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OZET

WAG/RIij Sicanlarda Ginkgo biloba’min Néronal Eksitabilite Uzerindeki
Etkilerinin in vitro Kalsiyum Gériintiileme Yontemi ile Incelenmesi

Amag: Epilepsi ndronlarin asirt ve senkron uyarilmasi ile gelisen nobetlerle
karakterize yaygin norolojik bir hastaliktir. Ginkgo biloba bitkisinin standardize 6ziitii
olan EGb 761 demans, dikkat eksikligi ve vertigo gibi sinir sistemi rahatsizliklarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Literatiirde EGb 761’in prokonvulsan bir etkiye sahip
olabilecegine iliskin yayinlar bulunmaktadir. Sunulan doktora tezinde, genetik absans
epilepsili WAG/R]j siganlardan elde edilen kortikal noron kiiltiirinde EGb 761 ve
onun etken bilesenleri olan ginkgolid A, B, C ve bilobalidin noéronal uyarilabilirlik
tizerindeki etkilerinin hiicre i¢i kalsiyum degisimi {izerinden incelenmesi
amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda kalsiyum goriintiileme yontemi kullanilarak,
EGb 761 ve etken bilesenleri ile iliskili hiicre i¢i kalsiyum yanitinda voltaj-kapili
kalsiyum kanallar1 ve iyonotropik glutamat reseptorlerinin rolii aragtirilmistir.

Gere¢ ve Yontem: Deneylerde WAG/RIij ve onun koken aldigi Wistar
sicanlardan (Po-s) elde edilen kortikal néron kiiltiirii kullanildi. Hiicre i¢i kalsiyum
seviyesine iliskin dl¢imler Fluo-4 kalsiyum indikator boyasi kullanilarak SD konfokal
mikroskop altinda gergeklestirildi. Kiiltiirdeki ndronlart uyarmak i¢in 30 mM KCI ve
100 uM glutamat kullanildi.

Bulgular: WAG/Rij si¢an kortikal noron kiiltiiriine uygulanan EGb 761°in 200
png/ml dozu hiicre i¢i kalsiyum seviyesini arttirdi. EGb 761°in etken bilesenlerinden
ginkgolid B de 10 ve 100 uM dozlarda hiicre i¢i kalsiyum artigina yol agti. Kortikal
noron kiiltiiriine nikardipin, mibefradil ve dantrolen uygulanmasi ginkgolid B’nin
neden oldugu hiicre i¢i kalsiyum artisini 6nledi.

Sonug¢lar: WAG/Rjj sicanlardan elde edilen kortikal néron kiiltiirtinde EGb
761’°in néronal uyarilabilirlikte bir artisa neden oldugu ve bu artistan ginkgolid B’nin
sorumlu oldugu saptandi. Ayrica ginkgolid B nin L- ve T-tipi voltaj-kapili kalsiyum

kanallari ile riyanodin reseptorlerini kullanarak bu artis1 sagladigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: EGb 761, kalsiyum goriintiileme, néronal uyarilabilirlik,
WAG/RIj si¢an



ABSTRACT

Investigation using in vitro Calcium Imaging Method of The Effects of Ginkgo
biloba on Neuronal Excitability in WAG/Rij Rats

Aim: Epilepsy is a common neurological disease characterized by seizures that
develop with excessive and synchronous stimulation of neurons. EGb 761, a
standardized extract of the Ginkgo biloba plant, is widely used in nervous system
disorders such as dementia, attention deficit and vertigo. In the literature, there are
publications stating that EGb 761 may have a proconvulsant effect. In the presented
PhD thesis, it was aimed to investigate the effects of EGb 761 and its active
components ginkgolide A, B, C and bilobalid on neuronal excitability in cortical
neuron culture obtained from WAG/RIj rats with genetic absence epilepsy through
intracellular calcium change. For this purpose, the role of voltage-gated calcium
channels and ionotropic glutamate receptors in the intracellular calcium response
associated with EGb 761 and its components was investigated using the calcium
imaging method.

Material and Methods: The cortical neuron culture obtained from WAG/RIj
and Wistar rats (Po-s) was used in the experiments. Measurements of intracellular
calcium level were carried out under SD confocal microscope using Fluo-4 calcium
indicator dye. 30 mM KCI and 100 uM glutamate were used to stimulate neurons in
the culture.

Results: 200 pg/ml dose of EGb 761 applied to WAG/Rij rat cortical neuron
culture increased the intracellular calcium level. Ginkgolide B, one of the active
components of EGb 761, also caused an increase in intracellular calcium at 10 and 100
UM doses. Administration of nicardipine, mibefradil and dantrolene to cortical neuron
culture prevented the intracellular calcium increase caused by ginkgolide B.

Conclusion: It was determined that EGb 761 caused an increased excitability
in cortical neuron culture obtained from WAG/RIj rats and ginkgolide B was
responsible for this increase. It was also found that ginkgolide B provides this increase

by using L- and T-type voltage-gated channels and ryanodine receptors.

Keywords: EGb 761, calcium imaging, neuronal excitability, WAG/RIj rat
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1. GIRIS VE AMAC

Ginkgo biloba yaprak 6ziitii (EGb 761) antioksidan etkinlik, trombosit aktive
edici faktoriin engellenmesi, membran dinamigindeki degisiklikler ve glukokortikoid
sentezinin engellenmesini de kapsayan pek ¢ok fizyolojik siirece etki etmektedir (1).
EGb 761 norotransmitter yolaklari, iyon kanallari, transkripsiyonel faktorler ve
norovaskiiler fonksiyonlar gibi fizyolojik siirecler iizerinden sinir sistemini
etkilemektedir (2, 3). EGb 761 igerikli ilaglar 6zellikle organik beyin sendromuna
bagl gelisen unutkanlik, dikkat eksikligi, ruhsal uyum bozukluklari, bag donmesi, bas
agrisi, kulak ¢inlamasi gibi bazi nérolojik bozukluklarin tedavisinde recete edilmekte
ve kullanilmaktadir (4, 5).

Noronal uyarilabilirlik diizeyi sinir sistemindeki eksitator ve inhibitor
sistemler arasindaki denge ile kontrol edilmektedir. Bu dengenin eksitator sistemler
lehine bozulmasi noéronlarda ani, asir1 ve senkronize desarjlart baslatarak epileptik
nobet olusumuna yol agmaktadir (6). Epilepsi tekrarlayan nobetlerle karakterize ve
toplumun yaklasik %1°lik bolimiini etkileyen yaygin nérolojik bir hastaliktir (7).
Beyin travmalari, merkezi sinir sistemi (MSS) enfeksiyonlari, beyinin damarsal
bozukluklari, tiimor, dejeneratif MSS hastaliklar1 ve febril konvulsiyonlar epilepsiye
neden olan bazi patolojik durumlar arasinda yer alsa da epilepsi vakalarinin %70’inde
herhangi bir sebep tespit edilememektedir. Epilepsi hastalarinin 1/3’tinde nobetlerin
mevcut antiepileptik ilaglar ile kontrol altina alinamamasi, bazi nobet tiplerinde
hastaliga iliskin olusum mekanizmalarinin heniiz aydinlatilamamis olmasi, yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilebilmesi i¢in deneysel epilepsi modellerinin kullanimini ve bu
modeller iizerinde mekanizmay: aydinlatmaya ve daha etkili antiepileptik ilag
gelistirmeye yonelik ¢alismalar1 zorunlu kilmaktadir (8, 9).

Daha oncesinde jeneralize nobetler altinda siiflandirilan absans nébetler,
Uluslararas1 Epilepsiyle Miicadele Birligi’'nin (ILAE) 2017 yilindaki yeni
siiflandirma algoritmasina gore jeneralize motor olmayan nobet seklinde kategorize
edilmistir (10). Absans ndbetler klinik olarak gegici biling kaybi, hareketsizlik, g6z
kirpma ve el-yliz otomatizmalariyla karakterizedir (11). Absans epilepside goriilen 3-
4,5 Hz frekansli ve 3 saniyeden daha uzun siireli diken-dalga kompleksleri ayirt edici
iktal elektroensefalogram (EEG) bulgusu olarak kabul edilmektedir (12, 13).



Talamokortikal devrenin absans epilepsi olusumunda rol oynadigi bilinmektedir (14).
Absans epilepsiye iliskin patogenezin aydinlatilmasi ve yeni tedavi seg¢eneklerinin
gelistirilmesi siireclerinde, diger epilepsi tiplerinde oldugu gibi deneysel epilepsi
modellerinin kullanimi olduk¢a 6nem arzetmektedir. Nobetlerin olusum mekanizmasi,
EEG paternlerinin ve semptomlarin insandaki absans ndbetlere benzemesi nedeniyle
Wistar albino glaxo / Rijswijk sigan (WAG/RIj) ve Strasbourg kokenli genetik absans
epilepsili sigan (GEARS) 1rk1 genetik absans epilepsili sigan modelleri yaygin olarak
kullanilmaktadir (15, 16).

Gerek ilag olarak recete edilen ve gerekse geleneksel ve tamamlayict tip
uygulamalarinda bitkisel tedavi alternatiflerinden biri seklinde yogun olarak kullanilan
Ginkgo biloba’nin, birkag klinik g¢alismada epileptik ndbetlere yol agabilecegi
bildirilmistir (17-20). Ozellikle Ginkgo biloba findig1 (tohumu) tiiketimine bagh
olarak gerceklestigi bildirilen ndbetlere tohum igerisindeki 4-metoksipridoksin
bilesiginin neden oldugu belirlenmistir (17). Ginkgo biloba yaprak oziitleri veya
yutulabilir tabletlerinde 4-metoksipiridoksin bulunmadigi igin bu preparatlarin giivenli
oldugu diisiiniilmekle birlikte, bir vaka sunumunu kapsayan ¢alismada nobet kontroli
saglanmis epilepsi hastalarinda takviye amaciyla kullanilan Ginkgo biloba ekstraktinin
kontrol altindaki nobetlerin tekrar baslamasina neden oldugu bildirilmistir (21).
Deneysel c¢aligmalarda ise Ginkgo biloba’nin hem prokonviilsan ve hem de
antikonviilsan etkilere sahip oldugunu bildiren yayinlar bulunmaktadir (22-24). {lhan
ve arkadaslar1 (2006), farelerde pentilentetrazol (PTZ) ile olusturulan tutusma
modelinde oral yoldan uygulanan 100 mg/kg EGb 761’in ndbet latensi ve skorunu
azaltarak koruyucu bir etki gosterdigini tespit etmislerdir (22). Diger bir ¢alismada,
Wistar siganlarda lityum-pilokarpin ile olusturulan status epileptikus modelinde 50 ve
100 mg/kg dozlarda uygulanan Ginkgo biloba yaprak 6ziitiiniin nobet siddetini anlamli
seviyede azalttigi bulunmustur (24). Cingila tavsanlar1 kullanilarak gergeklestirilen
hipokampal elektriksel uyarim modelinde ise EGb 761, epileptojenik odak olusturmak
icin gerekli olan akim miktarinda, tam tutusma olusturacak elektrostimulasyon
sayisinda ve ndbet latensinde azalmaya yol acarak tiim konvulsif parametrelerin
artistna neden olmustur (23). Literatiirdeki mevcut caligmalar bir biitiin olarak
degerlendirildiginde, EGb 761 ve onun etken bilesiklerinin néronal eksitabilite ve bu

epileptik nobetler Tlizerindeki etkisini mekanizmaya dayali olarak yeterince



incelenmedigi ve bu bakimdan normal popiilasyonda veya epilepsi hastalarinda EGb
761’ giivenli bir sekilde kullanilabilecegine dair ciddi bir belirsizligin oldugu
gorilmistiir.

Kalsiyum iyonu ikinci haberci olarak bir¢ok hiicre i¢i fonksiyona aracilik
etmektedir. Kalsiyuma bagimli hiicre i¢i sinyal yolagi nérotransmitter salinimi basta
olmak tizere farkli sekillerde noéronal aktivite ile etkilesmektedir. Bu nedenle hiicre i¢i
kalsiyum degisiminin epileptogenez ve nobet olusumunun her ikisi ile baglantili
olmas1 beklenen bir durumdur. Son yillarda yapilan bir ¢alismada kalsiyum sinyalinin
antiepileptik ilaglarin gelistirilmesinde imit verici bir hedef oldugu ifade edilmistir
(25). Kalsiyum sinyali, noronal eksitabilite tizerinde anlik veya geg etkilere sahiptir.
Anlik etkilere kalsiyuma bagimli potasyum kanallarinin ve voltaj-kapili kalsiyum
kanallarinin aktivasyon ve inaktivasyonu drnek verilebilir (26, 27). Iyon kanallarinin
fosforilasyonu veya defosforilasyonunu etkileyen kalsiyum sinyali uzun siiren etkilere
sahiptir ve Ozellikle noronal eksitabilite ve sinaptik plastisitenin diizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir (25, 28, 29). Bazi hayvan modellerindeki ¢alismalar, gesitli
kalsiyum kanallarinin epileptik ndbetlerin yayilmasinda olduk¢a 6nemli oldugunu
gostermistir. Ornegin absans epilepsinin genetigi ve mekanizmasma ydnelik
calismalarda siklikla kullanilan bir model olan GAERS sicanlarda, ndbet gelisimine
T-tipi kalsiyum kanal akimindaki bir artisin eslik ettigi bildirilmistir (30, 31).
Epileptogenezin kalsiyum hipotezi, noronal kalsiyum dengesindeki degisimlerin
epilepsinin patogenezinde temel bir rol iistlenebilecegini ileri siirmektedir (32, 33).
Iyonotropik bir glutamat reseptdrii olan N-metil D-aspartat (NMDA)nin asirt
aktivasyonuna bagl hiicre ici serbest kalsiyum konsantrasyonundaki irreversibl artis
eksitotoksik noronal hiicre o6limi ile iliskilendirilirken (34), NMDA reseptor
aktivasyonu ve bu aktivasyonun uzamasi ile olusan hiicre i¢i reversibl kalsiyum
artiginin epilepsinin indiiksiyonu ile baglantili oldugu ifade edilmistir (35-37). Sonug
olarak kalsiyumun epileptogenez ile baglantili uzun dénemli plastisitede ve ndbet
olusum mekanizmasinda 6nemli bir role sahip oldugu bilinmektedir (32, 38, 39).

Sunulan doktora tezinde, postnatal 0-4 giinlik WAG/Rij sicanlar ve bu
siganlarin izole edildikleri Wistar irki si¢anlardan elde edilen kortikal néron kiiltiirti
ve floresan kalsiyum goriintiileme yontemi kullanilarak EGb 761 dozlart ve bunun

etken bilesenleri olan ginkgolid A, B, C ve bilobalid dozlarinin uyarilabilirligin bir



gostergesi olan hiicre i¢i kalsiyum diizeyi {izerindeki etkilerinin incelenmesi
amaglanmistir. Bu etken bilesenlerin néronal uyarilabilirlik tizerindeki muhtemel etki
mekanizmalarinin belirlenmesi amaciyla hiicre i¢i kalsiyum seviyesindeki degisime
yol agabilecek ilgili kalsiyum kaynaginin tespitine yonelik planlama yapilmistir.
Hiicre dis1 kalsiyum kaynagini belirlemek igin hiicre membraninda yer alan L- ve T-
tipi voltaj-kapili kalsiyum kanallar1 nikardipin ve mibefradil ile, hiicre i¢i kalsiyum
kaynaginin belirlenmesi i¢in endoplazmik retikulumda bulunan riyanodin reseptorleri
ise dantrolen ile bloklanmistir. Ayrica EGb 761 ve ginkgolid B’nin néronal
uyarilabilirlik tizerindeki etkisinde iyonotropik glutamat reseptorlerinin rolii de

arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ginkgo biloba

Ginkgo biloba, g¢evresel kosul ve strese karsi yliksek direncinden dolay1
herhangi bir ciddi degisiklik olmaksizin binlerce yildir yasamini siirdiiren bir bitki
tiiriidiir. Bu 6zelligi nedeniyle yasayan fosil olarak adlandirilmaktadir. Diinya iizerinde
degismemis en yasli agag¢ olarak kabul edilmekte ve sistematik agidan bitkiler alemi
igerisinde bilinen yakin bir akrabasi bulunmamaktadir. Bu nedenle “Ginkgophyta”
adinda kendine ait bir subeye dahil edilmistir. Bu subenin tek iiyesi Ginkgo biloba’dir.
Ginkgo biloba’nin agik tohumlu bitkiler ile kapali tohumlu bitkiler arasindaki baglanti
oldugu disiintilmektedir (Sekil 2.1; 40).

