye maruz
birakilmadan, yBOS igerisinde bekletildi.

20 dk sonunda 15 dk’lik bazal kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

15 dk kayit sonunda igerisine ANA-12 molekiilii eklenmis olan yBOS nin kayit

haznesi akis1 saglandi.
Akan soliisyonun 20 dk boyunca kesite perfiize olmasi beklendi.

20 dk sonunda 15 dk’lik ilaglhi kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

Kay1t haznesi igerisindeki ilacl soliisyon yikandi ve kayit haznesine tekrardan

yBOS dolduruldu.

Ikinci kesit su banyosu igerisinden pipet yardimiyla alinarak kayit haznesi

icerisine yerlestirildi.

. Yerlestirilen kesit mikroskopta goriintiilendi ve konumu ayarlandi.

Konumu tam olarak ayarlanan kesitin hipokampusunun CA1l bdlgesine bir
elektrot, medial entorhinal korteks bolgesine diger elektrot yerlestirildi.

Elektrotlarin konumlari tekrar tekrar kontrol edildi.

Kayit haznesi igerisindeki yBOS nin sicakligi dl¢iildii, 29-30 °C olmasi saglandi.
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Elektrotlar1 yerlestirilen kesit yaklasik 20 dk, herhangi bir manipiileye maruz
birakilmadan, yBOS igerisinde bekletildi.

20 dk sonunda 15 dk’lik bazal kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

15 dk kayit sonunda icerisine ANA-12 molekiilii eklenmis olan yBOS’ nin kayit

haznesine akis1 saglandi.
Akan soliisyonun 20 dk boyunca kesite perfiize olmasi beklendi.

20 dk sonunda 15 dk’lik ilaghh kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

Kay1t haznesi igerisindeki ilacl soliisyon yikandi ve kayit haznesine tekrardan

yBOS dolduruldu.

Ugiincii kesit su banyosu igerisinden pipet yardimiyla alinarak kayit haznesi

icerisine yerlestirildi.
Yerlestirilen kesit mikroskopta goriintiilendi ve konumu ayarland.

Konumu tam olarak ayarlanan kesitin hipokampusunun CAl bdlgesine bir
elektrot, medial entorhinal korteks bdlgesine diger elektrot yerlestirildi.

Elektrotlarin konumlar1 tekrar tekrar kontrol edildi.
Kayit haznesi icerisindeki yBOS nin sicakligi dl¢iildii, 29—30 °C olmas1 saglandi.

Elektrotlar1 yerlestirilen kesit yaklasik 20 dk, herhangi bir manipiileye maruz
birakilmadan, yBOS igerisinde bekletildi.

20 dk sonunda 15 dk’lik bazal kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

15 dk kayit sonunda igerisine ANA-12 molekiilii eklenmis olan yBOS’nin kayit

haznesine akis1 saglandi.
Akan soliisyonun 20 dk boyunca kesite perfiize olmasi beklendi.

20 dk sonunda 15 dk’lik ilachh kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.
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31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Kay1t haznesi igerisindeki ilacl soliisyon yikandi ve kayit haznesine tekrardan

yBOS dolduruldu.

Dordiincii kesit su banyosu igerisinden pipet yardimiyla alinarak kayit haznesi

igerisine yerlestirildi.
Yerlestirilen kesit mikroskopta goriintiilendi ve konumu ayarlandi.

Konumu tam olarak ayarlanan kesitin hipokampusunun CA1l bdlgesine bir
elektrot, medial entorhinal korteks bdlgesine diger elektrot yerlestirildi.

Elektrotlarin konumlar1 tekrar tekrar kontrol edildi.
Kayit haznesi igerisindeki yBOS nin sicakligi 6l¢iildii, 29-30 °C olmast saglandi.

Elektrotlar1 yerlestirilen kesit yaklasik 20 dk, herhangi bir manipiileye maruz
birakilmadan, yBOS igerisinde bekletildi.

20 dk sonunda 15 dk’lik bazal kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

15 dk kayit sonunda icerisine ANA-12 molekiilii eklenmis olan yBOS’ nin kayit

haznesine akis1 saglandi.
Akan soliisyonun 20 dk boyunca kesite perfiize olmas1 beklendi.

20 dk sonunda 15 dk’lik ilaclh kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

Bir giinliik calismayla dort kesitten; biri hipokampusun CA1 bdlgesi, digeri medial

entorhinal korteks olacak sekilde ikiser, toplam sekiz kayit elde edildi. Bu protokol farkli

giinlerde birkag¢ kez uygulanarak hipokampus CA1l ve entorhinal korteks bdlgelerinin her

ikisi i¢in de n sayisinin 8 olmasi saglandi.

L.M11A-31’li Bazal Kavitlarin Alinmasi

1.

Sicak su banyosunda 1 saat yBOS igerisinde dinlendirilmis ve oksijenlenmis

kesitlerden bir tanesi pipetle alinarak kayit haznesi igerisine yerlestirildi.
Yerlestirilen kesit mikroskopta goriintiilendi ve konumu ayarlandi.

Bilgisayardan AxoScope 10.7 programi agild1 ve cift kanalla kayit edebilmeyi

miimkiin kilan protokol secildi.
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17.

18.

19.

Konumu tam olarak ayarlanan kesitin hipokampusunun CA1l bdlgesine bir
elektrot, medial entorhinal korteks bdlgesine diger elektrot yerlestirildi.

Elektrotlarin konumlari tekrar tekrar kontrol edildi.
Kayit haznesi igerisindeki yBOS nin sicaklig 6l¢iildii, 29—30 °C olmasi saglandi.

Elektrotlar1 yerlestirilen kesit yaklasik 20 dk, herhangi bir manipiileye maruz
birakilmadan, yBOS igerisinde bekletildi.

20 dk sonunda 15 dk’lik bazal kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

15 dk kayit sonunda igerisine LM11A-31 molekiilii eklenmis olan yBOS’nin

kayit haznesine akis1 saglandu.
Akan soliisyonun 20 dk boyunca kesite perflize olmas1 beklendi.

20 dk sonunda 15 dk’lik ilagh kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

Kayit haznesi icerisindeki ilagh soliisyon yikandi ve kayit haznesine tekrardan

yBOS dolduruldu.

Ikinci kesit su banyosu igerisinden pipet yardimiyla alinarak kayit haznesi

icerisine yerlestirildi.

. Yerlestirilen kesit mikroskopta goriintiilendi ve konumu ayarlandi.

Konumu tam olarak ayarlanan kesitin hipokampusunun CA1l bdlgesine bir
elektrot, medial entorhinal korteks bdlgesine diger elektrot yerlestirildi.

Elektrotlarin konumlar1 tekrar tekrar kontrol edildi.
Kayit haznesi icerisindeki yBOS nin sicaklig 6l¢iildi, 29-30 °C olmasi saglandi.

Elektrotlar1 yerlestirilen kesit yaklasik 20 dk, herhangi bir manipiileye maruz
birakilmadan, yBOS igerisinde bekletildi.

20 dk sonunda 15 dk’lik bazal kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

15 dk kayit sonunda igerisine LM11A-31 molekiilii eklenmis olan yBOS’ nin

kayit haznesine akis1 saglandi.

Akan soliisyonun 20 dk boyunca kesite perfiize olmasi beklendi.
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21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

20 dk sonunda 15 dk’lik ilagli kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

Kayit haznesi igerisindeki ilacl soliisyon yikandi ve kayit haznesine tekrardan

yBOS dolduruldu.

Ucgiincii kesit su banyosu igerisinden pipet yardimiyla alinarak kayit haznesi

icerisine yerlestirildi.
Yerlestirilen kesit mikroskopta goriintiilendi ve konumu ayarlandi.

Konumu tam olarak ayarlanan kesitin hipokampusunun CA1l bdlgesine bir
elektrot, medial entorhinal korteks bolgesine diger elektrot yerlestirildi.

Elektrotlarin konumlar: tekrar tekrar kontrol edildi.

Kayit haznesi igerisindeki yBOS’nin sicakligr olgiildi, 29-30 °C olmasi

saglandi.

Elektrotlar1 yerlestirilen kesit yaklasik 20 dk, herhangi bir manipiileye maruz
birakilmadan, yBOS igerisinde bekletildi.

20 dk sonunda 15 dk’lik bazal kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

15 dk kayit sonunda igerisine LM11A-31 molekiilii eklenmis olan yBOS’ nin

kayit haznesine akis1 saglandi.
Akan soliisyonun 20 dk boyunca kesite perfiize olmas1 beklendi.

20 dk sonunda 15 dk’lik ilagli kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

Kayit haznesi icerisindeki ilagh soliisyon yikandi ve kayit haznesine tekrardan

yBOS dolduruldu.

Dordiincii kesit su banyosu igerisinden pipet yardimiyla alinarak kayit haznesi

icerisine yerlestirildi.
Yerlestirilen kesit mikroskopta goriintiilendi ve konumu ayarlandi.

Konumu tam olarak ayarlanan kesitin hipokampusunun CA1l bolgesine bir
elektrot, medial entorhinal korteks bdlgesine diger elektrot yerlestirildi.

Elektrotlarin konumlar: tekrar tekrar kontrol edildi.
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35. Kayit haznesi igerisindeki yBOS’nin sicakligi o6l¢iildii, 29-30 °C olmasi

sagland.

36. Elektrotlar1 yerlestirilen kesit yaklasik 20 dk, herhangi bir manipiileye maruz
birakilmadan, yBOS igerisinde bekletildi.

37.20 dk sonunda 15 dk’lik bazal kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

38. 15 dk kayit sonunda igerisine LM11A-31 molekiilii eklenmis olan yBOS’ nin
kayit haznesine akis1 saglandi.

39. Akan soliisyonun 20 dk boyunca kesite perfiize olmasi beklendi.

40.20 dk sonunda 15 dk’lik ilach kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

Bir giinliik ¢calismayla dort kesitten; biri hipokampusun CA1 bolgesi, digeri medial
entorhinal korteks olacak sekilde ikiser, toplam sekiz kayit elde edildi. Bu protokol farkli
giinlerde birkag¢ kez uygulanarak hipokampus CAl ve entorhinal korteks bdlgelerinin her

ikisi i¢in de n sayisinin 9 olmasi saglandi.
3.2.5.2. Epilepsi Olusturulmus Kesitlerde Kayitlarin Alinmasi

Kesitlerde epilepsi olusturulabilmesi i¢cin 4-AP (100 pM) kullanildi. 1000 mL
yBOS hazirlanirken bir ependorf 4-AP ¢ozdiiriildii ve icerisine eklendi. 250 mL ilagh
sollisyon da hazirlanan bu 4-AP’li yBOS kullanilarak hazirlandi.

Kesitler alindiktan ve gerekli soliisyonlar hazirlandiktan sonra kayit islemine
gecildi. Kayit haznesinin igerisinden sicakligi 29-30 °C olan ve devamli olarak

oksijenlenen 4-AP (100 uM)’li yBOS nin gegisi saglandi.

Epilepsi Olusturulmus Kesitlerde ANA-12°li Kavitlarin Alinmasi

1. Sicak su banyosunda 1 saat yBOS igerisinde dinlendirilmis ve oksijenlenmis

kesitlerden bir tanesi pipetle alinarak kayit haznesi igerisine yerlestirildi.
2. Yerlestirilen kesit mikroskopta goriintiilendi ve konumu ayarlandi.

3. Bilgisayardan AxoScope 10.7 programi agildi ve cift kanalla kayit edebilmeyi

miimkiin kilan protokol secildi.

44



10.

11.

12.

13

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Konumu tam olarak ayarlanan kesitin hipokampusunun CA1l bdlgesine bir
elektrot, medial entorhinal korteks bdlgesine diger elektrot yerlestirildi.

Elektrotlarin konumlar1 tekrar tekrar kontrol edildi.

Kayit haznesi igerisindeki 4-AP’1li yBOS nin sicakligi 6l¢iildii, 29-30 °C olmasi

sagland.

Elektrotlar1 yerlestirilen kesit yaklasik 50 dk, herhangi bir manipiileye maruz
birakilmadan, 4-AP’li yBOS igerisinde bekletildi.

50 dk sonunda 15 dk’lik kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore kaydedildi.

15 dk kayit sonunda igerisine ANA-12 molekiilii eklenmis olan 4-AP’li
yBOS’nin kayit haznesine akis1 saglandi.

Akan soliisyonun 20 dk boyunca kesite perflize olmas1 beklendi.

20 dk sonunda 15 dk’lik ilagh kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

Kayit haznesi icerisindeki ilagh soliisyon yikandi ve kayit haznesine tekrardan

yBOS dolduruldu.

Ikinci kesit su banyosu igerisinden pipet yardimiyla alinarak kayit haznesi

icerisine yerlestirildi.

. Yerlestirilen kesit mikroskopta goriintiilendi ve konumu ayarlandi.

Konumu tam olarak ayarlanan kesitin hipokampusunun CA1l bdlgesine bir
elektrot, medial entorhinal korteks bdlgesine diger elektrot yerlestirildi.

Elektrotlarin konumlari tekrar tekrar kontrol edildi.

Kayit haznesi igerisindeki 4-AP’li yBOS’ nin sicakligr 6l¢iildii, 29-30 °C olmasi

saglandi.

Elektrotlar yerlestirilen kesit yaklasik 50 dk, herhangi bir manipiileye maruz
birakilmadan, 4-AP’li yBOS igerisinde bekletildi.

50 dk sonunda 15 dk’lik kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore kaydedildi.

15 dk kayit sonunda igerisine ANA-12 molekiilii eklenmis olan 4-AP’li
yBOS’nin kayit haznesine akis1 saglandi.

Akan soliisyonun 20 dk boyunca kesite perfiize olmasi beklendi.
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23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

20 dk sonunda 15 dk’lik ilagh kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

Kayit haznesi igerisindeki ilagli soliisyon yikandi ve kayit haznesine tekrardan

yBOS dolduruldu.

Uciincii kesit su banyosu igerisinden pipet yardimiyla alinarak kayit haznesi

icerisine yerlestirildi.
Yerlestirilen kesit mikroskopta goriintiilendi ve konumu ayarlanda.

Konumu tam olarak ayarlanan kesitin hipokampusunun CA1l bdlgesine bir
elektrot, medial entorhinal korteks bolgesine diger elektrot yerlestirildi.

FElektrotlarin konumlar1 tekrar tekrar kontrol edildi.

Kay1t haznesi icerisindeki 4-AP’li yBOS nin sicakligi 6l¢tildii, 29-30 °C olmasi

sagland.

Elektrotlar1 yerlestirilen kesit yaklasik 50 dk, herhangi bir manipiileye maruz
birakilmadan, 4-AP’li yBOS igerisinde bekletildi.

50 dk sonunda 15 dk’lik kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore kaydedildi.

15 dk kayit sonunda igerisine ANA-12 molekiilii eklenmis olan 4-AP’li
yBOS’nin kayit haznesine akis1 saglandi.

Akan soliisyonun 20 dk boyunca kesite perfiize olmasi beklendi.