“Ginkgo” kelimesi Japonca telaffuzundan koken almis olup, Japonca’daki
giimiis meyve anlamia gelen “Yin-Kwo” kelimesinin karsiligidir. Tiir ismindeki
biloba ise yapraklarinin iki loplu (bilobed) olmasindan dolayr kullanilmistir.
Ingilizce’de “maidenhair tree” denilen Ginkgo biloba iilkemizde “mabet agac1” olarak
taninmaktadir (41).

Alem: Plantea
Boliim: Ginkgophyta
Simf: Ginkgoopsida
Takim: Ginkgoales
Aile: Ginkgoaceae
Cins: Gingko

Tiir: Ginkgo biloba

O O 0O O 0O O O

Sekil 2.1. Ginkgo biloba agac1 ve bilimsel siiflandirmasi (42)

Ginkgo biloba 20-30 yilda olgunluga ulasir ve 30-40 yilda tohum iiretmeye
baslar (43, 44). Erken donemlerde genellikle uzunlamasina gelisen ince govdeli ve
seyrek yaprakli agaclar, ilerleyen donemlerde yaklasik 20-40 m uzunluga ve 2-4 m
capa ulagabilirler. Ayrica yaslandikg¢a apikal kisimlart genislemektedir (45).

Ginkgo biloba’nin yaprak ve meyveleri geleneksel ve tamamlayici Cin tibbinda
pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullaniimaktadir (46). Ozellikle Ginkgo biloba yaprak



ve meyveleri kalp, astim ve bronsit gibi akciger problemlerinde, mesane
rahatsizliklarinda, isitme kayb1 ve vertigo gibi hastaliklarda kullanilmaktadir (47, 48).

2.1.1. Ginkgo biloba Yaprak Oziitii: EGb 761

Ginkgo biloba yaprak oziitleri farmakolojik amagla ilk olarak 1965 yilinda
Almanya’da iiretilmesine karsin, ticari olarak insanlarda kullanimi ilk olarak 1975
yilinda Fransa’da EGb 761 adiyla baslamistir ve diinya ¢apinda en fazla satilan bitkisel
tirlinler arasina girmistir (49-51).

Ginkgo biloba yapraklarindaki kimyasal bilesim agacin cinsiyeti, gelisim
periyodu, yasi, toprak tipi gibi faktorlere baghdir (52). Klinik uygulamalarda bitki
oziitlerinin 0Ozellikle kimyasal maddenin dozu ve igeriginin standardizasyonu
onemlidir. Geleneksel ve tamamlayici tipta kullanilan bitkisel biyoaktif maddelerin
modern tip uygulamalarinda yer bulabilmesi i¢in bu bitki 6ziitlerinin standart hale
getirilmesi gerekmektedir. Geleneksel ve tamamlayici tip uygulamalarinin yanisira
modern tipta pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan Ginkgo biloba yaprak 6ziitii,
EGb 761 adiyla standardize edilmistir. Bunun disinda farkli 6ziitler bulunmasina
ragmen, EGb 761 pre-klinik ve klinik c¢aligmalarda en sik kullanilan ayrica

farmakolojik ve toksikolojik ozellikleri en fazla aydinlatilmis bitkisel oziitlerden
birisidir (53).

Tablo 2.1. Ginkgo biloba yapraginda bulunan kimyasal maddeler (49, 58,59)
Kimyasal sinifi ilgili sinifa ait 6rnekler
Diterpenler: Ginkgolid A, B, C, J, K, M

Seskiterpen: Bilobalid
Flavonoidler Kemferol, Kuarsetin, [soginkgetin, Rutin, Luteolin
Skiadopitisin, Ginkgetin, Isoginkgetin, Amentoflavon, Bilobetin,

Terpenoidler

Biflavonoidler
5’metoksibilobetin

Nonfenolikler Askorbik asit, D-Glukarik asit, Kinik asit, Sikimik asit

. Protokagenik asit, p-Hidrobenzoik asit, Vanilik asit, Kafeik asit, p- Kumarik
Organik asitler . ) o ) . L o

asit, Ferulik, Klorojenik asit, 6-Hidroksikinurenik asit, Ginkgolik asit
Poliprenol Di-trans-poli-cis-oktadekaprenol

Vakslar, Steroidler, 2-heksanal, Kardanoller, Sekerler, Katesinler,

Digerleri L .
Proantosiyanidinler, Fenoller, Alifatik asitler, Ramnoz

Ginkgo biloba yapraginda bulunan temel kimyasal maddeler Tablo 2.1.’de
verilmigstir. Kurutulmus yapraklardan elde edilen standardize Ginkgo yaprak oziitii



%22-27 flavonoid glikozitleri, %5-7 terpen trilaktonlari (%2,8-3,4 ginkgolid A, B ve
C, %2,6-3,2 bilobalid) ve 5 ppm’dan az ginkgolik asit icermektedir (54). Alerjik,
immiinotoksik ve diger istenmeyen etkilerinden dolay1 alkilfenoller ve alkilbenzoik
asitler Oziitten uzaklastirilir (55). Ginkgo biloba 6ziitii Avrupa piyasasinda Tebonin,
Tanakan, Rokan ve Kaveri ticari isimleri altinda ilag olarak kullanilmaktadir (56). EGb
761, Dr. Wilmar Schwabe farmakoloji sirketi tarafindan tiretilen Ginkgo biloba yaprak
Ozitudiir. Sentezi 27 adimlik ekstraksiyon islemini kapsamakta ve yapraklardan 50:1

oraninda 6ziit elde edilmektedir (57).

2.1.2. EGb 761’in Biyolojik Etkileri

Ginkgo biloba’nin biyolojik ve farmakolojik etkilerinden sorumlu olan
kimyasal maddeler esas olarak terpeneoidler (ginkgolidler ve bilobalid; Sekil 2.2.) ve
flavanoid glikozitleridir. Bu nedenle standardize 6ziit ve ticari Ginkgo biloba
tirlinlerinde bu maddeler yer almaktadir (54).

Ginkgo biloba yaprak 6ziitli antioksidan sistem, platelet aktive edici faktor,
hiicre membranindaki sinyal iletimi ve glukokortikoid sentezi gibi fizyolojik siirecleri
etkilemektedir (57).

Ginkgolid Bilobalid

Ri | Rz Rs
Ginkgolid A H | OH | H

Ginkgolid B H | OH | OH

GinkgolidC | OH | OH | OH

Sekil 2.2. Ginkgolidler ve bilobalidin kimyasal yapisi (57)



2.1.2.1. EGb 761’in Norolojik Etkileri

Ginkgo biloba yaprak oziitiiniin insanda ozellikle ogrenme ve hafiza
problemleri tizerindeki olumlu etkileri bildirilmistir. Fare ve siganlarda yapilan bir
calismada 100 mg/kg dozundaki Ginkgo biloba yaprak 6ziitiiniin 4-8 hafta oral yolla
verilmesinin operant sartlanma testine iliskin 6grenme ve hafiza performansinda artig
sagladig1 gosterilmistir (60). Diger bir calismada EGb 761’in (40 mg/kg ip, 1-3 hafta)
6 ve 22 aylik Swiss farelerde 6grenmeyi olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir (61).
Ayrica Ginkgo biloba yaprak 6ziitiiniin siganlarda aliiminyum klorid ile indiiklenmis
ogrenme ve hafiza bozukluklarinda iyilesmeye neden oldugu tespit edilmistir (62).
Ginkgo biloba yaprak oziitii genel ve lokal kan akimi ve mikrosirkiilasyonu
diizenleme, hipoksiye karsi koruma, trombosit agregasyonunu inhibe etme, kilcal
damar gegirgenligi azaltma gibi 6zellikleri nedeniyle serebrovaskiiler hastaliklarda
etkili olmaktadir (63).

Ginkgo biloba yaprak 6ziitiinlin sinir sistemi tizerindeki olumlu etkinliginin
kortikosteroid liretimini azaltarak serebral kan akimini diizeltmesi, glukoz alim ve
kullanimini artirmasi, ATP tiretimini yiikseltmesi, mitokondrial metabolizma ile hiicre
i¢i ve dis1 iyon dengelerini etkilemesinden kaynaklandigi ifade edilmistir (55).

Deneysel ¢alismalarin yanisira Ginkgo biloba’nin insan iizerindeki etkileride
incelenmistir. Ginkgo biloba MSS {izerindeki bilinen ve hafizay giiclendirici etkileri
nedeniyle insanlarda takviye edici diyet tirtinii olarak siklikla kullanilmaktadir (64-68).
Ahlemeyer ve Krieglstein’in Ginkgo biloba’nin Alzheimer hastaligi iizerindeki
terapotik etkilerini gosteren farmakolojik galismalari bulunmaktadir (64). Alzheimer
hastalig1 beta amiloid protein birikimi ve serbest radikallerin neden oldugu noérolojik
bir hastaliktir. EGb 761’°in ndroprotektif etkisinin antioksidan 6zelliginden ve ayrica
beta amiloid indiikli toksisite ile hiicre Oliimiinii engelleyici 6zelliginden
kaynaklandig1 bildirilmistir (69-72). EGb 761’in 240 mg/kg/giin dozundaki
kullaniminin dejeneratif Alzheimer tipi demans ve multi-infarkt demansda hafizay:

kuvvetlendirdigi tespit edilmistir (73).

2.1.2.2. EGb 761’in Kan Akim Uzerindeki Etkileri
EGb 761, eritrositlerin deformabilitesini artirp agregasyonunu azaltarak
eritorositlerin ve dolayisi ile vizkositedeki azalmaya bagli olarak tiim kan dokusunun

akigkanliginda artisa sebep olmaktadir (74).



Ginkgo biloba vaskiiler sistem iizerindeki etkilerinin endotelyal kaynakli
gevsetici  faktor (EDRF) araciligi ile ve muhtemelen nitrik oksitin iizerinden
gerceklestirmektedir. Nitrik oksitin sigir endotel hiicre kiiltiiriinde prostasiklin
salmimini inhibe ettigi bildirilmistir. Ginkgo biloba yaprak oziitii, nitrik oksiti
uzaklastirarak prostasiklinin etkisini arttirdigi ifade edilmistir (74, 75). Ayrica fazla
nitrik oksit ¢esitli MSS hastaliklarina sebep olmaktadir. Bastianetto ve arkadaslar
EGb 761’in nitrik oksitle indiiklenen toksititeye karsi hipokampal hiicreler tizerinde
koruyucu bir etkisinin oldugunu ifade ederek, bu etkinin sadece flavonoidlerin
antioksidan ozelliginden kaynaklanmadigini ayni zamanda nitrik oksitin uyardigi
protein kinaz C aktivitesinin inhibisyonu yoluyla da gerceklestirildigini belirtmislerdir
(69, 77). Sigan aortik endotel preparatinda yapilan deneysel ¢alismada EGb 761’in
nitrik oksit yolagindaki etkisine ek olarak prostasiklin salinimini da artirdigi tespit
edilmistir (75).

2.1.2.3. EGb 761’in Antiinflamatuar Etkisi

EGb 761 trombosit agregasyonu, alerjik reaksiyonlari, genel inflamatuar yaniti
ve makrofajlarin  proinflamatuar siire¢lerini azaltarak antiinflamatuar etki
gostermektedir. Gortilen antiinflamatuar 6zellikler ginkgolidlerin ve flavonoidlerin
kombine etkisinden kaynaklanmaktadir. Trombosit agregasyonunun arttigi astim,
greft reddi ve toksik sok gibi immiin bozukluklarda, ginkgolidler spesifik ve biiyiik
Olclide trombosit agregasyonundaki artis1 antogonize ederek periferal kan akimim
artirtr (77, 78).

Ginkgo biloba yaprak Oziitiindeki  flavanoidler arasidonik  asit
metabolizmasindaki siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerini inhibe etmektedir. Bu
enzimlerin inbisyonu tromboksan Az ve lokotrienler gibi inflamatuar kimyasallarin
tiretimini azaltir (79, 80).

2.1.2.4. EGb 761’in Endokrin Sistem Uzerindeki Etkileri

Stres dolasimdaki epinefrin, norepinefrin ve Kkortikosteron hormon
konsantrasyonlarin1  arttirmaktadir. EGb 761 ise bu maddelerin plazma
konsantrasyonunu oOnemli Olglide azaltmaktadir (81). EGb 761 hipotalamusta
kortikotropin salgilayicti hormon ve vazopresin salimimini, hipofizde ise
adrenokortikotropik hormon (ACTH) salinimini azaltmaktadir (82). Ginkgo biloba

tiriinlerinde yer alan ve bir toksik madde olan ginkgolik asitin anksiolitik etkisinin
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oldugu bildirilmistir. Ginkgolik asitin olusturdugu anksiolitik etkinin yaninda Ginkgo

biloba yaprak 6ziitii monoamin oksidaz enzimini inhibe ederek beyinde norepinefrin,

serotonin ve diger biyojenik aminlerin konsantrasyonlarini arttirmaktadir (83, 84).
2.1.2.5. EGb 761’in Antioksidan Etkileri

Ginkgo biloba yapragindan elde edilen o6ziitlerde bulunan flavonoid
glikozitlerin ve proantosiyanidinlerin  serbest radikal temizleme &zelligi
bulunmaktadir. Bu nedenle EGb 761, ateroskleroz gibi oksidatif stres kaynakli
rahatsizliklar1 6nleyici role sahiptir (85, 86). Ayrica siiperoksit, hidroksil ve peroksil
radikalleri ve nitrik oksit temizleyici 6zelliginden dolay1 sinyal transdiiksiyonunu ve
norosensoriyel sistemi de etkileyebilir (49).

Terpenoidler, 6zellikle ginkgolid A siiperoksit, flavonoidler ise siiperoksit ve
hidroksil radikallerinin temizlenmesinde daha etkilidir (87-89). Sprague-Dawley
siganlarda Ginkgo biloba yaprak oziitiiniin topikal olarak uygulanmasi epidermiste,
sistematik uygulanmasi ise karaciger, kalp ve bobrekte siiperoksit dismutaz ve katalaz
enzim aktivitesini uyarmaktadir (90). EGb 761 alloksanin toksik etkisine kars1 radikal
temizleyici 6zelligi ve glukoz kullanimini uyararak pankreatik hiicreleri korumaktadir
(91).

2.1.3.EGb 761’in Metabolizmasi

Ginkgo biloba yaprak o6ziitii kullaniminda Onerilen dozlar; intermittan
kladikasyo hastalar1 i¢in 120-160 mg/giin, serebrovaskiiler yetersizlik, erken donem
Alzheimer hastalig1 ve direngli depresyonda ise 240 mg/giin’diir (92). Kleijnen ve
Knipschild Ginkgo biloba’nin etkinligi ve giivenligi ile ilgili yayimladiklari derlemede
en az 40 klinik uygulamada 120-160 mg/giin seklindeki dozda 1-3 ay siire ile
uygulandiginda herhangi ciddi yan etkisinin olmadigini bildirmektedir (56).

Ginkgo biloba tohumunda bulunan ginkgotoksin, nérotoksik etkiye sahiptir ve
konvulsiyon, biling kayb1 ve 6liime neden olabilecegi bildirilmistir. Ginkgotoksin
beyinde glutamattan GABA doniisiimiinii inhibe ederek nobetlere sebep olabilecegi
bildirilmektedir (93).

Ginkgo biloba’nin diger olas1 yan etkileri arasinda kanama riskinde artis da
bulunmaktadir. Pithtilasma ve damar gecirgenliginde olusturdugu etkiler nedeniyle

kanama bozukluklarina sebep oldugu vakalar bildirilmistir (94-96).
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Ginkgo biloba yaprak oziiti oral uygulamalar sonrasinda insan ve
kemirgenlerde iyi absorbe edilmektedir (97, 98). Siganlarda 360 mg/kg EGb 761’in en
az %60 oraninda absorbe edildigi gosterilmistir. Kanda 90 dakikada pik degerine
ulagmaktadir. Radyoaktif karbonla isaretlenen EGb 761’in oral kullanimdan 3 saat
sonra mide ve bagirsakta radyoaktif 1s1ma miktart maksimum degerine ulagmaktadir.
Bezler ve noronal dokular EGb 761°e yiiksek afinite gostermektedir. Oral EGb 761
uygulamasinda 72 saat sonra verilen dozun %381 solunum, %22’si idrar ve %29’u
gaita ile viicuttan atilmaktadir (99).

Ginkgolid A ve ginkgolid B idrarla sirasiyla %70 ve %50 oranlarinda
degismemis formda atilirken bilobalid %30 oraninda atilmaktadir. Bu veriler
Ginkgolid A ve B’nin viicutta modifiye edilmeden absorbe edilip, dolasimda yer
aldigim1 gostermektedir (56). EGb 761'in (80 mg) oral yolla alinmasinin ardindan
insanlarda ginkgolid A ve ginkgolid B i¢in maksimum plazma seviyeleri ve siireleri
sirasiyla 15 ng/ml - 1,4 ve 24 ng/ml - 2 saat olarak tespit edilmistir. Ginkgolid A, B ve
bilobalidin yarilanma siireleri sirasiyla 1,8, 2 ve 3 saat olarak bulunmustur (53).

2.1.4.EGb 761’in Etki Mekanizmalar1

Ginkgo biloba’nin fizyolojik ve farmakolojik etkilerinden sorumlu maddeler
terpen trilaktonlar ve flavonoidlerdir. Yaslhiliga bagli demans ve Alzheimer
hastaliklarinin olusumuna enerji metabolizmasi ve mitokondrial bozukluklarin sebep
oldugu bilinmektedir. EGb 761°in Alzheimer hastaliginin patofizyolojisindeki azalmis
mitokondri fonksiyonlar: iizerindeki etkisi siklikla irdelenmis ve bu noktada EGb
761’in koruyucu etkisinin ginkgolidlerden ve bilobalidden kaynaklandig: ifade
edilmistir (100, 101). PC12 hiicreleriyle yapilan in vitro deneyde 10 ug/ml EGb 761’in
(300 ng/ml bilobalid ve 300 ng/ml ginkgolidleri igerir) H202"ye karst koruyucu etkisi
gosterilmigtir  (65). Aymi  konsantrasyonda mitokondrial ~solunum  zinciri
komplekslerini korudugu da farkli deneysel ¢alismalarda saptanmistir (100, 101).
Ayrica EGb 761 (10 pg/ml) sodyum nitroprussit ile uyarilmis mitokondrial membran
potansiyelini diigiirmekte, 5 pug/ml dozda ise ATP seviyesini stabilize edebilmektedir
(102). EGb 761’in mitokondrial sistemlerdeki koruyucu etkisinin iki muhtemel
mekanizma tizerinden gergeklestigi diisiiniilmektedir. Bu mekanizmalar platelet aktive
edici faktor (PAF) reseptoriiniin antagonize edilmesi ve klor kanallarinin aktivitesinin

degistirilmesi yoluyla gergeklesmektedir (103, 104).
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Terpen trilaktonlari PAF reseptorleri iizerinden PAF’in etkisini inhibe
etmektedir. PAF reseptorlerini antagonize edici etkisi diger terpen trilaktonlara gore
ginkgolid B’de daha kuvvetlidir (105). PAF 1okosit fonksiyonlari, platelet
agregasyonu ve proinflamatuar sinyalizasyonun bir mediatoridiir. Terpen
trilaktonlarin  PAF’1 antagonize ederek kan sirkiilasyonundaki iyilesmeyi
gerceklestirebilir. Asir1 PAF noronal hasara yol agtigindan bu yolagin inhibe edilmesi
noronal sagkalimda ve iskemik beyin hasarini 6nlemede rol oynamaktadir (104, 106).

Terpen trilaktonlar1 klor kanallar1 tizerinden de fizyolojik etkilerini ortaya
koymaktadir. Sicanlarin hipokampal noronlarinda glisinle aktiflestirilen kloriir
kanallari terpen trilaktonlar: tarafindan bloklanmaktadir. Klor kanallarini bloklamada
ginkgolid B ve C nispeten daha etkili iken ginkgolid A daha az etkili bulunmustur
(103). Ginkgolid B yarigmasiz olarak glisin akimini bloklamaktadir ve eger glisin
reseptorli B alt birimini igeriyorsa inhibisyondaki duyarlilik daha da artarak diisiik
dozlarda da ginkgolid B’nin etkinlik géstermesine neden olmaktadir (107).

EGb 761, 6zellikle de ginkgolid B etken bileseni fizyolojik bazal seviyeleri
etkilemeden strese bagli serum kortikosteron artisin1 engellemektedir (108). Sigan
adrenokortikal hiicrelerinde ginkgolid B adrenal periferal tip-benzodiazepin
reseptorlerinin mRNA ve ligand baglayici proteinlerinin azalmasina neden olmaktadir.
Bu durum kortikosteroid sentezini azaltmaktadir (109).

Tchantchou ve arkadaslar1 (2007) EGb 761'in Alzheimer hastaliginin
transgenik fare modelinde yetiskin hipokampal nérojenezi ve CREB'nin
fosforilasyonunu arttirdigini, bunun yani sira bilobalid ve kuarsetinin ortak bir yolak
araciligiyla hipokampal noéronlarda ndrogenez ve sinaptogenezi uyardigini
gostermistir (110, 111).

2.2. Kalsiyum Iyonu

Canliligin devam edebilmesi, fizyolojik pek c¢ok fonksiyonun yerine
getirilmesinde kalsiyum (Ca*?) olduk¢a 6nemli bir rol iistlenir. Kas kasilmas,
noronlardan transmitter salinimi, endokrin ve ekzokrin hiicrelerin sekresyonu, hiicre
dongiisii, gen ekspresyonunun kontrolii ve programli hiicre oliimii gibi olaylar
kalsiyum iyonu tarafindan kontrol edilen veya kalsiyum iyonundan etkilenen
stireglerden bazilaridir (112). Kalsiyum ayni1 zamanda hiicre i¢i sinyalizasyonda ikinci

haberci olarak rol alan en 6nemli aracilardan biridir. Kalsiyumun sinyal 6zellikleri
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iyonun dinamik karakterinden kaynaklanir. Sitoplazmada serbest kalsiyum
konsantrasyonu oldukg¢a diisiik konsantrasyonda (<0,0001 mM) bulunurken hiicre
disinda yaklasik 10000 kat daha fazla konsantrasyonda (2,5 mM) bulunur (113). iki
ortam arasindaki kimyasal gradiyent farkinin ¢ok yiiksek olmasi ilgili kanal
proteinlerinin agilmasi halinde hiicre igerisine ¢ok hizli bir iyon akimina sebep olur.
Hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde gecici bir degisim gergeklesir ve bu degisim hiicre i¢i
fonksiyonlara iliskin mekanizmalar1 harekete gegirir (114).

2.2.1. Hiicre Ici Kalsiyum Seviyesinin Diizenlenmesi

Sitoplazma kalsiyum diizeyi iki kaynak araciligi ile kontrol edilir. Kalsiyum
saglayan bu kaynaklardan ilki hiicre dig1 sivi digeri ise endoplazmik retikulum ve
mitokondri (bazi durumlar i¢in lizozom) gibi hiicre organelleridir. Herhangi bir andaki
hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu plazma membranindan kalsiyum girisi ve ¢ikisi
arasindaki denge ile hiicre i¢i depolardaki kalsiyum degisimine baglidir. Ayrica hiicre
ici serbest kalsiyum miktar1 parvalbumin, kalbindin veya kalretinin gibi kalsiyum
baglayict proteinlerin tamponlama kapasitesinden etkilenir (114). Kalsiyum
homeostazisini incelerken hiicre ve organel membranlarindaki kalsiyum kanallarina
deginilmesi gerekmektedir.

2.2.1.1. Hiicre Membranina Bagh Diizenlenme

Hiicre membran1 kaynakli kalsiyum homeostazisini saglayan aracilar
genellikle hiicre digina kalsiyum atilimini saglayan kalsiyum pompalari, kalsiyum
degis-tokus proteinleri ile konsantrasyon gradiyentine bagli kalsiyum girigini saglayan
membranda yer alan kalsiyum kanallaridir.

2.2.1.1.1. Hiicre Membramndaki Kalsiyum Pompalari ve Degis-Tokus

Proteinleri

Hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin diisiik konsantrasyonlarda tutulmasi, hiicrede yer
alan kanal proteinlerinin aktivasyonuyla saglanir. Hiicre membrani araciligiyla hiicre
disina kalsiyum atilimini saglayan iki sistem vardir. Bunlar; (1) yiiksek afiniteli, diisiik
kapasiteli Ca*2 ATPaz (PMCA) pompalar ile (i) diisiik afiniteli, yiiksek kapasiteli ve
elektrokimyasal gradiyent ile kontrol edilen Na*/Ca*? degis-tokus (NCD)
proteinleridir (113).

PMCA sitozolik kalsiyum konsantrasyonu 0,1-0,2 mM araliginda iken baskin
bir rol oynarken, NCD kalsiyum konsantrasyonu 1-10 mM’a yiikseldiginde daha aktif
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rol dstlenir. PMCA sitozolik kalsiyum seviyesinin devamliligini saglarken, NCD
kanallar1 ise kalsiyum seviyesindeki daha biiyiik degisimlerde yani dinamik siireglerde
baskin rol oynamaktadir. Farkli ¢alismalar her iki sistemin de hiicrelerde birlikte
bulundugunu ve sinyalizasyonda birbirinden fakli rollerinin oldugunu bildirmektedir
(115, 116).

PMCA fosfotidilinositolun mono ve difosfat tiirevleri olan asidik fosfolipitler
tarafindan aktive edilir. PMCA’larin islevleri ayrica kalmodulin ve kalsiyum ile aktive
olan diger enzimler tarafindan da kontrol edilir. PMCA dort farkli izoforma (PMCA1-
4) sahiptir. PMCA1 ve PMCA4 viicutta yaygin olarak bulunurken, PMCA2 ve
PMCAS3 o6zellikle beyinde bulunmaktadir. Bu pompalarin gen ekspresyonu hiicre ici
kalsiyum sinyalizasyonu tarafindan kontrol edilir (116).

Uyarilabilir olmayan hiicrelerde baskin olarak PMCA hiicreden kalsiyum
cikisini saglarken, uyarilabilir dokularda bu gorev agirlikli olarak NCD kanallari
araciligiyla gerceklesir. NCD’nin kalsiyum pompalama kapasitesi PMCA’dan on kat
daha fazladir. NCD, PMCA pompalarinin aksine bir enzim degildir. Ug adet sodyumu
hiicre igine alirken, bir kalsiyumu hiicre disina atan tasiyict bir proteindir. Membran
potansiyeli ile sodyum ve kalsiyum iyonlarinin termodinamik degerlerine bagli olarak
bu tastyici proteinler ters yonde de galisarak hiicre igine kalsiyum alabilirler (115).
Hiicre i¢i pH ve ATP seviyesi, diger iyonlar ile redoks faktorleri tarafindan NCD’in
aktivitesi diizenlenebilir. Su ana kadar memelilerde {i¢ farkli gen ile baglantili ti¢ farkli
NCD izoformu klonlanmigstir. NCX1 beyin ve kalp dahil olmak {izere bir¢ok dokuda
bulunmaktadir. NCX2 ve NCX3 esas olarak nodronal ve iskelet kas dokularinda
bulunur (117). NCD’nin {i¢ izotipi de noronlarda birlikte eksprese edilmekte ve
ozellikle yogun olarak bulunan NCX2 kalsiyum homeostazisinde Kkilit rol
oynamaktadir. Noronlarda NCX3 izotipi beyin iskemisine bagli hasarlarin
azaltilmasinda gorev yapmaktadir (118).

2.2.1.1.2. Hiicre Membranindaki Kalsiyum Kanallari

Plazma membraninda PMCA ve NCD kanallarinin disinda kalsiyum kanallar
da bulunmaktadir. Kalsiyum kanallari transmembran proteinleridir ve dinlenim aninda
hiicreye kalsiyum girisini engelleyen kapilara sahiptirler. Bu kapilar agildiginda biiyiik
grandient farkindan dolay1 kalsiyum hizlica sitoplazmaya girer. Kalsiyum kanallari,

kap1 mekanizmalarina gore 3 sinifa ayrilir:
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(1) Voltaj kapili kalsiyum kanallar1 (VKKK), membran potansiyeline bagl
olarak acilip kapanir.

(i1) Reseptor kontrollii kalsiyum kanallar1 (RKKK), reseptore baglanan ligantin
kontrol ettigi kapt mekanizmasina sahiptir.

(ii1) Depo kontrollii kalsiyum kanallar1 (DKKK), endoplazmik retikulumdaki
kalsiyum seviyesine bagl olarak kontrol edilmektedir (119).
Voltaj-Kapih Kalsiyum Kanallari

VKKK en iyi karakterize edilmis kalsiyum kanallaridir ve yliksek kalsiyum
seciciligine sahiptir. VKKK sadece uyarilabilir dokularda degil viicutta diger doku
tiplerinde de yaygin olarak bulunur. VKKK molekiiler olarak 4 veya 5 alt birimden
(o1, B, @20, y) olusur (Sekil 2.3). Fizyolojik ve farmakolojik Ozelliklerine gore
VKKK’lar1 L, N, P/Q, R ve T tipi olmak tizere 5 grupta siiflandirilir (120).

VKKK’nin en biiyiik alt birim olan a1 (190-250 kDa) kanalin tipini, fizyolojik
ve farmakolojik 6zelliklerini belirlemektedir. Kanalin iletim yapisi, voltaj sensorii ve
kap1 mekanizmasi basta olmak iizere kanala ait gogu ana kompartmani oy alt birimi
olusturur. Hiicre i¢i ikinci haberci sistemleri, toksinler ve ilaglar a1 birimi lizerinden
kanalin aktivitesini diizenler. oy alt birimi her biri alt1 transmembran segment (S1-S6)
olmak tizere dort homolog domainden (I-1V) meydana gelir. S1-S4 segmentleri voltaj
sensorii olarak gorev alirken, kanalin iletkenligini ve segiciligini S5 ve S6’nin

olusturdugu por halkasi belirler (121).

(081

Domain I Domain II Domain ITI Domain IV

Sekil 2.3. Voltaj kapili kalsiyum kanallarinin yapisi (122)
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Hiicre icinde yer alan B alt birimi 50-65 kDa agirliginda hidrofilik bir
proteindir. B alt biriminin yiiksek voltajla aktive olan kalsiyum kanallarinda o alt
birimiyle birlikte eksprese oldugu, diislik voltajla aktive olan kalsiyum kanallarinda
ise B alt biriminin birlikte ekspresyonunun olmadigi bildirilmistir (123). a20 alt birimi
tek gende kodlanan 125 kDa agirliginda bir alt birimdir. Prepolipeptit olarak eksprese
edilen protein posttranslasyonel islemler sonrasinda disiilfit bagiyla bir araya
getirilerek fonksiyonel formuna ulagir (124). Dort transmembran segmentli y alt birimi
iskelet kasi, kalp kas1 ve beyin hiicrelerindeki kalsiyum kanallarinda bulunur ve 25,1
kDa agirligindadir (125).