20 dk sonunda 15 dk’lik ilagh kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

Bir giinliik ¢alismayla ii¢ kesitten; biri hipokampusun CA1 bolgesi, digeri medial

entorhinal korteks olacak sekilde ikiser, toplam alt1 kayit elde edildi. Bu protokol farkli

giinlerde birkag¢ kez uygulanarak hipokampus CA1 boélgesi i¢in n sayisinin 11; entorhinal

korteks bolgesi i¢in n sayisinin 15 olmasi saglandi.

Epilepsi Olusturulmus Kesitlerde LM11A-31li Kayitlarin Alinmasi

l.

2.

Sicak su banyosunda 1 saat yBOS igerisinde dinlendirilmis ve oksijenlenmis

kesitlerden bir tanesi pipetle alinarak kayit haznesi igerisine yerlestirildi.

Yerlestirilen kesit mikroskopta goériintiilendi ve konumu ayarlanda.
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Bilgisayardan AxoScope 10.7 programi agildi ve ¢ift kanalla kayit edebilmeyi

miimkiin kilan protokol secildi.

Konumu tam olarak ayarlanan kesitin hipokampusunun CA1 bolgesine bir
elektrot, medial entorhinal korteks bdlgesine diger elektrot yerlestirildi.

Elektrotlarin konumlar: tekrar tekrar kontrol edildi.

Kay1t haznesi icerisindeki 4-AP’li yBOS nin sicakligi 6l¢iildii, 29-30 °C olmasi

sagland.

Elektrotlar1 yerlestirilen kesit yaklasik 50 dk, herhangi bir manipiileye maruz
birakilmadan, 4-AP’li yBOS igerisinde bekletildi.

50 dk sonunda 15 dk’lik kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore kaydedildi.

15 dk kayit sonunda igerisine LM11A-31 molekiilii eklenmis olan 4-AP’li
yBOS’ nin kayit haznesine akisi saglandi.

Akan soliisyonun 20 dk boyunca kesite perflize olmas1 beklendi.

20 dk sonunda 15 dk’lik ilagli kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

Kayit haznesi icerisindeki ilagh soliisyon yikandi ve kayit haznesine tekrardan

yBOS dolduruldu.

Ikinci kesit su banyosu igerisinden pipet yardimiyla alnarak kayit haznesi

icerisine yerlestirildi.

. Yerlestirilen kesit mikroskopta goriintiilendi ve konumu ayarlandi.

Konumu tam olarak ayarlanan kesitin hipokampusunun CA1l bolgesine bir
elektrot, medial entorhinal korteks bolgesine diger elektrot yerlestirildi.

Elektrotlarin konumlar1 tekrar tekrar kontrol edildi.

Kay1t haznesi icerisindeki 4-AP’li yBOS nin sicakligi 6l¢iildii, 29-30 °C olmasi

sagland.

Elektrotlar1 yerlestirilen kesit yaklasik 50 dk, herhangi bir manipiileye maruz
birakilmadan, 4-AP’1i yBOS icerisinde bekletildi.

50 dk sonunda 15 dk’lik kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore kaydedildi.
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15 dk kayit sonunda icerisine LM11A-31 molekiilii eklenmis olan 4-AP’li
yBOS’nin kayit haznesine akisi saglandi.

Akan soliisyonun 20 dk boyunca kesite perfiize olmasi beklendi.

20 dk sonunda 15 dk’lik ilagh kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

Kay1t haznesi igerisindeki ilacl soliisyon yikandi ve kayit haznesine tekrardan

yBOS dolduruldu.

Ucgiincii kesit su banyosu icerisinden pipet yardimiyla alinarak kayit haznesi

icerisine yerlestirildi.
Yerlestirilen kesit mikroskopta goriintiilendi ve konumu ayarlandi.

Konumu tam olarak ayarlanan kesitin hipokampusunun CA1l bdlgesine bir
elektrot, medial entorhinal korteks bdlgesine diger elektrot yerlestirildi.

FElektrotlarin konumlar1 tekrar tekrar kontrol edildi.

Kayi1t haznesi icerisindeki 4-AP’li yBOS nin sicakligi 6lgtildii, 29-30 °C olmasi

saglandi.

Elektrotlar1 yerlestirilen kesit yaklasik 50 dk, herhangi bir manipiileye maruz
birakilmadan, 4-AP’1i yBOS igerisinde bekletildi.

50 dk sonunda 15 dk’lik kay1t alinarak bilgisayarda uygun klasore kaydedildi.

15 dk kayit sonunda icerisine LM11A-31 molekiilii eklenmis olan 4-AP’li
yBOS’nin kayit haznesine akis1 saglandi.

Akan soliisyonun 20 dk boyunca kesite perfiize olmasi1 beklendi.

20 dk sonunda 15 dk’lik ilagli kayit alinarak bilgisayarda uygun klasore
kaydedildi.

Bir giinliik ¢alismayla ii¢ kesitten; biri hipokampusun CA1 bdlgesi, digeri medial

entorhinal korteks olacak sekilde ikiser, toplam alt1 kayit elde edildi. Bu protokol farkli

giinlerde birkac kez uygulanarak hipokampus CA1 ve entorhinal korteks bolgelerinin her

ikisi i¢in de n sayisinin 11 olmasi saglandi.
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3.2.6. Elektrofizyolojik Kayitlarin Analiz Edilmesi

Elde edilen bazal kayitlar, ANA-12 (10 uM) molekiiliine ait kayitlar ve LM11A-31
(100 nM) molekiiliine ait kayitlar kaydedildigi klasorlerden Clampfit 10.7 uygulamasi
kullanilarak agildi. Biyolojik sinyallerin daha goriiniir olmas1 ve epileptik desarjlarin fark
edilebilir hale gelmesi i¢in diisiik gegiren filtreden gecirildi. Diisiik geciren filtrede 280 Hz
ve alt1 filtre edildi. Ayrica sehir cereyani denilen 50 Hz’lik giiriiltii ve harmonikleri de filtre

edilerek kayit dosyalar filtreli sekilde uygun klasorlere tekrardan kaydedildi.

Giiriiltiiden arindirilmis  kayit dosyalari, glic analizleri i¢in Clampfit 10.7
uygulamasi: kullanilarak agildi. Gli¢ spektrumu sekmesinden Hamming formiili
kullanilarak analiz edildi. 50 Hz frekansa kadar elde edilen degerler Microsoft Excel 2016
programi kullanilarak not edildi. Elde edilen degerler toplandi ve son deger yeni bir
Microsoft Excel sayfasina not edildi. Her bazal, ANA-12 (10 uM) molekiiliine ait kayitlar
ve LM11A-31 (100 nM) molekiiline ait kayitlar icin ilag uygulamadan oOncesi ve ilag

uygulamasi sonrasi olmak tizere bu islem uygulandi.

Giriiltiden armndirilmis kayit dosyalarinda elde edilen epilepsi benzeri olaylar
frekans, siire ve genliklerinin karsilastirilabilmesi i¢in tek tek incelendi. Her bazal, ANA-
12 (10 uM) molekiiliine ait kayitlar ve LM11A-31 (100 nM) molekiiliine ait kayitlar i¢in
ilag uygulamadan 6ncesi ve ila¢ uygulamasi sonrasinda elde edilen olaylarin siireleri ve
genlikleri Microsoft Excel 2016 uygulamas: kullanilarak tek tek not edildi. Ortalamalari
alimarak ilag uygulamasi Oncesi ve ilag uygulanmasi sonrast elde edilen veriler

karsilastirildi.
3.2.7. Istatistiksel Analiz

Deney verilerinin analizi GraphPad Prism 8.0.2. programi kullanilarak yapild. ik
olarak bazal, ANA-12 (10 pM) molekiiliine ait kayitlar ve LMI11A-31 (100 nM)
molekiiliine ait kayitlar i¢in hem ilag uygulamadan oncesi hem de ila¢ uygulamasi
sonrasinda elde edilen toplam gii¢, frekans, genlik ve siire verilerinin normal dagilima
uyup uymadigr Shapiro-Wilk testiyle kontrol edildi. Normal dagilima uyan (p>0,05)
verilerde Bagimli Orneklem T Testi kullanildi, p degeri 0,05’ten kiiciik ¢ikan degerler
anlamli kabul edildi. Normal dagilima uymayan verilerde (p<0,05) Wilcoxon Isaretli
Siralar Testi (Bagimhi 6rneklem T-testi) kullanildi, p degeri 0,05ten kiigiik ¢ikan degerler

anlamli1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Analizleri GraphPad Prism 8.0.2. programi kullanilarak yapilan, normal dagilima
uyup uymadigl kontrol edilen toplam giig, frekans, genlik ve siire verilerinin yine ayni

uygulama iizerinden ¢izgi grafikleri olusturuldu.