Kalsiyum kanallar1 sembolize edilirken “Ca” kisaltmasi kalsiyum elementinin
simgesi oldugu i¢in kullanilir. Sonrasinda “voltaj kapili” kanal oldugunu ifade eden
“v” harfi yazilir. Kanal alt tiplerini belirlemek icin a1 alt biriminin ti¢ alt ailesinden (1-
3) hangisi oldugu ve kesfedilis siras1 rakamla alt indis olarak yazilir. Ornek verecek
olursak Cavi1.1 kanali voltaj kapili 1. tip oz alt birimli ve bu alt birim tipine iliskin ilk
kesfedilen kanali ifade etmektedir. Kalsiyum kanallarinin Cay1 (Cavi.1-Cavi 4) alt ailesi
L tipi kalsiyum akimina aracilik eder. Cav2 (Cav2.1-Cav2.3) kanallari sirasiyla P/Q, N ve
R tipi kalsiyum akimlarimi olusturur. Cays (Cavs.1i- Cavas) alt ailesi ise T tipi kalsiyum
akimini saglayan kanallardir (122).

Ayrica VKKK ig¢in yiiksek voltajla ve diisiik voltajla aktive olan kalsiyum
kanallar1 seklinde bir bagka siniflandirma daha yapilir. L, P/Q, N ve R tipi akimlari
olusturan kanallar yiiksek voltaj ile aktive olurken, T tipi kalsiyum akimini olusturan
kanallar disiik voltajda aktive olur (126).

Cay: alt ailesine ait L tipi kalsiyum kanallar1 iskelet ve kalp kasi hiicrelerinde
eksitasyon-kontraksiyon eslesmesini saglar. Noronlarda ise hiicre goévdesi ve
dentritlerde bulunarak sekresyon ve gen ekspresyonu gibi fonksiyonlarin
yiriitiilmesinde gorev alir. Cav2 kanallar1 sinaptik transmisyon, ndrotransmitter
salmimi ve dentritik kalsiyum gegislerinden sorumludur. T tipi kalsiyum akimindan
sorumlu olan Cays kanallart kardiyomiyosit ve talamik noronlar gibi pacemaker ve
tekrarlayan spontan aksiyon potansiyellerinin olusumunda rol oynamaktadir. L tipi ve
T tipi kalsiyum kanallar1 ¢ogu hiicre tipinde bulunmasina ragmen N, P/Q ve R tipi

kalsiyum kanallar1 daha ¢ok ndronlarda yogun olarak bulunur (122).
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L-Tipi Kalsiyum Kanallart

Kalp kasi, diiz kas ve iskelet kasinda kalsiyum akimindan sorumlu temel kanal
tirti L tipi kalsiyum kanallaridir. L tipi kanallar yiiksek voltaj aktive olur ve kanal
iletkenlikleri yiiksektir. Voltaj bagimli inaktivasyonu diisiik olan L tipi kalsiyum
kanallar1 cAMP bagimli protein fosforilasyonu yolagi ile regiile edilir. Dihidropiridin,
fenilalkilamin ve benzodiazepin gibi ilaglar L tipi kalsiyum kanallarini inhibe eder
(127, 128). L tipi kalsiyum akiminin endokrin hiicrelerde hormon salinimi, néronlarda
gen ekspresyonunun diizenlenmesi, sinaptik girdinin integrasyonu ve transmitter
salgilanmasi gibi siireglerde rol oynadigi tespit edilmistir (129).
T-Tipi Kalsiyum Kanallart

1975’de deniz yildizi yumurtalarinda L tipi kanallardan farkli 6zellikte bir
kalsiyum akimi kesfedilmistir (130). Sonrasinda dorsal kok gangliyonlarinda voltaj-
kenetleme (voltage-clamp) calismalarinda bu akimin Kkarakteristik Ozellikleri
belirlenmistir (131, 132). Kesfedilen bu yeni kalsiyum akimi, L tipi akimi ile
kiyaslandiginda cok daha negatif membran potansiteli degerlerinde aktive olur,
inaktivasyonu ¢abuk gerceklesir, deaktivasyonu oldukg¢a yavastir ve bilinen kalsiyum
kanal antagonistlerine karsi duyarsizdir. Bu kalsiyum akimini saglayan kanallara
“gecici agilan” (transient openings) tanimlamasindan dolay: T tipi kalsiyum kanallari
ad1 verilmistir (132).
N, P/Q ve R-Tipi Kalsiyum Kanallart

Dorsal kok gangliyonlarinda tiim hiicre voltaj-kenetleme ve tek kanal kayitlari,
N tipi kalsiyum akiminin varligini gostermistir. N tipi kalsiyum kanallari, baslangicta
aktive oldugu voltaj degeri ve inaktivasyon orani gibi 6zellikleri nedeniyle diger iki
kanaldan ayrilmaktadir. N tipi kalsiyum kanallari, L tipi kanallardan daha negatif
membran potansiyeli degerlerinde aktive olup daha hizli inaktive olurken, T tipi
kanallardan daha pozitif membran potansiyeli degerinde aktive olup daha yavas
inaktive olmaktadir (132). Bu kanallar L tipi kanallar1 bloke eden organik blokerlere
kars1 duyarsizdir fakat bir deniz salyangozunun zehiri olan ®-konotoksin GVIA ve
iligkili peptitler tarafindan bloklanmaktadir. N tipi kalsiyum kanallarinin voltaj
bagimhilig1 ve kalsiyum akimindaki kinetigi noronlarda oénemli oranda farklilik

gostermektedir (133).
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Peptit yapili toksinlerin etkileri analiz edildiginde ii¢ farkli kalsiyum akimi
daha goriilmiistir. P tipi kalsiyum akimi ilk olarak purkinje noéronlarindan
kaydedilmistir (134). Oriimcek zehri olan w-agatoksin IVA’ya olan yiiksek duyarlilig
nedeniyle farkli bir kalsiyum akimi olarak kabul edilmistir (135). Q tipi kalsiyum
akimi ilk olarak serebellar graniiler ndronlarda kaydedilmistir (136). Q tipi kalsiyum
kanallar1 m-agatoksin IVA ile daha diisiik afiniteyle baglanmakta ve bloklanmaktadir.
Serebellar graniiler néronlarindaki R tipi kalsiyum akimi ¢ogu spesifik organik ve
peptit yapili kalsiyum kanal blokerlerine karsi direnglidir. Baz1 hiicre tiplerinde bir
tarantula tiirinden elde edilen SNX-482 olarak adlandirilan bir peptit ile
bloklanabilmektedir (137).

Reseptor Kontrollii Kalsiyum Kanallar:

RKKK nérotransmitter gibi spesifik ligandlarin reseptore baglanmasiyla
hiicreye kalsiyum girisini saglayan kanallardir. Ozellikle néronlarda glutamat
reseptorleri RKKK’m en 6nemlilerinden biridir. Glutamatin aktive ettigi iki ayr1 grup
reseptor bulunmaktadir. Bunlar iyonotropik ve metabotropik glutamat reseptdrleridir.
Iyonotropik glutamat reseptorleri kendi iginde 3 tipe ayrilir. Bunlar a-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-izoksazol propiyonik asite (AMPA) duyarli reseptorler, N-metil-D-
aspartata (NMDA) duyarli reseptorler ve kainat reseptorleri seklinde gruplandirilir. Tlk
ikisi hiicre i¢1 kalsiyum homeostazisine katkida bulunmaktadir. AMPA reseptorleri
merkezi sinir sisteminde hizli eksitator sinapslarda gorev almaktadir. Temelde sodyum
ve potasyum iyonlarina gegirgen oldugu bilinse de kalsiyum iyonlarina da gegirgen
olabilir., NMDA reseptorleri sodyuma olan gegirgenligi sayesinde postsinaptik
depolarizasyona katki saglamakta ve ayrica kalsiyum gegirgenligi ile de hiicre igi
fizyolojik yanitlarin olusumunda gorev almaktadir. NMDA reseptorleri magnezyum
blokaji altinda voltaja bagimli bir aktivasyon o6zelligine sahiptir. Bundan dolay1
NMDA reseptorleri AMPA reseptorlerine gore glutamata daha geg yanit verirler.
NMDA reseptorleri 6zellikle 6grenme ve hafiza siireclerinde olduk¢a onemli gorev
iistlenirler. Magnezyum blokajinin kalkmasi, uzun siireli hafizanin konsodilasyonu
icin gerekli olan CREB-bagimli gen ekspresyonunun indiiklenmesini saglar (138).

Hem AMPA hem de NMDA reseptorleri tetramerik yapida olup homo- veya
heterotetramerlerden olusur. AMPA reseptorleri GluA1’den GluA4’e kadar farkl alt

birimlerin birlegiminden olusur. Genellikle AMPA reseptorlerinin sadece Na* ve K*
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iyonlarma gecirgen oldugu ve Ca*? gecirgenliginin olmadigi bilinir. AMPA
reseptorlerinin %90’ninda bulunan GluA2 alt birimi polipeptit yapisinin M2 kanal
segmenti 607 pozisyonunda pozitif yikli arjinin amino asitini bulundurur. Bu alt
birimde pozitif yiiklii amino asit bulunmasi konformasyonel olarak reseptoriin
kalsiyuma gegcirgenligini oldukc¢a azaltir. Geri kalan bazi AMPA reseptor tiplerinde
ise ayni pozisyonda glutamin amino asiti bulunur ve bu konformasyon kalsiyum
iyonunun gegisine imkan saglar (139, 140).

NMDA reseptorlerinin  spesifik 6zellikleri alt {inite kombinasyonuna,
reseptoriin fosforilasyon durumuna ve membran potansiyeline bagli olarak belirlenir
(141). NMDA reseptorleri farkli genler tarafindan kodlanan 7 alt initenin farkli
kombinasyonlarda birlesiminden meydana gelir. Bu alt birimler GluN1 alt birimi, dort
farkli GluN2 alt birimi (GIuN2A, GIuN2B, GIuN2C ve GluN2D) ve iki farklt GIuN3
alt birimi (GIuN3A ve GIuN3B) seklinde 3 alt sinifa ayrilir. NMDA reseptorleri tipik
olarak GIuN1-GIuN2 veya GIuN2-GIuN3 alt birimlerinin birlikteliginden olusur.
NMDA alt tinitelerinin kompozisyonu bir plastisiteye sahiptir ve biyofiziksel,
farmakolojik ve sinyal oOzellikleri bakimindan c¢ok sayida reseptdr alt tipinin
olusumuna sebep olur (142). NMDA reseptorlerinin sebep oldugu kalsiyum iyonu
girisi CREB bagimli gen ekspresyonunu diizenleyerek uzun siireli sinaptik plastisite,
ogrenme ve hafiza siireglerinin gelisimini saglar (143). NMDA reseptorlerinin
aktivasyonu serebellar parelel liflerinin purkinje hiicreleriyle yaptig1 sinapslarda ve
neokortikal sinapslarda uzun siireli depresyonun (LTD) indiiklenmesi igin de
gereklidir (144).

Metabotropik glutamat reseptorleri yedi transmembran domainden olusan G
proteinine bagh reseptorlerdir. Sekiz ayri gen ile kodlanan domainler (mGIluR1-8)
homodimer formundadir. GIuR1 memeli MSS’inde en fazla bulunan metabotropik
reseptordiir. Bu reseptorler iki ayr1 ndronal depolarizasyona neden olur. Ilki hiicre ici
kaynaklardan salinan kalsiyumla iligkili hizli ve gegici bir depolarizasyon tipi iken,
digeri TRP kanallarmin aktivasyonu sonucu olusan uzamis ve daha biiyiik
depolarizasyon tipidir (145).

Depo Kontrollii Kalsiyum Kanallar
Voltaj ve reseptor kontrollii kalsiyum kanallarinin varligi uzun yillardir

bilinmesine ragmen DKKK’nin molekiiler tanimlamalar1 ve mekanizmalar1 2006
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yilindan itibaren saptanmaya baslanmistir. Bu kanallar endoplazmik retikulumdan
kalsiyum salinimiyla aktif hale gelirler. Baslangigta bu kanallarin uyarilabilir olmayan
hiicrelerde bulundugu diisiiniilse de sonradan néron ve iskelet kasi gibi hiicre tiplerinde
de varligi tespit edilmistir. DKKK’larin hiicre i¢i kalsiyum depolarinin yeniden
dolmasini saglayan bir aract mekanizmay1 olusturdugu diistiniilmektedir. Ancak son
bulgular, bu kanallardan kaynaklanan kalsiyum girisinin spesifik sinyal yolaklarini da
aktive ettigini gostermistir (146).

Molekiiler yap1 olarak DKKK, EF-el benzeri kalsiyum baglayici transmembran
protein ailesine aittir. Iki farkli izoformu bulunur. Bunlar transmembran stromal
etkilesim molekiili-1 ve 2’dir (STIM1-2) ve endoplazmik retikulum iginde bulunur.
STIM1 ve STIM2 kalsiyum sensorii olarak islev goriir. STIM, plazma membranindaki
ORALI alt birimlerinin olusturdugu DKKK ile baglantilidir. ORAI protein ailesi 3
izoforma sahiptir ve ORAII kanalin por yapisini olusturan alt birimdir (147, 148).

2.2.1.2. Hiicre Organellerine Bagh Kalsiyum Diizenlenmesi

Sitoplazmadaki kalsiyum seviyesinin belirlenmesinde bazi organeller olduk¢a
onemlidir. Ozellikle endoplazmik retikulum, biiyiik kalsiyum tamponlama kapasitesi
nedeniyle hiicre i¢indeki ana kalsiyum deposu olarak kabul edilir. Kalsekuestrin ve
kalretikulin gibi kalsiyum baglayan proteinler endoplazmik retikulum igerisinde
kalsiyumun yogunlastirilmasina katki saglar (112). Endoplazmik retikulum
icerisindeki kalsiyum iyon konsantrasyonu milimolar diizeyinde bulunmaktadir.
Endoplazmik retikulumdan kalsiyum salinimi riyanodin reseptorleri (RyR) ve inositol-
1,4 5-trifosfat reseptorleri (IP3R) olarak adlandirilan iki tip reseptor araciligiyla
gerceklesmektedir. IPsR pek ¢ok hiicre tipinde yayginken, RyR 6zellikle néron ve
iskelet kaslarinda daha fazla bulunur. IPsR’den kalsiyum salinimi1 G proteinine bagl
reseptOrlerin aktivasyonu sonucu olusan ikinci haberci IP3‘lin baglanmasina baglh
olarak gerceklesirken, RyR’lerinde ise kalsiyum salinimi sitoplazmadaki kalsiyum
artistyla olur. Bu nedenle RyR’inden kalsiyum salinimi igin “kalsiyuma bagimli
kalsiyum salinimi1” tanimlamasi yapilir (149).

IP3R {i¢ farkli gen bolgesinde kodlanmaktadir. IP3R1 6zellikle beyin ve diiz
kaslardan yaygin olarak eksprese edilen dominant izotiptir. IP3R3 de beyinin yanisira
sindirim kanalinda oldukg¢a fazla eksprese edilir. Reseptoriin etkinligi kalsiyum, ATP

ve protein kinaz A fosforilasyonu ile kontrol edilir. Kalsiyum iyonu IP3R aktivitesini
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iki yonlii olarak etkileyebilir. Hiicre i¢i konsantrasyonuna bagli olarak hem uyarici
hem de baskilayici etki gosterir (150). Hiicre i¢i kalsiyum 300 nM seviyesine kadar
IPsR’lerini giiglii sekilde uyarirken, daha yiiksek degerlerde baskilayici etki gosterir.
Kalsiyuma bagli inhibisyonun sitozolik kalsiyum sinyalinin sonlanmasina katki
sagladig1 tahmin edilmektedir (151).

Riyanodin reseptorleri de ii¢ farkli gen bolgesinde kodlanmaktadir. RyR1
iskelet kas1 ve beyinde eksprese olmaktadir. RyR2 beyinde (6zellikle serebellumda)
baskin olarak bulunurken, RyR3 hipokampus, striatum ve diensefalonda en fazla
olmak tizere farkli beyin bolgelerinde yer almaktadir (152).

Kalsiyumun tekrar endoplazmik retikuluma geri depolanmasi P tipi Ca*?
ATPaz (SERCA) pompalari araciligiyla gergeklesir. Boylece hiicrenin uyarilmasi
sonucu olusan gegici kalsiyum artis1 plazma membranindaki NCD ve PMCA kanalar1
ile birlikte endoplazmik retikulumdaki Ca*?> ATPaz sayesinde tekrar istirahat
degerlerine hizlica doner (153).

Mitokondri, hiicre i¢i kalsiyum sinyalini diizenleyen 6nemli 6gelerden
birisidir. Kalsiyum, mitokondrinin enerji saglama siireglerinde ATP iretim
kabiliyetini diizenler. Mitokondrial matrikste kalsiyum seviyesinin artmasi sitrik asit
dongiisiindeki  piruvat deoksijenaz, izositrat dehidrojenaz ve a-ketoglutarat
dehidrojenaz enzimlerinin aktivitesini arttirir. Ayrica kalsiyum FiFo-ATPaz’in
caligmasini ise dogrudan diizenler (154). Mitokondri membranindaki mitokondrial
kalsiyum uniporter kanallar1 matrikse kalsiyum girigini saglar. Bu uniporterlarin
calismasi solunum zincirindeki aktivitenin olusturdugu negatif membran potansiyeli
ile kontrol edilir (155). Mitokondrial NCD, mitokondriden kalsiyum atilimini saglar.
Ayrica mitokondriden kalsiyum c¢ikist mitokondrial permeabilite transizyon poru
(mPTP) araciligiyla da gerceklesir. Mitokondrinin bir diger kritik fonksiyonu
apoptotik hiicrelerde tanimlanmistir. Mitokondrideki kalsiyum seviyesinin belirli bir
esik degeri agmasi halinde mitonkondri membraninda bulunan mPTP aktive olur.
mPTP’nin aktive olmast ile apoptotik indiikleyici faktor ve sitokrom c gibi bazi
faktorlerin etkinligi sonrasinda apoptotik hiicre 6limii gergeklesir (156).

2.2.2. Kalsiyum Sinyalizasyonu

Kalsiyum sinyali fertilizasyon, sekresyon, kas kasilmasi, metabolik kontrol,

ogrenme-hafiza siiregleri ve hiicre o6limi gibi yasamin her adiminda 6nem arz
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etmektedir. Noronlarda ise elektriksel uyarilma, noérogenez, noronal farklilagma,
aksonal gelisme, dentritik organizasyon ve sinaptik plastisite gibi siire¢leri kontrol
etmektedir. Ayrica bazi durumlarda noronal 6liime kritik 6l¢iide katki saglamaktadir
(157). Kalsiyum iyonu ve sinyali ikinci haberci olarak proteinlerin fosforilasyonu veya
degradasyonunu kontrol eder. Molekiiler seviyede kalsiyum sinyali mRNA’larin
transkripsiyonu ve posttrankripsiyonel modifikasyonlarinda, translasyon ve
proteinlerin translasyon sonrasi regiilasyonlarinda rol oynamaktadir (158).

2.2.3. Kalsiyumun Fizyolojik islevleri

Kalsiyum iyonu canli sistemlerde fertilizasyondan basyalarak hiicrelerin
farklilagsmasi ve 6liimiine kadar her asamada 6nemli roller oynamaktadir (149).

Kas kontraksiyonundaki rolii kalsiyum iyonunun ilk kesfedilen hiicresel
fonksiyonlarindan birisidir. Kaslarda aksiyon potansiyeli sonrasi sarkoplazmik
retikulum basta olmak iizere kalsiyum kaynaklarindan sitoplazmaya kalsiyum girisi
olur. Cizgili kaslarda kalsiyum, troponin molekiilii ile etkileserek aktin ve miyozin
miyofilamentleri arasindaki tropomiyozin engelini kaldirilarak kasilmaya iliskin
stireci baglatmis olur. Diiz kaslarda mekanizma farkli olsa da kalsiyum iyonu
kalmodulin ile kompleks olusturarak miyozin hafif zincir kinaz enzimini aktifler ve
kasilma siirecini baglatir (159).

Hemostaza iliskin siiregte Kkalsiyum iyonu pek ¢ok basamakta goérev
almaktadir. Trombosit aktivasyonu, trombositlerin damar ¢eperine yapismasi ve
trombosit tikacinin olusmasinda kalsiyum iyonu olmazsa olmaz faktorlerden birisidir.
Yapilan arastirmalar trombositlerin subendotelyel tabakaya tutunabilmesi i¢in von
Willebrand faktorle birlikte kalsiyumun da ortamda bulunmasi gerektigini gostermistir
(160). Trombositlerde hiicre ig¢i kalsiyumun artigt hiicrenin metabolizmast ve
salgilanan aktif maddelerin {iretimini etkiler (161). Pihtilasma siirecine baktigimizda
ise ¢ok sayida pihtilagsma faktoriinii olusturan reaksiyonlarda kalsiyum kofaktor olarak
gorev yapmaktadir (162).

Fertilizasyonda yumurtanin aktive olmasi sitozolik kalsiyum seviyesinin
yiikselmesine baglidir. Lokal olarak gerceklesen Ca*? girisi yumurta hiicresinde
depolarizasyona sebep olur. Membranda olusan depolarizasyon yumurta hiicresinin

sperm ile etkilesimine imkan saglar (163).
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Tiim noronlarda kalsiyumun oldukga 6nemli islevleri bulunmaktadir. Hiicrenin
uyarilabilirligini dogrudan etkileyen kalsiyum, aksiyon potansiyelinin baslatilmasi ve
olusumunda sodyum ile birlikte gérev yapmaktadir. Potasyum iyonu genellikle
hiicrenin repolarizasyonunu saglar. Sinir terminallerinde sitozolik kalsiyum artisi
transmitter igeren vezikiillerin membrana yaklagmasi ve ekzositozunda gorev alir.
SNARE proteinlerinin transmitterlerin ekzositozunda yiiriittiigii islevlerin 6nemli
kismi1  kalsiyum iyonuna bagimli olarak gergeklesir (164, 165). Sinaptik
transmisyondaki gorevi kalsiyum iyonunu noronal plastisitede onemli kilmaktadir.
Sinapstan salinan transmitter miktari, aktif zon biiyiikliigii ve postsinaptik reseptor
yogunlugu gibi plastisite ile dogrudan iliskili siireglerde kalsiyum iyonu gorev alir
(166).

Hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin gen ekspresyonunu etkiledigi yillardir
bilinmektedir. Kalsiyumun gen ekspresyonu iizerindeki etkisi ilk olarak hiicre
kiiltirinde ekstra kalsiyum yiiklenmesi ile birlikte prolaktin gen ekspresyonunun 200
kat arttiginin gézlenmesi sonucu tespit edilmistir (167). MSS’de kalsiyuma- bagimli
transkripsiyon kontrolii dentritik morfogenezi ve sinaptik modifikasyonlar1 gerektiren
proteinlerin olusumunu etkilemektedir. Gen regiilasyonuna iliskin kalsiyumun gorev
aldig1 yolaklar arasinda en iyi karakterize edileni kalmodulin ve kalsiyum/kalmodulin-
bagimli protein kinaz (CaMK) sistemidir. Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu
arttiginda kalsiyum kalmodulinle birleserek CaMK kompleksini olusturur. CaMK
ozellikle CaMKIV ve CaMKII, oldukga kritik 6neme sahip bir transkripsiyon faktorii
olan cAMP yanit elemani baglayici proteinini (CREB) fosforile eder (168).

Embriyonik noron kiiltiiriinde CREB fosforilasyonu 6zellikle voltaj kapili L
tipi kalsiyum kanallarindan kaynaklanan kalsiyum girisiyle miimkiin olurken, NMDA
reseptorlerinden kaynaklanan kalsiyum girisi CREB’de gegici bir fosforilasyon
saglayabilir. CREB’in transkripsiyonel aktivitesi ayrica protein kinaz A (PKA) ve
Ras/mitojen tarafindan aktive edilmis protein kinaz (MAPK) gibi kalsiyum sinyaline
bagimli yolaklari da diizenlemektedir. CREB, nérogenez ve sinaptik plastisitede kritik
rol oynayan beyin kaynakli norotrofik faktoriin (BDNF) aktivasyonuna da katki saglar.
Protein kinazlara ilave olarak kalsindrin gibi protein fosfatazlar da Ca*? indiiklii gen
regiilasyonuna katki saglamaktadir. Sonu¢ olarak kalsiyum gen ekspresyonunu

dogrudan transkripsiyonel faktorlere baglanarak etkilemektedir (113).
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Protein fosforilasyonu, serin/treonin (Ser/Thr) veya tirozin koklerini modifiye
eden enzimatik reaksiyonlardir. Bir¢cok Ser/Thr tipi protein kinaz ve Ser/Thr protein
fosfataz kalsiyum tarafindan regiile edilmektedir. Protein kinaz C (PKC) haricinde
genellikle bu kinazlarin etkinligi kalmoduline kalsiyumun baglanmasiyla diizenlenir.
CaMKII noronlarda bolca bulunur. Postsinaptik dentritlerde sinaptik fonksiyonlarin
ve plastisitenin olusumunda kritik 6neme sahiptir. CaMKII ayrica hipokampal CAl
bolgesinde uzun siireli potansiyalizasyona sebep olan Thr286’nin otofosforilasyonunu
modiile ederek 6grenme ve hafiza gibi hipokampusla iliskili davranislarin gelisimine
de katki sunar (169). CaMKII, AMPA ve NMDA reseptorlerini igeren ¢ok fazla sayida
sinaptik proteinin fosforilasyonundan da sorumludur. PKA ve PKC gibi diger kinazlar
da sinaptik plastisiteyi etkilemektedir. Atipik PKC izoformunun (PKC{) inhibisyonu
sadece LTP’yi engellemekle kalmayip var olan hafizanin da kaybolmasina neden
olmaktadir (170).

Kalsiyum iyonunun hiicre iginde asir1 diizeyde bulunmasi toksik etki
gosterebilir ve hiicre i¢in apoptoz gibi siirecleri baglatabilir. Hiicre hasarina sebep olan
¢ogu durumda plazma membrani iizerinden asir1 kalsiyum girisi ger¢eklesmektedir.
Bu agir1 kalsiyum girisi baz1 hidrolitik enzimleri (basta proteazlar) etkileyen sinyal
yolaklarinda kalic1 aktivasyona sebep olur ve nihayetinde hiicrelerde geri doniisiimii
olmayan hasar gelisir (171). Hiicrelerin 6liimii her zaman spontan veya patolojik bir
stirecin indiiklemesiyle gergeklesmez, dogal bir siirecle ve programli bir sekilde de
gerceklesebilir. Kapsamli bir molekiiler siire¢ olan apoptozda Ca*?, diisiik agirlikl
Ca*? bagimh niikleazlar, DNaz-1, kalsiyumla aktive olan tiyol proteaz, kalpain
enzimleri lizerinden gorev alir (172).

2.2.4. Hiicre ici Kalsiyum Seviyesinin Tespiti

Kalsiyum iyonunun hiicre iginde yiiriittiigii farkli fonksiyonlara iligkin siire¢
transmitter salinitminda mikrosaniyeler 6lgeginde iken, gen ekspresyonunda dakikalar
hatta saatleri bulabilir (173). Zaman dilimi, amplitiidii ve hiicresel kompartmanlardaki
lokal etkileri hiicre i¢i kalsiyum sinyaline iliskin fonksiyonlarinin temel
belirleyicileridir. Kalsiyum indikatorleri ve goriintiileme tekniklerinin gelismesi ile
birlikte hiicre i¢i kalsiyum goriintiilemeye iliskin oldukga biiyiik asama kaydedilmistir.
Hiicre i¢i kalsiyum seviyesini belirleyen indikatorler iki temel sinifa ayrilmaktadir.

Bunlar genetik kodlanan floresan proteinler ve kimyasal olarak gelistirilmis florofor
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boyalardir. Kalsiyum indikatorleri sadece difiizyona ugrayabilen serbest kalsiyum
iyonlarina baglanir. Hiicredeki kalsiyumun biiytik kismi ¢esitli kalsiyum tamponlarina
bagl olarak bulunur. Bagli ve serbest kalsiyum arasindaki oran hiicreye ve hiicre
icindeki kompartmana gore degislik gosterir. Genelleme yapilacak olursa sitozolik
kalsiyum 100:1 oraninda tamponlanmaktadir. Yani her 100 kalsiyum iyonundan
sadece biri serbest kalsiyumdur. Bu oran endoplazmik retikulumda 10:1 oranindadir
(174, 175).

Kalsiyum goriintiilemeye iliskin tarihsel gelisim, iki alandaki gelismelerle
paralellik gosterir. Bunlardan ilki kalsiyum indikatorlerindeki gelisme, digeri ise
kullanilan ekipmandaki teknolojik ilerlemedir. Hiicresel kalsiyum dinamiklerini
incelemeye imkan saglayan ilk kalsiyum indikatorlerinden birisi, aequorin gibi
biyoliminesans kalsiyum baglayici fotoproteinlerdir (176). Diger kalsiyum
indikatorii, kalsiyuma bagl absorbans degisikligi gosteren sentetik bir bilesik olan
arsenazo I1I’tiir (177). Aequorin ve arsenazo Ill, kalsiyum bagimli néronal siire¢lerin
aciklanmasinda erken dénemde onemli bilgilerin elde edilmesini saglasa da boyanin
hiicreye verilmesindeki problemler nedeniyle bunlarin kullanimi zahmetli bir
yontemdi (178, 179). Kalsiyum goriintiileme alanindaki biiyiik ilerleme, Roger Tsien
ve meslektaglar tarafindan gelistirilen daha hassas ve ¢ok yonlii floresan kalsiyum
indikatorlerinin kesfiyle olmustur (180). Bu indikatorler EGTA veya BAPTA gibi
kalsiyum secici selatorler ile floresan kromoforlarin hibridizasyonu ile elde edilmistir.
[k floresan kalsiyum indikatdrler quin-2, fura-2, indo-1 ve fluo-3’dur. Biyolojik
deneylerde ilk kullanilan, ultaviole 1sikla (339 nm) uyarilan quin-2’dir (181). Quin-2
belirgin bir parlakliga sahip degildir ve hiicrede floresan 1s1ma i¢in yiiksek kalsiyum
konsantrasyonlarina ihtiya¢ duymaktadir (182). Bu indikator sinifinin diger iiyesi olan
fura-2, quin-2’ye gore daha iistiin 6zellige sahiptir ve sinir bilimciler arasinda oldukga
popiilerdir. Fura-2, 350 ve/veya 380 nm dalga boyunda uyarilir ve gosterdigi kalsiyum
bagimli floresan degisimi quin-2’ye gore ¢cok daha fazladir. Ayrica fura-2’ye iliskin
uyarilma 1sinlart degistirilip oranlanarak elde edilen sinyalden kantitatif kalsiyum
ol¢iimii yapilabilmektedir (183). Ilerleyen yillarda genis uyarilma spekturumuna sahip
ve kalsiyum afinitesi fazla olan ¢ok sayida indikator gelistirilmistir. Oregon yesili
BAPTA ve fluo-4 boyalar1 bunlardandir (184). Bu boyalar uygulamadaki kolaylik ve

yiiksek sinyal/giiriiltii oran1 saglamasi1 nedeniyle sinir bilimciler tarafindan yaygin
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sekilde kullanilmaktadir. Fluo-4 tek dalga boyu ile uyarilan bir boyadir. Parlak ve
stabil 1g1nsal veri saglamaktadir. Argon lazerde 488 nm’de eksitasyon olusturmaktadir.
Parlakliginin fazla olmasi ve kullanilacak boya konsantrasyonunun azalmasi
fototoksik etkiyi azaltmaktadir. Bir diger avantaji ise ¢ok diisiik arka plan absorbans
gostermesinden dolayr diisiik boya konsantrasyonuyla yiiklenerek inkiibasyon
stiresinin kisalmasidir (185).