Taze beyin kesitlerinden elde edilen gilic spektrumu, beyinde lokal olarak izlenen
elektriksel aktivitenin frekans dagilimin1 ve yogunlugunu gosteren bir bulgudur.
Elektrofizyolojik kayitlara ait, 4-AP (100 uM) uygulamasi ve sonrasinda sirastyla ANA-12
(10 uM) ve LM11A-31 (100 nM) uygulamalar1 sonrasina ait giic spektral yogunluk
dagilimin1 gosteren gorseller olusturuldu. Ilaglarin, epilepsi olusturulmus kesitlerdeki etkisi

giic spektrumlarindan yola ¢ikarak incelendi.

Alman bazal kayitlarda hem hipokampusta hem de entorhinal kortekste epilepsi
benzeri olaylara rastlanmadi. Boylece ANA-12 (10 uM) ve LM11A-31 (100 nM)’in

epileptik bir etkisinin olmadig1 bulundu.

4.1.1.,4.1.2.,4.2.1. ve 4.2.2. numarali boliimlerde kullanilan gorsellerde belirtilen
‘once’ ifadesi taze beyin kesitine 4-AP (100 uM) uygulandiktan sonra elde edilen kayittan
ortaya cikan verileri ifade ederken; ‘sonra’ ifadesi 4-AP (100 uM) uygulanmis taze beyin
kesitine 1ilgili ilag eklendikten sonra elde edilen kayittan ortaya cikan verileri ifade

etmektedir.

Genel olarak bakildiginda; dinlendirilmis taze beyin kesitlerinde ilk 15 dk’lik
kayitta epilepsi benzeri olaylar gozlenmemistir. 4-AP (100 uM) uygulamas1 sonrast hem
hipokampusta hem de entorhinal kortekste epilepsi benzeri olaylar olusurken;
hipokampusta ortaya ¢ikan epilepsi benzeri olaylarin  genliginin entorhinal

kortekstekilerden daha diisiik oldugu gozlenmistir.
4.1. ANA-12’nin Uyarnilabilirlik ve Epilepsi Benzeri Olaylara Etkisine Ait Bulgular

Bagimli 6rneklem T-testi kullanilarak yapilan analizler sonucunda: ANA-12 (10
uM) molekiiliiniin epilepsi benzeri olaylarin toplam giicli ve genligi iizerinde anlamli bir
etkisi bulunmazken; epilepsi benzeri olaylarin frekansina ve siiresine anlamli bir etkisi
oldugu bulundu. Ayrica ANA-12 (10 uM) molekiiliiniin eklenmesinin hem hipokampustan
hem de entorhinal korteksten elde edilen sinyallere ait gii¢ spektral yogunluk dagilimina da

etkisinin olmadig: gorildii.
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Taze beyin kesitine 4-AP (100 pM) uygulandiktan sonraki ve ilag (ANA-
12/LM11A-31) uygulandiktan sonraki elektrofizyolojik kayitlara ait 6rnekler ve kayitlarda
olustugu gozlenen epilepsi benzeri olaylarin yakindan goriiniimii sirasiyla hipokampus ve

entorhinal kortekse ait olmak tizere sekil 16 ve sekil 19°da gosterilmistir.

4.1.1. ANA-12’nin Hipokampustaki Uyarilabilirlik ve Epilepsi Benzeri Olaylara
Etkisine Ait Bulgular

| 2mv 5 dk

a) 4-AP uygulamasi dncesinde hipokampusta elde edilen kayit 6redi

A A .

b) 4-AP uygulamas: sonrasinda hipokampusta elde edilen kayit érnegi
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¢} 4-AP uygulamas: sonrasinda 2mV

hipokampusta elde edilen epilepsi 1sn

benzeri olayin yakindan gériiniimii

d) ANA-12 uygulamas: senrasinda hipokampusta elde edilen kayit émegi
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€) ANA-12 uygulamasi sonrasinda

hipokampusta elde edilen epilepsi ._.—q/‘.\_,. 2 mv

benzeri olayin yakindan gériintimt ;
sn

Sekil 16. ANA-12’nin hipokampustaki epilepsi benzeri olaylara etkisini gosteren kayitlar

4-AP (100 uM) uygulanmis taze beyin kesitlerine ANA-12 (10 pM) molekiiliiniin
uygulanmas1 sonrasi hipokampustan elde edilen kayitlarda yapilan analizler sonucunda;

hipokampustaki epilepsi benzeri olaylarin toplam giicii ile 4-AP (100 uM)’li kayitlarda
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ortaya ¢ikan epilepsi benzeri olaylarin toplam giicti karsilastirildiginda anlamlilik ortaya
¢ikmadi (p> 0.05; n=15; sekil 17a). Giig spektrumuna bakildiginda ise ANA-12 (10 uM)
uygulamasiin hipokampustan elde edilen sinyallerin gii¢ spektral yogunluk dagilimina

etkisi olmadig1 gozlendi (Sekil 17b).
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Sekil 17. ANA-12 'nin hipokampustaki epilepsi benzeri olaylarin toplam giiciine ve gii¢
spektrumuna etkisi

4-AP ile indiiklenen, hipokampusta ortaya ¢ikan epilepsi benzeri olaylarin ortalama
frekanslar1 0.02801 + 0.002695 iken, ANA-12 (10 uM) uygulamasi sonrasi ortalama
frekanslarin  0.02085 + 0.001503 oldugu goriilmiistiir. Boylece ANA-12 (10 uM)
uygulamasi 6ncesi ve sonrasi hipokampusta ortaya ¢ikan epilepsi benzeri olaylarin frekansi
karsilastirildiginda anlamli derecede azalma oldugu bulunmustur (p = 0.0141; n=15; sekil
18a). 4-AP ile indiiklenen, hipokampusta ortaya cikan epilepsi benzeri olaylarin ortalama
stireleri 1.800 + 0.1117 iken, ANA-12 (10 pM) uygulamas: sonrasi ortalama siirelerin
1.510 £ 0.1292 oldugu goriilmiistiir. Boylece ANA-12 (10 uM) uygulamasi oncesi ve
sonras1 hipokampusta ortaya ¢ikan epilepsi benzeri olaylarin siireleri karsilastirildiginda
anlamli derecede azalma oldugu bulunmustur (p = 0.0023; n=15; 18b). ANA-12 (10 uM)
uygulamas: sonrast hipokampusta ortaya ¢ikan epilepsi benzeri olaylarin genligi, 4-AP
(100 uM)’li kayitlarda ortaya ¢ikan epilepsi benzeri olaylarin genligiyle karsilastirildiginda
anlamlilik ortaya ¢ikmadi (p> 0.05; n=15; sekil 18c).
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Sekil 18. ANA-12 'nin hipokampustaki epilepsi benzeri olaylarin frekansina, siiresine ve
genligine etkisini gosteren ¢izgi grafikleri (*: p< 0.05, **: p<0.01, n=15)
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4.1.2. ANA-12’nin Entorhinal Korteksteki Uyarilabilirlik ve Epilepsi Benzeri
Olaylara Etkisine Ait Bulgular

| 2mv 5dk

a) 4-AP uygulamasi Sncesinde entorhinal kortekste elde edilen kayit &regi

™ -~ Al

b) 4-AP uygulamas: sonrasinda entorhinal kortekste elde edilen kayit drnegi

N

¢} 4-AP uygulamasi sonrasinda 2mv
entorhinal kortekste elde edilen epilepsi 1sn
benzeri olayin yakindan gériinfimii —_—

d) ANA-12 uypulamas: sonrasinda entorhinal kortekste elde edilen kayit Srnegi
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e) ANA-12 uygulamas: sonrasinda 1sn
entorhinal kortekste elde edilen epilepsi —
benzeri olayin yakindan goriintimi