Kalsiyum goriintilemede bir sonraki biiyilkk bulus yine Roger Tsien
laboratuvarlarinda protein bazli genetik kodlu kalsiyum indikatorlerinin gelistirilmesi
olmustur. Genetik olarak kodlanan kalsiyum indikatorlerinin 6nciil tiplerinin Kinetik
yanitlarinin yavas olmasi ve diigiik sinyal/giiriiltii oranlar: gibi nedenlere bagli olarak
kullanim alanlart olduk¢a kisith olsa da ilerleyen yillarda biiylik gelismeler
kaydedilmistir (186). Genetik kodlu kalsiyum indikatorlerinin iki 6nemli gesiti 6n
plana ¢ikmaktadir. Bunlar Forster rezonans enerji transferi (FRET) ve tek florofordur.
FRET uyarilmis donor florofor ile alict bir florofor arasindaki radyasyon olmayan
enerji transferi ile gerceklesmektedir (187). Iki florofor arasindaki mesafe 10 nm’den
az olmalidir. Iki molekiil kalsiyum baglayic1 bir proteinle (genellikle kalmodulin veya
troponin) birbirine baglanir. Kalsiyumun bagli olmadigi durumda bir florofor belirli
bir dalga boyunda (480 nm) isima yapar. Kalsiyum baglanmasi sonucunda
konformasyonel degisim floroforlar arasindaki mesafeyi azaltir ve diger floroforun
uyarilmasi gergeklesir. Nihayetinde kalsiyum baglandiginda farkli dalga boyunda (530
nm) 1s1ma olusarak hiicre i¢indeki kalsiyumun degerlendirilmesine imkan saglar.
Ornegin ECFP ve Veniis proteininden olusan YC 3.60, kalsiyumun bagli olmadig1
durumda mavi 1s1ma yaparken kalsiyum seviyesi arttikca sar1 renkte 1s1ma yapmaya
baglar (188).

Floresan indikatorlerdeki gelismeler yeni goriintiileme sistemlerindeki
teknolojik ilerlemelerle birlikte gerceklesmektedir. CCD (Charge-Coupled Device)
kameralarin video goriintiileme uygulamalari ve yliksek hizda konfokal mikroskop bu
gelismelerdendir (189). Floresan problarin yiliksek sinyal giicli goriintiilleme
teknolojilerindeki geligsmelerle birlesmesi, hiicrelerdeki biyolojik siireglerin gergek
zamanl1 floresan goriintiilenmesine imkéan saglamistir. Bu alandaki temel ilerleme
Winfried Denk ve arkadaslarinin iki-foton mikroskobunda yaptigi c¢alismalarla

gerceklesmistir (190). Bu kalsiyum goriintiilleme teknigi sinir sistemi igin de
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kullanmistir (191). Kalsiyum goriintiileme yapilan diizenekler genellikle kalsiyum
inditakor boyalarini uyaracak belirli bir 151k kaynagi ile 151k algilayict sensoriin bir
mikroskopla birlestirilmesinden meydana gelmektedir. Isik kaynagi, uyarim dalga
boyunun kolayca degistirilebildigi civa veya ksenon lambalardir. Eksitasyon ve
emisyon 1sinlart genellikle dikroik aynalar tarafindan mikroskop icinde
konumlandirilir. Kalsiyum goriintiileme fotodiyot dizilerinin yanisira yogunlastiriimig
video kamera (yiiksek hizli kamera), CCD tabanli kameralar ve tamamlayic1 metal
oksit yari iletken (CMOS) tabanli kameralar kullanilarak gergeklesir (192). Klasik
fotodiyot dizileri, fotodiyot setlerinden meydana gelir ve her fotodiyot bir pikseli
temsil eder. Fotodiyot dizileri ¢ok yiliksek dinamik aralik ve yiiksek hizla fakat zayif
spasyal ¢Oziiniirliikle karakterizedir. CCD temelli kameralar bir ¢ip lizerine yogun bir
sekilde paketlenmis fotodiyot dizilerinden olusur. Klasik fotodiyot dizilerinin aksine
CCD tabanli kameralar seri sinyal okuma 6zelligine sahiptir. Modern CCD tabanl
kameralar yliksek spasyal ve temporal ¢oziiniirliige sahipken her piksel seviyesindeki
giiriiltii yiiksektir. Derin beyin kisimlarindaki néronlar goériintiilendiginde kontrast ve
¢Oziiniirlik kalsiyum goriintiilleme i¢in olduk¢a smirli oldugu i¢in bu teknikler
Ozellikle noron kiiltiirii gibi in vitro kullanimlar i¢in daha elveriglidir (193). Daha derin
noronlarin kalsiyum goriintiilemesini yapabilmek i¢in genellikle konfokal ve iki-foton
mikroskobu kullanilir. Lazer tarama mikroskobu, lazer 1ginlarinin 6rnegi taramasiyla
goriintii elde eder (194). Konfokal mikroskop tek foton uyarimi yaptigindan 6rnek alt
ve Ust plandan aydinlatilir ve bu durum goriintiilenmeyen alanlarda 151n hasarina sebep
olabilir. Konfokal mikroskoptaki 1sin hasart néron kiiltliriinde hiicreleri
etkileyebileceginden in vitro uygulamalarda kullanimindan kaginilir. Cok fazla sayida
kiiciik delikten olugan diskin donmesi prensibi ile g¢aligan spinning disk tabanl
konfokal mikroskobun kullanimi, bazi ¢alismalar igin 1s1n hasarindan korunmak adina
daha uygundur. Her bir delikten siiziilen 151 ayr1 bir konfokal aciklik olusturur ve
CCD tabanli kameralar kullanarak lazer tarama konfokal mikroskobuna gore daha

yiiksek frekansli goriintiiler elde edilir (195).

2.3. Epilepsi
Epilepsi toplumda %1 oraninda goriilen norolojik bir hastaliktir. Sadece
ABD’de yaklasik 2,5 milyon insan epilepsi ve epileptik nobetlerden etkilenmektedir.

Insidans1 gocuklarda ve yaslilarda daha yiiksek olmak iizere yas grubuna goére U sekilli
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bir grafik ile karsimiza c¢ikmaktadir. Cocuklardaki yiiksek oran gelisimsel
faktorlerken, ileri yaslarda malignite ve serebrovaskiiler hastaliklardan kaynaklanir
(196). Yine ABD’de epilepsi ve nobetlerinin toplam maliyeti dogrudan ve dolayli
olarak yilda ortalama 12,5 milyar dolar civarindadir ve her yil yeni 200 000 yeni vaka
teshisi konulmaktadir (197).

Epilepsi, kronik ve on goriilemeyen epileptik ndbetlere yol agan ve ikincil
olarak da norobiyolojik, kognitif, psikolojik ve sosyal sonuglari olan beyin
rahatsizligidir (198). Biitiin calismalar genel popiilasyonla karsilastirildiginda
epilepsili kisilerin 6liim riskinin daha yiiksek oldugunu gdstermistir. Epilepside ani
beklenmedik o6liim (sudden unexpencted death in epilepsy (SUDEP)), status
epileptikus, intiharlar ve epileptik nobetlerin sebep oldugu kazalar 6liim riskini arttiran
temel faktorlerdir (199). Cogu hastada epilepsinin nedeni bilinmemesine ragmen
epileptik nébetler beyin fonksiyonlarini etkileyen tiim durumlarda ortaya ¢ikabilir. Bu
durumlar arasinda travma ve inme gibi beyin hasarlari, enfeksiyon, otoimmiin
hastaliklar ve genetik mutasyonlar sayilabilir (200).

Epileptik nobet, beyindeki noéronlarin anormal, asir1 ve senkron aktivitesi
sonucu olusan objektif emareler veya subjektif semptomlar (bilincin kaybolmast, his
degisimleri, ani kasilmalar veya tonik katilik vs.) gosteren kisa siireli klinik bir
durumdur. Epileptik nébetler fokal, jeneralize veya bilinmeyen bir tarzda baslayabilir.
Nobetin baglangic sekli ozellikle nobet tipini siniflandirmada oldukc¢a Onemlidir.
Nobetler klinik bulgular, EEG ve norogoriintileme teknikleri kullanilarak
siiflandirilabilir (200).

Epilepsi tedavisinde ¢esitli secenekler bulunmaktir. Ilk basamak tedavi
stratejisi antiepileptik ila¢ kullanimidir. Antiepileptik tedavinin amaci nobetleri
kontrol altina almak ve olusumunu engellemektir. Epilepsi hastalarinda biiyiik oranda
basarili olan antiepileptikler, 1/3’liikk kesimde nobetleri kontrol altina alamamaktadir.
llaca direngli bu kisilerde ise epilepsinin etiyolojisine bagli olarak cerrahi,
norostimiilasyon ve diyet gibi diger tedavi siirecleri uygulanmaktadir. Direncli
epilepsi, hastanin erken 6liim riskini arttirir. Ayrica hayat kalitesinde, biligsel ve ruhsal

durumununda bozulmaya yol agabilir (201, 202).
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2.3.1. Epilepsinin Epidemiyolojisi

Epilepsi norolojik hastaliklar igerisinde kiiresel hastalik yiikiine {i¢iincii biiyiik
katkiy1r saglamakta ve diinya capinda 65 milyon insani etkilemektedir (203).
Epilepsinin prevalansi 1000 kiside 6,4 ve yillik insidans1 100 000 kiside 67,8 vakadir.
Hem prevelans hem de insidans diisiik ve orta gelirli tilkelerde yiiksek gelirli tilkelere
gore daha yiksektir (204). Diisiik ve orta gelirli lilkelerde boylesine bir farkin
olusmasinin nedeni bu iilkelerde goriilen trafik kazalarinin, dogumsal hasarlarin ve
noroenfektif hastaliklarin daha fazla olmasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir
(205). Genel olarak epilepsi yapisal, genetik, enfeksiy6z, metabolik, immiin ve nedeni
bilinmeyen etiyolojilere bagh olarak gelisir (206). Insidans ve prevelansda cinsiyet
bakimindan anlamli bir fark bulunmamaktadir. Ancak bazi ¢alismalarda erkeklerde
epilepsinin daha yaygin goriildiigi bildirilmektedir. Bunun nedeni, bdlgesel olarak
toplumdan soyutlanma ve evlilikte sorun yasama gibi durumlara bagli olarak kadinlara
iligkin veri girisinin daha diisiik seviyede kalmasidir (207).

2.3.2. Epilepsinin Siniflandiriimasi

Epilepsi tipi ve etiyolojisinin belirlenmesi, segilecek tedavi stratejisi ve
hastaligin ~ seyri  agisindan  olduk¢a  Onemlidir.  Epilepsinin  sistematik
smiflandirilmasina iligkin baslangic 1909°da Uluslararasi Epilepsi ile Savas Ligi’nin
(International League Against Epilepsy- ILEA) kurulusuna kadar uzanir. 1960’larda
Henri Gastaut ilk sistematik epilepsi smiflandirmasimni yapmustir (208). Uzun siiren
tartigmalar ve yeni bilgilerin elde edilmesiyle 1985°de ILAE “Epilepsiler ve Epileptik
Sendromlarin Siniflandirilmas1” bagligiyla epilepsi siniflandirmast hususunda 6nemli
bir eser yayimlamistir (209). Bu siniflandirma 1989°da revize edilmis ve uzun yillar
gecerliligini  korumustur (210). Son olarak epilepsi siniflandirmasina iligkin
giincelleme 2017 yilinda ILAE tarafindan olusturulan komisyonca yapilmistir (Sekil
2.4 ve 2.5; 206). Epilepsinin siniflandirilmasi dinamik bir siire¢ olup, konuya iliskin
bilgi ve tekniklerin gelismesine paralel siniflandirmalar da revize edilmektedir.

Epilepsi gecirilen nobetlerle karakterize bir hastalik oldugu igin
simiflandirmanin ilk adimi ndbet tipinin epileptik mi yoksa nonepileptik nobet mi
olduguna karar vermektir. Sonrasinda ndbet tipinin ait oldugu smif belirlenir. Nobet
tipinin belirlenmesinin ardindan epilepsi tipi ve eger miimkiinse epileptik sendromun

teshisi hastanin semptomlari, EEG ve norogoriintiileme bulgulari kullanilarak yapilir.
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Siniflandirma yapilirken her basamakta hastaligin etiyolojisi ve komorbid durumlar
birlikte degerlendirilir (Sekil 2.5).

2.3.2.1. Nobetlerin Siniflandirilmasi

Nébetlerin - smiflandirilmast  Hipokrat’a kadar dayanmaktadir. Onceleri
nobetler yasa spesifik olarak ve beyin gelisimi baz alinarak siniflandirilmaktaydi.
Sonrasinda anatomik temelli siniflandirma yapilarak temporal, frontal, pariyetal,
oksipital, diensefalik veya beyin sapt nobetleri seklinde gruplara ayrilmustir.
Epilepsinin patofizyolojisi hakkinda bilgiler arttikga hastaligin sadece lokal beyin
anormalliginden kaynaklanan semptomlar degil, bir ndronal ag hastaligi oldugu
anlasilmistir (211). Bu nedenle ndbetlerin neokortikal, talamokortikal, limbik ve beyin
sap1 noronal aginda yer alan anormalliklerden kaynaklandigi diistiniilmiistiir (212).
1981 yilinda ILAE komisyonu, ndbetlerde c¢ekilen yiizlerce video-EEG’yi
degerlendirerek ndbetleri parsiyel ve jeneralize baslangicli, basit ve kompleks parsiyel
nobetler ve cgesitli spesifik jeneralize nobetler seklinde simiflandirmistir (213). Bu
siiflandirma giinlimiizde hala gecerliligini yaygin olarak korusa da 2017 yilinda
hazirlanan yeni raporda ndbetler sadece davranigsal degerlendirmeye baglh kalarak
degil klinik, etiyoloji ve diger bazi veriler kullanilarak da siniflandirilmaktadir.

Epileptik nobetlere iligkin siniflandirma Sekil 2.4’tin st kisminda ve
genisletilmis siniflandirma ise alt kisminda sematize edilmistir. Nobetlerin
siniflandirilmasi, noébetin  fokal veya jeneralize olarak olustugu tespiti ile
baslamaktadir. Fokal baslangi¢ beynin bir veya daha fazla odak noktasinda dogan ve
hemisferde sinirli kalan nobetlerdir. Jeneralize nobetler ise beynin her iki hemisferine
de yayilan nobetlerdir. Eger ndbetin baslangici saptanmadi veya ayirt edilemediyse
“bilinmeyen baglangi¢” olarak tanimlanmaktadir (10).

Fokal epilepsiler i¢in biling seviyesi opsiyonel olarak ndbet tipine dahil
edilebilir. Bilincin kaybolmadigi veya biling seviyesinde bir degisimin olmadigi
nobetler bilingli fokal nobet olarak da tanimlanmaktadir. Bilingli fokal nébet dnceki
simiflandirmadaki basit parsiyel nobete karsilik gelmektedir. Nobetin herhangi bir
doneminde bilingte olusan bozulma, o nébetin bilincin bozuldugu fokal nobet sinifina
dahil edilmesini saglar. Bilincin bozuldugu bu fokal ndbetler 1981 yapilan
siniflandirmadaki kompleks parsiyel nobetlerin karsiligidir. Ayrica fokal ndbetler,

baslangigta motor veya motor olmayan isaret ve semptom gostermelerine gore de alt
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gruplara ayrilmaktadir. Eger motor ve motor olmayan belirtiler ndbetin baslangicinda
es zamanli goriiliiyorsa motor belirtiler daha belirgin olacaktir. Bilingli ve biling
bozulmus fokal ndbetler motor veya motor olmayan baslangicli ndbetler olarak da
siniflandirilmaktadir. Nobetin baslangi¢ lokasyonuna gore siniflandirma anatomik
temelli iken biling durumundaki degisime gore yapilan smiflandirma davranig
temellidir. Her iki metot da siniflandirmada kullanilabilir. Fokal nobet ismi biling
durumu tespit edilemediginde veya bilinmediginde dogrudan motor veya motor

olmayan baslangi¢h nbet tipiyle tanimlanabilir (10).