Sekil 19. ANA-12’nin entorhinal korteksteki epilepsi benzeri olaylara etkisini gosteren
kayitlar

4-AP (100 uM) uygulanmis taze beyin kesitlerine ANA-12 (10 pM) molekiiliiniin
uygulanmas1 sonrast entorhinal korteksten elde edilen kayitlarda yapilan analizler
sonucunda; entorhinal korteksteki epilepsi benzeri olaylarin toplam giicii ile 4-AP (100
uM)’li kayitlarda ortaya ¢ikan epilepsi benzeri olaylarin toplam giicii karsilastirildiginda
anlamlilik ortaya ¢ikmadi (p> 0.05; n=15; sekil 20a). Gii¢ spektrumuna bakildiginda ise
ANA-12 (10 uM) uygulamasinin entorhinal korteksten elde edilen sinyallerin gii¢ spektral
yogunluk dagilimina etkisi olmadig1 gozlendi (Sekil 20b).
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Sekil 20. ANA-12 'nin entorhinal korteksteki epilepsi benzeri olaylarin toplam giicline ve
giic spektrumuna etkisi

4-AP ile indiiklenen, entorhinal kortekste ortaya c¢ikan epilepsi benzeri olaylarin
ortalama frekanslar1 0.03815 + 0.001804 iken, ANA-12 (10 uM) uygulamasi sonrasi
ortalama frekanslarin 0.03392 + 0.001900 oldugu goriilmiistiir. Boylece ANA-12 (10 uM)
uygulamas1 dncesi ve sonrasi entorhinal kortekste ortaya ¢ikan epilepsi benzeri olaylarin
frekans1 karsilagtirildiginda anlamli derecede azalma oldugu bulunmustur (p = 0.0123;
n=15; sekil 21a). 4-AP ile indiiklenen, entorhinal kortekste ortaya ¢ikan epilepsi benzeri
olaylarin ortalama siireleri 2.508 + 0.1771 iken, ANA-12 (10 uM) uygulamas1 sonrasi
ortalama siirelerin 2.334 + 0.1695 oldugu goriilmiistiir. Boylece ANA-12 (10 pM)
uygulamas1 dncesi ve sonrasi entorhinal kortekste ortaya ¢ikan epilepsi benzeri olaylarin
siireleri karsilastirildiginda anlamli derecede azalma oldugu bulunmustur (p = 0.0088;
n=15; sekil 21b). ANA-12 (10 uM) uygulamas: sonrasi entorhinal kortekste ortaya ¢ikan
epilepsi benzeri olaylarin genligi, 4-AP (100 uM)’li kayitlarda ortaya ¢ikan epilepsi
benzeri olaylarin genligiyle karsilastirildiginda anlamlilik ortaya ¢ikmadi (p> 0.05; n=15;
sekil 21c¢).
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Sekil 21. ANA-12 'nin entorhinal korteksteki epilepsi benzeri olaylarin frekansina, siiresine
ve genligine etkisini gosteren ¢izgi grafikleri (*: p< 0.05, **: p<0.01, n=15)

4.2. LM11A-31’in Uyarilabilirlik ve Epilepsi Benzeri Olaylara Etkisine Ait Bulgular

Bagimli o6rneklem T-testi kullanilarak yapilan analizler sonucunda: LM11A-31
(100 nM) molekiiliiniin epilepsi benzeri olaylarin toplam giicii, frekansi, siiresi ve genligi
tizerinde anlamli bir etkisi olmadigr bulundu. Ayrica LM11A-31 (100 nM) molekiiliiniin
eklenmesinin hem hipokampustan hem de entorhinal korteksten elde edilen sinyallere ait
gii¢ spektral yogunluk dagilimina da etkisinin olmadig: goriildii.

Taze beyin kesitine 4-AP (100 pM) uygulandiktan sonraki ve ilag (ANA-
12/LM11A-31) uygulandiktan sonraki sonraki elektrofizyolojik kayitlara ait ornekler ve
kayitlarda olustugu gozlenen epilepsi benzeri olaylarin yakindan goriiniimii sirasiyla

hipokampus ve entorhinal kortekse ait olmak iizere sekil 22 ve sekil 25°te gosterilmistir.
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4.2.1. LM11A-31’in Hipokampustaki Uyarilabilirlik ve Epilepsi Benzeri Olaylara
Etkisine Ait Bulgular

| 2mv

5dk
a) 4-AP uygulamas: dncesinde hipokampusta elde edilen kayit drnegi
b) 4-AP uygulamas: sonrasinda hipokampusta elde edilen kayit 8rnegi
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benzeri olaymn yakindan gériinlimii

d) LM11A-31 uygulamasi sonrasinda hipokampusta elde edilen kayit drnegi

/

e) LM11A-31 uygulamasi sonrasinda 2mV
hipokampusta elde edilen epilepsi
benzeri olaym yakindan gériinfimii
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Sekil 22. LM11A-31’in hipokampustaki epilepsi benzeri olaylara etkisini gosteren kayitlar

4-AP (100 puM) uygulanmis taze beyin kesitlerine LMI11A-31 (100 nM)
molekiiliiniin uygulanmasi sonras1 hipokampustan elde edilen kayitlarda yapilan analizler
sonucunda; hipokampustaki epilepsi benzeri olaylarin toplam giicii ile 4-AP (100 uM)’li
kayitlarda ortaya c¢ikan epilepsi benzeri olaylarin toplam gilicii karsilastirildiginda
anlamlilik ortaya ¢ikmadi (p> 0.05; n=11; sekil 23a). Gii¢ spektrumuna bakildiginda ise
LM11A-31 (100 nM) uygulamasmin hipokampustan elde edilen sinyallerin gii¢ spektral
yogunluk dagilimina etkisi olmadig1 gézlendi (Sekil 23b).
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Sekil 23. LM11A-31’in hipokampustaki epilepsi benzeri olaylarin toplam giiciine ve gii¢
spektrumuna etkisi

4-AP (100 puM) uygulanmis taze beyin kesitlerine LM11A-31 (100 nM)
molekiiliiniin uygulanmasi sonrasi hipokampustan elde edilen kayitlarda yapilan analizler
sonucunda; hipokampustaki epilepsi benzeri olaylarin frekansi, siiresi ve genligi ile 4-AP
(100 uM)’1li kayitlarda ortaya ¢ikan epilepsi benzeri olaylarin frekansi, siiresi ve genligi
karsilastirildiginda anlamlilik ortaya ¢ikmadi (p> 0.05; n=11; sekil 24a, 24b ve 24c).
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Sekil 24. LM11A-31’in hipokampustaki epilepsi benzeri olaylarin frekansina, siiresine ve
genligine etkisini gosteren ¢izgi grafikleri (n=11)
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4.2.2. LM11A-31’in Entorhinal Korteksteki Uyarilabilirlik ve Epilepsi Benzeri
Olaylara Etkisine Ait Bulgular

| 2mv 5 dk

a) 4-AP uygulamasi 8ncesinde entorhinal kertekste elde edilen kayrt drmegi

b) 4-AP uygulamasi sonrasinda entorhinal kortekste elde edilen kayit redi

¢) 4-AP uygulamasi scnrasinda 2mV
entorhinal kortekste elde edilen
1sn

epilepsi benzeri olayin yakindan
gortiinlimi

d) LM11A-31 uygulamasi sonrasinda entorhinal kortekste elde edilen kayit drnegi

e) LM11A-31 uygulamas: sonrasinda 2mv
entorhinal kortckste elde edilen Lsn
epilepsi benzeri olayin yakindan

goriinimii

Sekil 25. LM11A-31’in entorhinal korteksteki epilepsi benzeri olaylara etkisini gosteren
kayitlar

4-AP (100 puM) uygulanmis taze beyin kesitlerine LMI11A-31 (100 nM)
molekiiliiniin uygulanmasi sonrasi entorhinal korteksten elde edilen kayitlarda yapilan
analizler sonucunda; entorhinal korteksteki epilepsi benzeri olaylarin toplam giicii ile 4-AP
(100 uM)’li kayitlarda ortaya c¢ikan epilepsi benzeri olaylarin toplam giicii
karsilastirildiginda anlamlilik ortaya ¢ikmadi (p> 0.05; n=11; sekil 26a). Gii¢ spektrumuna
bakildiginda ise LM11A-31 (100 nM) uygulamasiin entorhinal korteksten elde edilen
sinyallerin gii¢ spektral yogunluk dagilimina etkisi olmadig: gozlendi (Sekil 26b).
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Sekil 26. LM11A-31in entorhinal korteksteki epilepsi benzeri olaylarin toplam giiciine ve
gli¢ spektrumuna etkisi

4-AP (100 pM) wuygulanmig taze beyin kesitlerine LMI1A-31 (100 nM)
molekiiliiniin uygulanmasi sonrasi entorhinal korteksten elde edilen kayitlarda yapilan
analizler sonucunda; entorhinal korteksteki epilepsi benzeri olaylarin frekansi, siiresi ve
genligi ile 4-AP (100 puM)’li kayitlarda ortaya ¢ikan epilepsi benzeri olaylarin frekansi,
stiresi ve genligi karsilastirildiginda anlamlilik ortaya ¢ikmadi (p> 0.05; n=11; sekil 27a,
27b ve 27¢).
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Sekil 27. LM11A-31’in entorhinal korteksteki epilepsi benzeri olaylarin frekansina,
stiresine ve genligine etkisini gosteren ¢izgi grafikleri (n=11)
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5. TARTISMA ve SONUC

Epilepsi diinya ¢apinda on milyonlarca sayida insani etkileyen ciddi bir hastalik
yiikii olusturmaktadir. Her ne kadar nobet olusumlari ilaglarla kontrol altina alinsa da insan
hayatin1 biiyiik o6lgiide olumsuz etkilemesi ve ila¢ tedavilerinin herkeste ayni yaniti
vermemesi epilepsi hastaligini kesin tedavisi zor hastaliklar kategorisine koymaktadir.
Olusumundaki sosyal, genetik, metabolik ve yapisal unsurlar hastaligir daha da karmasik bir
hale getirmektedir. Bu sebeplerden dolay1 da epilepsi arastirmalari her daim giincelligini

korumaktadir.

MSS’de gelisim, olgunlasma ve adaptif siirecleri yoneten ndropeptit yapili
diizenleyiciler norotrofik faktorler olarak bilinir. BDNF, bu faktorlerden biridir ve sinir
devrelerinin yeni uyarim kosullarina gore sekillenmesinde 6nemlidir. BDNF, sinirsel
aktivite ile salinip sinirsel yapinin belirlenmesinde rol oynayan fizyolojik siireglerde yer
almaktadir (50, 117). Daha sonraki c¢alismalarda BDNF’nin akut sinirsel cevaplarin
sekillenmesinde de rol oynayan bir modiilator olabilecegi ileri siiriilmiistiir fakat hiicre
diizeyinde noronlar ve kanallar iizerinde tanimlanan etkilerin ndéronal devre diizeyinde de
tanimlanmasi 6nem art etmektedir. Tez ¢alismamizda da BDNF ile iligkili iki reseptor olan
TrkB ve p75°in akut olarak sinir devrelerindeki uyarilabilirligi ve yapay olarak tetiklenen
epilepsi benzeri olaylari nasil etkiledigi ortaya arastirllmistir. Elde edilen bulgular su

sekilde 6zetlenebilir:

e TrkB reseptoriiniin inhibe edilmesi, hipokampus CA1l ve EC bdélgelerindeki

genel sinirsel osilasyonlarin toplam giicilinii etkilememistir.

e TrkB reseptoriiniin inhibe edilmesi hem hipokampus CA1 hem de EC’de

epilepsi benzeri olaylarin sayisini azaltmis, olaylarin siirelerini ise kisaltmistir.

e p75NTR, hipokampus CAl ve EC bolgelerindeki genel sinirsel osilasyonlarin

toplam giicilinii etkilememistir.

e P75NTR’nin inhibe edilmesi hem hipokampus CA1l hem de EC’de epilepsi

benzeri olaylarin sayisina, siirelerine ve genliklerine etki etmemistir.

Calismada 6-8 haftalik farelerin kullanilmasinin sebebi farelerde erigkinligin basina
denk gelen donem olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu yas araliginda hipokampus ve
entorhinal korteks yapilar1 fonksiyonel olgunluga ulasmaktadir. Sinaptogenez ve
miyelinizasyon biiyiik 6l¢lide tamamlandig1 i¢in de noronal uyarilabilirlik siireci rahatlikla