2017 ILAE Nébetlerin Temel Simiflandirma Sistematigi

Jeneralize Bilinmeyen

Fokal Baslangich " "
Baslangich Nobetler Baslangich Nobetler

Nibetler

Bilingli  Dosumus Motor R
Biling Tonik-Klonik Tonik-Klonik

Diger Motor Diger Motor
Motor olmayan (Absans) Motor olmayan (Absans)

Siniflandirilamayan

2017 ILAE Nobetlerin Temel Smiflandirma Sistematigi Genisletilmis Formati

Motor Baslangich
Motor Olmayan Baslangich
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ISIOnIK Mlyo.klomk SO Smiflandirilamayan
Epileptik Spazm Atonik
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Bilingli

Duyusal

Bilateral Tonik-Klonige gelisen
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Sekil 2.4. ILAE tarafindan 2017 yilinda yapilan ndbet tiplerine iliskin siniflandirma
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1981 yilinda yapilan siniflandirmada fokal baslangicli sekonder jeneralize
nobet olarak tanimlanan baslangigta fokal bir odaktan baslayan ndbet aktivitesi
bilateral olarak tiim beyine yayilmaktadir. Bu nobet tipi 2017 smiflandirmasinda
“fokalden gelisen bilateral tonik-klonik ndbetler” olarak 6zel ayri bir kategoride ele
alimmustir (10).

Jeneralize ndbetler motor ve motor olmayan (absans) ndbetler olarak ikiye
ayrilmaktadir. Jeneralize nobetlerin alt gruplar temelde 1981 siiflandirmasiyla biiyiik
oranda benzerlik gosterir. Smiflandirmanin son versiyonuna miyoklonik-atonik
nobetler (Doose sendromu; 214), miyoklonik-tonik-klonik nobetler (juvenil
miyoklonik epilepside yaygin; 215), miyoklonik absans nobetler (216) ve goz kapagi
miyoklonisi ile karakterize absans nobetlerde (Jeavons sendromu; 217) ilave
edilmistir.

Bilinmeyen baslangicli nobetler, nébetin baslangicinin ayirt edilemedigi veya
heniiz siniflandirilmas: yapilmamis epilepsi tipleri i¢in kullanilan bir terim olmustur
(10).

2.3.2.2. Epilepsilerin Simiflandirilmasi

Epilepsi hastaliginin simiflandirilmasinda kullanilan {i¢ basamaktan ikincisi
epilepsi tipinin belirlenmesidir (Sekil 2.5). Epilepsiler dort gruba ayrilmistir. Bunlar
fokal epilepsi, jeneralize epilepsi, kombine fokal-jeneralize epilepsi ve bilinmeyen
epilepsidir. Epilepsi tiplerinde farkli nobet fenotipleri goriilebilir. Jeneralize epilepsili
bireylerde absans, miyoklonik, atonik, tonik ve tonik-klonik gibi nobetler meydana
gelebilir.  Jeneralize epilepsinin  teshisi, klinkk zeminde EEG bulgularinin
desteklemesiyle yapilir. Jeneralize epilepside hastanin EEG’sinde tipik jeneralize

diken-dalga aktivitesi gostermelidir.

Fokal epilepsiler, beynin bir hemisferinde sinirli kalmak kaydiyla unifokal
veya multifokal bozukluklardir. Interiktal EEG’de tipik olarak epileptiform aktivite
desarjlar1 gozlenir. Tipki jeneralize epilepside oldugu gibi fokal epilepside de klinik
oykii esliginde EEG bulgulariyla teshis konulur. Epilepsilerin siniflandirilmasinda
yeni olan kombine fokal-jeneralize tipi hem fokal hem de jeneralize nobetlerin birlikte
goriildigi epilepsi tipidir. Bu epilepsi tipinde iktal kayit olmazsa olmaz degildir ancak
teshise oldukga yardimer olur. Interiktal kayitlarda ise hem jeneralize diken-dalgalar

hem de epileptiform aktivite desarjlar1 goriilebilir (epileptiform aktiviteye iliskin



33

desarjlarin  goriilmesi teshis icin sart degildir). Dravet ve Lennox-Gastaut
sendromlarinda bu tip epileptik ndbetler goriilmektedir.
Bilinmeyen epilepsi tipinde ise hekim bireyin epilepsi oldugunu anlar ancak

epilepsi tipini ulasilan yetersiz veriler nedeniyle siniflandiramaz (10).
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Epilepsi Tipleri
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Sekil 2.5. ILAE tarafindan 2017 yilinda yapilan epilepsi tiplerine iliskin simiflandirma

2.3.2.3. Epilepsi Sendromlarmin Simiflandirilmasi

Epilepsi siniflandirmasinda {iglincii  basamak epilepsi  sendromlarinin
belirlenmesidir. Epilepsi sendromu nobet tipleri, EEG ve beraberinde ortaya ¢ikma
egilimindeki bir dizi 6zellik anlamina gelir. Yasa bagimlilik (nébetin olusma zamani),
nobeti tetikleyen unsurlar, diurnal varyasyon, komorbiditeler, EEG ve goriintiileme
bulgulari, tedavi yanitlari, etiyoloji ve bazen prognoz epilepsi sendromlarinin
belirlenmesinde kullanilir (209, 210).

2.3.3. Epilepsinin Etiyolojisi

Hastanin ilk nobet gecirdigi andan itibaren hekimin amaglarindan birisi,
bireyin epilepsisinin altinda yatan etiyolojiyi belirlemektir. Etiyolojinin belirlenmesi
hastaya uygulanacak tedavinin se¢iminde dnem arzetmektedir. Cok sayida etiyolojik
grup tanimlanmustir. Ozellikle yapisal etiyolojinin teshisinde norogoriintiileme (MR
gibi) teknikleri kullanilmaktadir. Yapisal etiyolojiye ilaveten genetik, enfeksiyoz,

metabolik ve immiin etiyolojilerle birlikte bilinmeyen etiyoloji grubu da
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bulunmaktadir. Hastadaki epilepsi birden fazla etiyolojiden kaynaklanabilir.
Etiyolojiler arasinda hiyerarsi yoktur ve hangi etiyolojinin 6nemli oldugu sartlara gore
degisir. Yapisal etiyoloji epilepsi cerrahisi bakimindan énemli iken, genetik etiyoloji
memelilerde MTOR inhibitérii olan rapamisin gibi yeni terapi segeneklerinin
diistiniilmesine ve rehberlik etmesinde anahtar rol oynamaktadir (10).

2.3.3.1. Yapisal Etiyoloji

Yapisal etiyolojide epileptik nobetlere neden olan yapisal anormallik,
goriintiileme teknikleri ve elektrofizyolojik degerlendirmeler neticesinde tespit
edilebilmektedir. Yapisal etiyolojiler inme, travma, enfeksiyon veya genetik (6rnegin
kortikal gelisim bozuklugu) unsurlardan kaynaklanabilir. Béylesi bozukluklar genetik
temelli olsa bile yapisal bir anormallik olusturdugundan etiyolojik agidan bu smifta
degerlendirilebilir (218,219). Yapisal etiyolojiler ile epilepsiler arasindaki iliski iyi
tanimlanmistir. Bu duruma 6rnek olarak mesial temporal lop nobetleri ile hipokampal
sklerozun siklikla birlikte goriilmesi verilebilir. Hipotalamik hamartom ile gelastik
nobetler, Rasmussen Sendromu ve hemikonvulsiyon-hemipleji epilepsi sendromu
yapisal etiyolojilerle iliskisi olan diger 6rneklerdir. Yapisal anormalliklerin nedeninin
bagka faktorlerden kaynaklanmasina 6rnek olarak, polimikrogiri GPR56 gibi genlerin
mutasyonundan veya intrauterin sitomegalovirus enfeksiyonundan kaynaklanan
epilepsiler verilebilir (220).

2.3.3.2. Genetik Etiyolojiler

Epilepsinin genetik temeli, hastaligin ana semptomu ndbet olan bilinen veya
tahmin edilen genetik mutasyonlarin arastirilmasiyla ortaya konulabilir. Genetik
etiyolojinin ilk ¢ikarimlart otozomal dominant hastaliklarda aile Oykiilerine
dayanmaktadir. Bening ailesel neonatal epilepside KCNQ2 veya KCNQ3 gibi
potasyum kanallarina ait gen bolgelerinde mutasyon gorilmektedir (221). Aile
oykiileri ve 1950’lerde Lennox’un ikiz ¢aligmalariyla ortaya konulan diger genetik
temelli epilepsi tipleri ¢ocukluk ¢agi absans epilepsisi veya miyoklonik juvenil
epilepsidir (222). Genetik etiyolojiye iliskin bilinen en iyi o6rnek Dravent
sendromudur. Bu sendromda hastalarin %80’den fazlasinda SCN1A’nin patojenik
varyantt bulunmaktadir (223). Genetik etiyolojinin varligi hastaligin kalitsal olarak
aktarilacagi anlamina gelmez. Cevresel faktorler, gen varyantinin yeterli diizeyde

olmast veya eklenen yeni mutasyonlar hastaligin dogrudan kalittimim
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degistirebilmektedir (224, 225). Hasta mutasyon acisindan mozaik fenotip de
gosterebilir. Yani iki farkli hiicre popiilasyonuna sahiptir ve mozaikligin derecesi
epilepsinin siddetini etkiler (226).

2.3.3.3. Enfeksiyoz Etiyolojiler

Diinya c¢apinda enfeksiyon kaynakli epilepsi gelisimi en sik karsilasilan
etiyolojidir (227). Diinyanin belirli bolgelerinde norosistiserkoz, tiiberkiiloz, HIV,
serebral malarya, subakut sklerozan panensefalit, serebral toksoplazmoz, zika viriisii
ve konjenital sitomegaloviriis enfeksiyonlari epileptik ndbetlere neden olmaktadir. Bu
enfeksiyonlar bazen yapisal etiyolojilerle de uyum gosterebilir (10).

2.3.3.4. Metabolik Etiyolojiler

Bazi1 metabolik bozukluklarda epilepsi ile iligkililendirilmistir. Porfiri, tiremi,
amino asidopatiler veya piriodoksin bagimli nobetler 6rnek olarak verilebilir. Cogu
metabolik etiyolojinin genetik alt yapist bulunmaktadir (10).

2.3.3.5. immiinolojik Etiyolojiler

Immiinolojik nedenlere bagli epilepsiler son zamanlarda yetiskinlerde ve
cocuklarda  tamimlanmaktadir.  Immiinolojik etiyoloji MSS’de  otoimmiin
inflamasyonlardan kaynaklanmaktadir. Otoimmiin ensefalitlerin teshisi ilgili
antikorlarin gelismesiyle birlikte hizla artmaktadir. Anti-NMDA reseptor ensefalit ve
anti-LGI1 ensefalit immiin etiyolojili epilepsilere verilebilecek 6rnekler arasindadir
(227).

2.3.3.6. Bilinmeyen Etiyolojiler

Bilinmeyen etiyolojiden kasit, olusan epilepsinin sebeplerinin heniiz
tanimlanamamasidir. Sahip oldugu epilepsinin altinda yatan nedenler heniiz tespit
edilememis pekcok hastada bilimsel gelismelerle gerekli karakterizasyon
yapilmaktadir.

2.3.4. Epilepsinin Tanisi

Epilepsi tanisinin konulmasi klinik ve epidemiyolojik kanitlarin birlikte
degerlendirilmesine dayanmaktadir. 24 saatlik siirecte iki veya daha fazla uyarilmamis
veya refleks nobetin goriilmesi, bir uyarilmamis veya refleks nobet gegiren kiside
(travma, inme gibi yapisal lezyonlar1 veya beyin enfeksiyonu bulunan hastalarda) takip
eden 10 y1l igerisinde %60’dan fazla nébet tekrarlama ihtimalinin olmasi ve son olarak

da iyi tanimlanmis epileptik sendromlardan birine ait bir veya daha fazla nébetin



36

gecirilmesi  gibi  kriterlerden birinin  bulunmasi1 durumunda epilepsi tanisi
konulmaktadir (200). Epilepsi tanisinin konulmasindaki ilk adim hastada goriilen
nobetin epileptik olup-olmadiginin ayrimin1 yapmaktir. Nobetin tipini belirlemek,
gorgli tam@1 olmadiginda veya yetersiz tanimlamalarda oldukga gii¢ olabilir. Taninin
ikinci adimi nobetin epileptik mi, refleks tipi nobet mi veya akut semptomatik bulgu
mu olup-olmadiginin belirlenmesidir. Akut semptomatik ndbetler baslangici herhangi
bir uyariya bagli olmayan nobetlere gore daha diisiik risk tasimaktadir. Birlesik
Devletler’de yapilan bir arastirmaya goére akut semptomatik nobet sonrasinda 10 yillik
stire igerisinde uyarilmamis nobet riski %18,7 iken, statik beyin lezyonu sonrasinda
uyartlmamis nobet goriilme riski  %64,8’dir  (228). Tam konulmasinda
degerlendirilmesi gereken ii¢iincli unsur epilepsili hastanin bagvurusuna neden olan
ndbetin ilk nébet olup-olmadiginin irdelenmesidir. izole edilmis epileptik dejavu gibi
¢ok fazla bilinmeyen nébet tipi hastanin 6ncesinde gegirdigi nobetlerden biri olabilir.
Epileptik dejavu fizyolojik dejavu dan, daha uzun siirmesi (>5 s), daha yogun ve
rahatsiz edici olmasi1 ve ayrica hasta tarafindan kontrol edilememesiyle ayrilir. Koku
haliisinasyonlar1 ve miyoklonik nobetler hasta tarafindan ihmal edilebilecek veya
gbzden kagirilabilecek diger nobet tipleridir. Eger dncesinde gézden kagirilan ndbet
tanimlanirsa epilepsi tanist konulabilir. Dordiincii adim ise ndbet tipi, epilepsinin
smiflandirmast ve eger ilgili klinik semptomlar bulunuyorsa, epilepsi sendromuna
iligkin tanimlamalarin yapilmasidir (229).

Tan1 koyulurken medikal dykii degerlendirilmesi, fiziksel muayene, EEG ve
norogoriintiileme tekniklerinden yararlanilmaktadir.

2.3.5. Epilepsinin Tedavisi

Epilepsi tedavisinin amaci nobetleri onlemek veya kontrol altina almak,
medikal ve noropsikiyatrik komorbid durumlarin iyilesmesini saglamak, tedaviye
ilskin yan etkileri minimize etmek ve hastanin yasam kalitesini arttirmaktir.
Antiepileptik ilag tedavisi, epilepsi icin birincil terapi secenegidir (230). Antiepileptik
tedavinin etkili olmadig1 direncli epilesilerde veya nobetlerin etiyolojisi geregince
cerrahi iglemler, norostimiilasyon ve diyet gibi tedavi stratejileri de tercih edilebilir.

2.3.5.1. Antiepileptik Ila¢ Tedavisi

Antiepileptik ilaglar nébetlerin olusumu, yayilimi ve siddetini baskilayan
ilaglardir. Ilk kesfedilen antiepileptik ilaglar (bromid ve fenobarbital) etkinligi ve yan
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etkileri bakimindan biiyiikk dezavantaja sahiplerdi. 1990’lardan itibaren gelistirilen
antiepileptik ilaglar farmakokinetik ozellikleri, ilag etkilesimleri ve daha az yan
etkilerinin olmasi bakimindan daha etkili ilaglardir. Bilimsel gelismeler daha etkin
ilaglarin kesfine imkan saglamasina ragmen bazi nobetler yine de kontrol altina
alinamamaktadir (231, 232). Yeni antiepileptik ilaglar dncekilere gore daha 6zgiin
mekanizmalara sahiptir. Birinci nesil antiepileptik ilaglarin iki temel etki mekanizmasi
bulunmaktadir. Bunlar sodyum kanal blokaji ve GABAerjik iletinin
potansiyasyonudur ki her iki mekanizmada noéronal desarji azaltmaktadir. Son
gelistirilen antiepileptik ilaglar spesifik GABA alt iiniteleri ve sinaptik vezikiillerin
inhibisyonu saglama yoniinde mekanizmalara sahiptir. Antiepileptik ilaglar ve etki
mekanizmalar1 ve ¢esitleri tablo 2.2’de 6zetlenmistir (233).