Olctilebilir.
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TrkB reseptoriiniin BDNF ile etkilesimi sonucunda aktive ettigi sinyal yolaklariyla
beraber sinaptik iletim ve ndronal uyarilabilirlik {iizerinde belirleyici bir rolii
bulunmaktadir. TrkB’nin uyarilabilirliginin arastirildigi bir ¢alismada TrkB reseptdrleri
genetik olarak silinen fareler kullanilmis ve celigkili sonuglar ortaya c¢ikmustir (118).
Kronik epilepsinin olusturuldugu model kullanilmig ve farelerde TrkB reseptorlerinin
olmamasi nedeniyle BDNF/TrkB yolaginin ¢alismadigi bu sebeple de farelerin epilepsiye
daha dayanikli hale geldigi belirtilmistir. Fakat akut olarak koreal sekilde uygulanan 6 Hz
elektrik modelinde, TrkB reseptorleri olmayan fareler normal farelerle ayni siire ve ayni
akimda epileptik ndbetler gecirmistir. Bu ¢alisma, kronik ve akut modelleri incelemek igin
onem arz etse de kullanilan genetik modelde c¢ok sayida ek degisiklik yapildigindan
BDNEF/TrkB yolaginin roliiniin tam olarak anlagilmasi zordur. Genetik ve nadir goriilen
epilepsi tiirlindeki bir modelde, TrkB sinyal yolaginin genetik manipiilasyon teknikleri
kullanilarak aktive edildiginde epilepsi nobetlerinin arttigi davranis deneyleriyle beraber
gosterilmistir (119). Calismada farelere ANA-12 verildiginde nobet sikliginin azaldigi
gbzlenmistir. Peptit olarak BDNF uygulanmasi veya TrkB agonisti 7,8-DHF uygulanmasi,
GABA salmimim azaltarak inhibitér akimlari zayiflatir ve ndronlarin daha kolay
uyarilabilmesine neden olur bdylece BDNF/TrkB yolagi aktivasyonu nedeniyle sinir
devreleri eksitasyon yoniinde hareket eder (84). TrkB’nin postsinaptikte aktivasyonu ise
nérotransmitter salimmim tetikleyerek presinaptikteki Ca* girisini baskilamakta oldugu ve
bunun da uyarilabilirligi azalttig1 goriilmiistiir (120). Bunun sonucunda TrkB’nin hiicre
tipine bagiml ¢ift yonlii etki gosterebildigi bulunmustur. Yapilan daha fizyolojik farkl bir
calismada, BDNF heterozigot farelerin EC’lerinde BDNF konsantrasyonunun azaldigi ve
EC piramidyal noronlarinda aksiyon potansiyeli frekanslarinin azaldigi goriilmiistiir. Ayni
calismada BDNF eksikliginin eksitasyon/inhibisyon dengesini bozdugu ve GABA
salimimlarin1 azalttif1 gosterilmistir, ¢alismada yine 7,8-DHF kullanilarak TrkB’nin akut
olarak aktive edilmesiyle epileptiform aktivitenin siddeti artmis ve iktal bosalimlarin stiresi
uzamustir (7). Hiicre diizeyindeki bu etkiler, BDNF/TrkB yolagmin epilepsi ile baglantili
oldugunu gostermektedir. Penisilin kullanilarak indiiklenmis fokal epilepsi modelinde
elektrofizyolojik olarak (121) ve kainik asit ile indiiklenen sistemik epilepsi modelinden
(122) elde edilen davranis verileri, heterozigot farelerin bazi1 deneysel epileptik modellerde
daha direngli oldugunu dogrulamistir. Bu calismalardan farkli olarak buradaki tez

caligmasi, dogrudan ex vivo preperattaki etkiyi degerlendiren bir ¢alismadir ve tiim bu
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calismalardan elde edilen sonuglar, mevcut ¢alismada ANA-12 uygulamasi ile devam eden

epileptik aktivitenin frekanslarinin ve siirelerinin azalmastyla uyumlu oldugu bulunmustur.

p7SNTR’nin sinirsel uyarilabilirlikteki etkisi plastisite ve epileptogenez gibi
siireclerin sekillenmesinde kritik bir rol dstlenir. LTD’nin p75 reseptOriiniin ani bloke
edilmesi sebebiyle azaldigini gosteren bir caligmada buradaki mevcut tez caligsmasiyla
benzer olarak fare beyin kesitleri kullanilmigtir (123). Farkli bir calismada entorhinal
kortekste p75NTR’nin piramidal noronlarin uyarilabilirligini baskiladigr ve atesleme
davranigini azalttigt bulunmus, bunun sonucunda da p75NTR’nin eksikliginde hafiza
performansinda iyilesme ve epileptik nobetlere yatkinligin arttigi gorilmistiir (9). Baska
bir ¢aligmada p75NTR’si olmayan farelerde hizli glutamat salinimi ve uyarilabilirlik
artisiyla alakali olan LTP’nin arttifi gdzlenmistir (124). Elektroensefalografi (EEG) ve
beyin kesitlerinin kullanildig1 bir calismada, proBDNF/p75NTR sinyalinin gelisim
doneminde GABA’nin dengesini bozarak kalici sekilde depolarize edici yanitlara yol
actigin1 ve bunun da epilepsiye yatkinligi arttirdig1 gosterilmistir (104). Davranis deneyleri
Olciimlerinin yapildig1 farkli bir ¢alismada, hipokampusta proBDNF’nin artisinin
saglandig1 uygulamada, piramidal ndronlarin atesleme oranini arttig1 bunun da 6grenmeyi
kolaylastirdigr ve strateji kullanimini degistirdigi ortaya konulmustur (125). Farkli bir
calismada ise mBDNF’nin GABAerjik interndronlarin uyarilabilirligini azaltirken,
proBDNF’nin ayni hiicrelerde anlamli bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir (87). Yapilan
caligmalar birlikte degerlendirildiginde ise p75SNTR aktivasyonunun etkisinin farkli hiicre
tiplerinde ve farkli beyin bdlgelerinde degistigi anlagilmaktadir. Akut olarak p75
reseptOriiniin modiilasyonunun etkileri hakkinda ise daha az arastirma yapilmistir. Yapilan
tez ¢alismasiyla p75NTR’nin akut olarak inhibisyonunun etkisi incelenmis olup, p7SNTR
inhibisyonunun uyarilabilirligi veya epilepsi benzeri aktiviteleri azaltabilecegi hipotezi
kurulmustur. Fakat LM11A-31’in akut olarak uygulanmasinin uyarilabilirligi azaltict veya
arttiric1 bir etkisi goriilmemis ve epilepsi benzeri olaylarda frekansi, silireyi ve genligi
etkilememistir. Akut olarak p75NTR’nin modiilasyonunun etkisinin gosterildigi ¢ok fazla
sayida caligmanin olmamasi, ¢alismalar sonucunda farkli sonuglar elde edilmesi ve iki
farkli bolgenin beraber arastirilmamis olmasi, yapilan bu tez ¢alismasinin 6zgilinliigiinii

arttirmaktadir.

Hipokampus ve entorhinal korteks beyinde bellek ve 6grenme islevlerinde kritik rol

oynayan iki yapidir. Bu yapilarin birbirleriyle baglantilar1 plastisite ve bilgi akis1 gibi
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norofizyolojik siire¢lerde 6nemli bir yer tutar. Bu iki yap1 arasinda baglant1 iki farkli yol ile
saglanir. Ik yol, EC — DG — CA3 — CAl — Subikulum yoludur ve disaridan alinan
bilgilerin hipokampusta islenmesini saglar. Ikinci yol, Hipokampus — Subikulum — EC
yoludur. Bu yol ise islenmis bilgilerin EC’ye ve oradan da neokortekste génderilmesini
saglayan yoldur. EC’den gelen yogun girdiler, hipokampusun uyarilabilirligi belirleyici
sekilde bir rol oynamaktadir. Asir1 uyarilma durumunda EC-hipokampus baglantisi
epileptik baslatan ve yayilmasini saglayan temel yoldur. Ayni zamanda bu yol, 6grenme
sirasinda senkronize sekilde ortaya ¢ikan osilasyonlarin meydana gelmesine de sebep olur.
Tez ¢alismasinda hipokampus ve entorhinal korteks arasindaki baglantiyr koruyabilmek
amactyla horizontal kesitler kullanilmistir. Bu yontem in vitro deneysel epilepsi modelinde

yaygin olarak kullanilmaktadir (126).

Hipokampustaki néronal uyarilabilirligin 6grenme ve hafiza siire¢lerinde 6nemli bir
rolii vardir. Bu uyarilabilirlik farkli molekiiler mekanizmalar ve hiicresel stireclerle
diizenlenir. Yayilan depolarizasyon sonrasinda uyarilabilirligin arttigi ve CAl piramidal
noronlarda artan aktivitenin voltaj kapili Na™ kanallar tarafindan yénetildigi bulunmustur
(127). Farkhi bir calismada kainik asit ile indiiklenmis TLE modelinde T-tipi Ca™
kanalinin, hipokampal nobetlerin siiresini ve sikligin1 diizenleyici etkisinin oldugu
gosterilmistir (128). Baska bir ¢alismada Nav1.6 geninde goriilen bir mutasyonun CAl
bolgesindeki Na" akimini arttirarak spontan atesleme ve erken yeniden depolarizasyon gibi
dalga formlarma neden oldugu bulunmustur (129). Tim bu calismalar sonucunda
hipokampal uyarilabilirligin hem voltaj kapili Na*/ Ca™ hem de yayilan depolarizasyon
gibi dinamik devre olaylar1 aracilifiyla diizenlendigi bulunmustur. Dolayisiyla
hipokampustaki uyarilabilirlik tek bir bagimliya degil ¢ok katmanli hiicresel mekanizmalar
ve ¢evresel faktorlerle sekillenmektedir. Bu da epileptik aktivitenin gelisiminin karmagik

bir yapida oldugunun bir gostergesidir.

Hipokampusa giden ana giris noktasi olan EC, bilissel ve patolojik islevlerde
onemli rol oynar. Katman II ve III’te bulunan ndronlarin inhibitér ve eksitatdr dengeleri
uyarilabilirlik acisindan EC’yi O6nemli Ol¢lide diizenlenmektedir. BDNF heterozigot
farelerde, eksitasyon/inhibisyon dengesinin bozulmasi1 nedeniyle, medial EC’lerinde
bulunan piramidyal hiicrelerinde uyarilabilirligin azaldig1 gosterilmistir (130). Baska bir
calismada EC’ye medial septumdan gelen GABAerjik projeksiyonlarin inhibisyonu

diizenledigi gosterilmis ve bu projeksiyonlarin inhibe edici interndronlar {izerinde etkili
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oldugu gosterilmis, bu da septum-entorhinal devrenin EC’nin aktivitesinde onemli rol
oynadigini1 isaret etmektedir (131). TLE modelinde, GABAerjik sinapslarin kaybi1
dolayisiyla azalmis inhibisyon sonucunda EC katman II hiicrelerinin asir1 uyarilabilir hale

geldigi kesfedilmistir (132).

Nérofarmakoloji alaninda sikca kullanilan 4-AP molekiilii, voltaj bagimh K"
kanallarinin geri doniisiimlii olarak inhibe edilmesini saglar. Noronlarin ve néron olmayan
biitlin hiicrelerin dinlenim potansiyelini depolarize diizeylere tasir ve aksiyon potansiyeli
atesleme olasiligin arttirir. Bu 6zelligi sayesinde sinaptik iletim gii¢lenir, olusan aksiyon
potansiyelinin siiresi uzar ve noronal uyarilabilirlik artar. Tez calismasinda kullanilan taze
beyin kesitlerinde epilepsi benzeri olaylarin tetiklenmesinde baska yoOntemler de
kullanilmaktadir, Bunlar arasmnda 0 Mg™ (soliisyonlarda Mg’nin hi¢ kullanilmadig
yontem) modeli gosterilebilir (133). Bu modelde yapay beyin sivist i¢ine Mg konulmaz ve
boylece NMDA reseptoriiniin Mg blokaj1 ortadan kaldirilir. Bu da 4-AP’ye benzer sekilde
epileptik bosalmalart meydana getirir. Bikukulin eklenmesi GABA, reseptorlerini bloke
ederken, kainik asit modeli de AMPA reseptorlerinin asir1 aktivasyonu ile yapay epileptik
aktiviteler olusturabilir. Fakat 4-AP modelinin fizyolojik olarak daha uygun oldugu iddia
edilmistir (134). Bu yiizden tez ¢alismasinda 100 uM konsantrasyonda 4-AP kullanilmistir
(135).

Kesit calismalarinda 4-AP kullanildiginda iktal ve interiktal olarak adlandirilan iki
farkl1 olaymn olustugu goriilmiistiir (126). ‘Iktal’ olaylarin siireleri daha uzun ve genlikleri
yiiksek, ‘interiktal’lerin ise siireleri kisadir. iktal olaylar klinikte epilepsi ndbetleriyle de
iliskilendirilir. Tez calismasinda kullanilan ve antiepileptik ozelliklerini arastirdigimiz
molekiillerin etkilerinin, ‘iktal’ olaylar1 baskilayacak kadar giiclii olmadiginin diigiiniilmesi
sebebiyle daha az noronun senkronizasyonu sonucu meydana gelen ‘interiktal’ benzeri
bosalmalar {izerindeki etkilerinin Oncelikli olarak arastirllmasi amaglanmistir. Tez
calismasinda gozlenen epilepsi benzeri olaylar daha ¢ok interiktale benzeyen olaylar
olmustur. Kullanilan kesitlerde beyin biitiinliigii frontal-oksipital yonde korunmustur.
Boylece uzun mesafeli GABAerjik noéronlarin  biitiinligii bozulmamis ve giicli
senkronizasyon ile iliskilendirilen iktal olaylarin ortaya ¢ikmas1 biiyiik Olciide
engellenmistir (38). Yine de kisitl sayidaki bazi kesitlerde iktal benzeri olaylar goriilmiis

fakat bu kesitler analize dahil edilmemistir.
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TrkB ve p75NTR yolaklarimin uyarilabilirlik ile alakasini gosteren ve farkli
molekiillerin  kullanildig1 farkli g¢alismalar mevcuttur. Caligmalardan bazilar1  bu
molekiillerin akut etkileri, bazilar1 ise kronik etkileriyle alakalidir. Bu tez ¢alismasinda
ANA-12 i¢in 10 uM dozu, LM11A-31 i¢cin 100 nM dozu kullanilarak akut etkinin
gosterildigi deneyler yapilmistir. Bu dozlar 6nceki calismalarda taze beyin kesitlerinde
etkisi gosterilmis dozlar olarak bilinmektedir. Buna ragmen molekiillerin daha yiiksek
dozlarinin kullanildig1 deneylerin yapilmamis olmasit c¢alismamizin kisitlayici  yont
olmaktadir. Fakat yine de akut olarak TrkB ve p75 reseptorlerine etki edilmesinin, ortaya
cikan epileptik olaylar ve uyarilabilirlik iizerindeki etkileri ilk defa bu caligma ile ifade
edilmistir. Uyarilabilirligin modiile edilmesi ve epilepsi ndbetleriyle alakali olarak her iki
reseptoriin etkinliginin ayni modelde degerlendirildigi bir ¢alisma bulunmamasi da bu tez

calismasinin bu konudaki 6zgiinliiglinti arttirmaktadir.

Yapilan tez ¢alismasi, daha sonra yapilacak calismalara da kaynaklik edebilecek
bulgular ortaya ¢ikarmistir.

e Farkli dozlarda kullanilan ANA-12 ve LM11A-31’in ayr1 ayr1 ve sinerjik
etkilerinin,
e ANA-12 ve LM11A-31"in epileptik aktivite baslamadan 6nce uygulanmasinin
etkilerinin,
e Ogzellikle de ANA-12’nin mevcut antiepileptik ilaglarla beraber kullanildiginda
meydana ¢ikartacag etkilerinin,
e L[MI11A-31 molekiiliiniin kronik olarak hayvanlara uygulanmasinin,
aragtirilmasi literatiire yeni bilgiler katacaktir.
4-AP uygulamas1 sonucunda baslayan epileptik aktivitenin etkisinin azalmasi i¢in
giclii bir etkilesim beklenir. Bu tez g¢alismasinin ana bulgusu, TrkB’nin bu tir bir
potansiyele sahip oldugu fakat p75NTR’nin etkisinin olmadigidir. TrkB reseptori
aktivasyonu durdurmak veya baskilamak i¢in antiepileptik bir potansiyele sahiptir. Yeni
antiepileptik ilaclar ve hedefleri halen arastirilmaktadir. Bu durumda TrkB’yi yeni bir ilag
hedefi olarak veya mevcut antiepileptik ilaglarla birlikte etkilesime girme potansiyeli igin

degerlendirmek miimkiindiir.
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