Antiepileptik ilaglar, ndronal aksiyon potansiyelini etkileyerek veya
postsinaptik inhibisyon ile noronal uyarilabilirligi degistirerek etkinliklerini
gosterirler. Voltaj-bagimli  sodyum kanallart noéronlarda aksiyon potasiyelinin
depolarizasyonundan sorumlu oldugundan bu kanallarin blokaj1 aksiyon potansiyeli
olusumunu engellemektedir. Antiepileptik tedavide sodyum kanallarinin hedef
alinmasi, birinci nesil antiepileptik ilaglarin yaygin bir 6zelligidir (234, 235). Sodyum
kanallarin1 hedef alan birinci nesil antiepileptiklerden birisi de fenitoindir. Fenitoin
depolarizasyon sonrasi inaktive olmus voltaj-kapili kanallara baglanarak siklikla
ateslenen noronlarmm refraktdr periyodunu wuzatir. Fenitoin ayrica aksiyon
potansiyelinin amplitiidiinii ve ileti hizinda da azalmaya sebep olur (234). Lamotrigin,
karbamazepin ve fenitoinin hepsi voltaj-kapili sodyum kanalinin ayni reseptor
bolgesine baglanmaktadir (236). Birinci nesil antiepileptiklere ek olarak rufinamid,
oksikarbamazepin ve lamotrigin gibi ikinci nesil antiepileptikler de voltaj-kapili
sodyum kanallarinin inaktivasyon kapilari lizerinden aksiyon potansiyelinin siiresini
uzatarak antiepileptik bir etki ortaya koymaktadir (237).

GABAerjik sistemi potansiyalize etmek veya agonistlerini kullanmak birinci
nesil antiepileptik ilaglarda 6zellikle benzopiazepinlerde goriilen bir diger yaygin etki
mekanizmasidir. Bu mekanizma inhibisyon olusturan klor kanallarini hedef
almaktadir. Katyon girisini modifiye etmektense GABA agonistleri araciligiyla klor

kanallarim1  agik  tutarak hiperpolarizasyon olusturulmaktadir.  Barbituratlar,
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benzodiazepinlerden farkli bir baglanma bolgesi lizerinden GABA reseptorlerine

baglanirlar. Valproik asit endojen GABA nin parcalanmasini inhibe etmektedir (235).

Tablo 2.2. Etki mekanizmalarina gore antiepileptik ilaglarin siiflaniriimasi (233)

Etki Mekanizmasi Noronal ileti Birinci Nesil Ikinci ve Gelisim
Uzerindeki Etkisi  Antiepileptikler ~ Uciincii Nesil Asamasindaki
Antiepileptikler Antiepileptikler
Inaktivasyon Fenitoin Topiramat
evresini Karbamazepin Zonisamid
Sodyum Kanal Blokaj yavasglatma Valproat Okskarbazepin
(Hazh Inaktivasyon) (Refrakter Lamotrigin
periyotu uzatma) Felbamat
Rufinamid
Postsinaptik Etosiiksimid Topiramat
Kalsi inhibisyon Valproat Zonisamid
alsiyum -
Kanal Blokaji CElBEILEiL
J Lamotrigin
Pregabalin
Hiperpolarizasyon  Benzodiazepin Felbamat Retigabin
GABA : : . .
: Barbiturat Topiramat Norosteroidler
Agonismasi - .
/Potansiyasyonu el V|_g§batr|n
Stiripentol
- . Eksitator sinaptik Felbamat
NMDA Reseptor Blokaji aktiviteyi azalma
AMPA Reseptor Blokajt Eks_.lt_ator_ sinaptik Topiramat
aktiviteyi azalma
SV2a Vezikiil Eksitator sinaptik Levetirasetam Seletrasetam
Inhibisyonu aktiviteyi azalma
S el ke I(;Ioronla}rl uzamig Lakozamid
; . epolarizasyondan
(Yavas Inaktivasyon) Kurtarma
Potasyum Kanal Blokaji Okskarbazepin Topiramat

Retigabin

Potasyum Kanal
Aktivasyonu

Yeni nesil ilaglardan vigabatrin yapisal bir GABA analogudur ve GABA

degradasyonunu yapan GABA transaminaz enzimini inhibe eder. Sinaptik aralikta
GABA’nin degradasyonunun engellenmesi, GABA’nin sinaptik aralikta daha uzun
kalmasma ve GABAerjik sinyalin kuvvetlenmesine sebep olur. Tiagabin de GABA
konsantrasyonunu arttiran bir antiepileptik ilagtir. Ancak vigabatrinden farkli olarak
GABA’nin ndron ve glia hiicrelerine alimini azaltarak antikonviilsan etki gosterir
(238). Birden fazla mekanizma iizerinden antiepileptik 6zellik gosteren topiramat da
GABA etkinligini arttirmaktadir (239). Retigabin GABA sentezini arttirarak, noroaktif
stereoidler GABA reseptorlerindeki stereoid yapilara baglanarak, stiripentol GABAA
reseptorlerinin agik kalma siiresini uzatarak GABAerjik sinyali kuvvetlendirmekte ve

antiepileptik tedavi segenekleri arasinda yer almaktadirlar (240, 241).
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Kalsiyum kanallarinin blokaji da antiepileptik etki olusturmaktadir. Absans
nobetlerde kullanilan etosiiksimid talamustaki diisiik esik degerine sahip kalsiyum
kanallarim1 inhibe ederek etkinligini gostermektedir. Valproat da etosiiksimid gibi
benzer mekanizmayla absans nobetlerin kontroliine katki saglamaktadir. Fenitoin
presinaptik kalsiyum akimini, felbamat ve barbituratlar ise postsinaptik kalsiyum
girisini inhibe ederek antiepileptik etki gostermektedir (235).

Ikinci ve {iciincii nesil olarak kabul edilen yeni nesil antiepileptik ilaglar daha
spesifik farmakolojik hedefler {izerinden etki gostermektedir. Antiepileptik ilag
gelistirmede daha etkin, kolay tolere edilebilir, yan etkileri az olan ve ilag-ilag
etkilesimi diisiik kimyasallara bir yonelim bulunmaktadir. Yeni nesil antiepileptik
ilaglarin etki mekanizmalarinin ¢esitliligi daha fazladir.

Sinaptik vezikiillerin ekzositozunu inhibe ederek sinaptik iletimi duraklatmak
tedavi stratejilerinden birisidir. Levetirasetam sinaptik vezikiil proteini 2a’y1 (SV2a)
inhibe ederek transmitter salinimini azaltir. Bu proteinin inhibisyonu eksitator
aktivitede genis spektrumlu zayiflamaya neden olur (242). Brivarasetam ve
seletrasetam bu presinaptik proteinin gii¢lii inhibitorleri olup, daha genis spektrumda
antiepileptik etkinlik gosterme potansiyeline sahiptir (243). Briverasetam ayrica
voltaj-kapili sodyum kanallarinin hizli inaktivasyonunun inhibisyonuna dayali ilave
bir antikonvulsan etkiye sahiptir (244).

Beyinin temel eksitator norotransmitteri olan glutamata iliskin reseptorlerin
etkinligini azaltmak, antiepileptik tedavi igin akla gelebilecek diger bir hedeftir. Bu
amacla NMDA reseptor antagonistleri kullanilmaktadir. Topiramat, zonisamid veya
daha eski antiepileptikler olan felbamat ve fenobarbital NMDA reseptorlerini inhibe
ederek hem postsinaptik néronun uyarilmasini hem de hiicreye kalsiyum girisini
engeller (238, 245).

Retigarbin gibi antiepileptik ilaclar ise KCNQ2 ve KCNQ3 (Kv7.3) voltaj-
kapili potasyum kanallarin1 aktive eder ve agik kalma siiresini uzatarak antiepileptik
etkinlik gostermektedir (246).

Voltaj-kapili sodyum kanallarmin yavas inaktivasyonu diger antiepileptik
mekanizmalara nazaran daha yeni bir stratejidir. Bu mekanizma igin ilk kesfedilen
antiepileptik ila¢ olan lakosamid, atesleme frekansi yiiksek olan noronlarda

tekrarlayan desarjlar olusturarak depolarizasyon déneminin uzamasina neden olur.
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Yavas inaktivasyon hizli inaktivasyona gore muhtemelen yapisal bir degisiklik
gerektirdigi icin uygulamada uzun zaman periyodu gerektirir. Lakosamidin klinik
olarak refraktor parsiyel epilepsi ve status epileptikus hastalar1 igin uygulanabilir bir
secenek olarak goriilmektedir (247, 248).

2.3.5.2. Epilepsi Cerrahisi

Ilaca direngli epilepsi hastalar1 icin eger epileptik odak tanimlanabilir ve
ameliyatla ¢ikarilabilir durumda ise epilepsi cerrahisi tercih edilen bir tedavi segenegi
olur. Fokal baslangi¢hi epilepsi hastalari igin cerrahi, giivenilir ve etkin bir tedavi
saglamaktadir (249). Epilepsi cerrahisi fokal rezektif cerrahi, g¢oklu subpial
transeksiyon, anterior korpus kallozotomi veya hemisferektomi islemlerini
icermektedir (250). Epilepsi cerrahisinin degerlendirilmesi uzun siireli EEG
monitdrizasyonu ile baslar. Fokal baslangigli epilepsinin tipi, nobetin baslangig
bolgesi belirlenerek cerrahi i¢in degerlendirilir (251). Norogorintiileme teknikleri,
ozellikle yapisal etiyolojiye sahip epilepsi tiplerinin cerrahisi agisindan biiylik 6nem
tasimaktadir. MR epileptik lezyonlarin teshisinde %60-90 oraninda giivenilir veriler
saglamaktadir (252). Temporal lob epilepsisi en yaygin epilepsi tiplerindendir ve
mezial temporal lob epilepsisi de en sik goriilen tipidir. MR’da hipokampal atrofi ve
artmig sinyal 6zelligi ile kolaylikla teshis edilen mezial temporal lob epilepsisinde
anterior temporal lobektomisi, postoperatif sonuglari diger temporal lob epilepsilerine
gore daha iyi sonuglar vermektedir (202).

2.3.5.3. Norostimiilasyon Tedavisi

Norostimiilatér cihaz implantasyonu direncli epilepsi hastalari i¢in alternatif
tedavi metotlarindan birisidir. Vagal sinir uyarimi, duyarli ndrostimiilasyon (responsif
ndrostimiilasyon) ve diger deneysel ndrostimiilasyon modaliteleri nérostimiilasyon
terapileri i¢in kullanilmaktadir (250, 251). Vagus sinir stimiilasyonu, epilepsi hastalari
icin ilk kabul goéren ndrostimiilasyon teknigidir. Randomize kontrol galismalarinda
terapotik vagal sinir stimiilasyonu yapilan hastalarda 3 aylik siirede ndbet frekansinin
%24-31 oraninda azaldigi, subterapdtik uyarimda ise %6-15’1lik bir azalma oldugu
bildirilmistir (253). Uyarimin iki yil siirmesi halinde hastalarin yarisinda nobet

sikliginin %50°den fazla azaldigi tespit edilmistir (254).
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2.3.5.4. Diyet Terapisi

Epilepsi tedavisi i¢in bagvurulan bir diger yontem ketojenik diyettir. Ketojenik
diyet uygulanan hastalarin yarisinda %50’den fazla ve licte birinde %90 oraninda
nobetlerin azaldigi, bazi hastalarda ise nébetlerin hi¢ olusmadig1 goriilmiistiir (255).
Ketojenik diyet 6zellikle metabolik etiyolojiye sahip epilepsiler (Glutl ve piruvat
dehidrojenaz eksikligi gibi) ve refraktor status epileptikus igin etkin bir tedavi
secenegidir (256). Ketojenik diyet direngli fokal ve jeneralize epilepsi hastalarinda da
etkilidir. Bununla birlikte ketojenik diyet zayif tolere edilebilirligi ve yan etkileri
(kabizlik, kusma, enerji ve aglik eksikligi gibi) nedeniyle uygulamada kisitlamalara
sahiptir. Ayrica ketojenik diyet uzun vadede besin eksikligi, cocuklarda biiyiime
bozukluklari, anormal lipit profili, osteopeni ve bobrek tasi gibi komplikasyonlara yol
a¢gmaktadir (257).

2.3.6. Deneysel Epilepsi Modelleri

Epilepsi tedavisine iliskin yeni nesil antiepileptik ilaglarin gelistirilmesi ve
ozellikle ilaca direncli epilepsi tiirleri i¢in yeni tedavi stratejilerinin arastirilmasi nem
arzetmektedir. Yeni nesil antiepileptik ilaglarin etkinlik ve muhtemel yan etkilerinin
belirlenmesinde ve ayrica epilepsiye iligkin henliz aydinlatilamamis bazi
mekanizmalarin arastirilmasinda deneysel epilepsi modelleri kullanilmaktadir. Tracy
Putman ve Houston Merrtit tarafindan 1937°de fenitoinin antikonvulsan aktivitesi bir
hayvan modelinde kesfedildiginden beri hayvan modelleri epileptogenezin
anlasilmasinda ve yeni antiepileptik tedavilerin gelistirilmesinde anahtar rol
oynamaktadir (258). Giinlimiize kadar insandaki epilepsi semptomlarina benzer ¢ok
sayida deneysel epilepsi modeli gelistirilmistir. Her modelin kendi i¢inde avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir (259).

Ideal bir epilepsi modelinin karsilamas1 gereken temel bazi kriterler
bulunmaktadir. Tlk olarak EEG, ndbet ve epilepsinin ayirt edici 6zelliklerinden birisi
oldugu i¢in epilepsi modeli insandaki epileptik ndbetlere benzer elektrofizyolojik
paterni sergilemelidir. ikinci énemli kriter ise etiyolojilerin benzer olmasidir. Bu
nedenle altta yatan genetik yatkinlik, hasar vb. durumlar modelde de bulunmalidir.
Ucgiincii kriter, modellenen epilepsi tipi insanda belirli bir yas grubunda bulunuyorsa,
nobet baslangic1 insandakine benzer bir yas araliinda hayvanda da

olusturulabilmelidir. Dé&rdiincii kriter, insandaki epilepsi spesifik bir patoloji
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olusturuyorsa hayvan modelinde de ayni patoloji goriilmelidir (6rnegin fokal

lezyonlar, kortikal displazi). Besinci kriter, epilepsinin deneysel hayvan modelinin

antiepileptik ilaclara verdigi yanit ve ilaglarin etki mekanizmalar1 insandakine

benzemelidir. Son olarak da hayvan modelleri insandaki epileptik nobet davraniglarini
Iyi taklit edebilmelidir (259).
Tablo 2.3. Baz1 deneysel epilepsi modelleri (260, 261).

Model Siifi

Kimyasal
Ajanlarla
Olusturulan
Epilepsi
Modelleri

Elektriksel
Stimiilasyon
Modelleri

Genetik
Modeller

Gelisimsel
Modeller

Travma
Modelleri

Model
Pilokarpin Modeli

Lityum-Pilokarpin Modeli

Kainik Asit Modeli

Floroiltil Modeli

Pentilentetrazol Modeli

Penisilin Modeli
Pikrotoksin Modeli
Tetanus Modeli
Tetradotoksin Modeli
Bikukulin ve Striktin
Modeli

Aliiminyum, Kobalt ve
Cinko Modeli
Elektriksel Tutusma
Modeli

Maksimal Elektrosok
Modeli

GAERS ve WAG/RIj
Modeli

Odyojenik Epilepsi
Modeli

SCN1A-2A-1B Mutasyon
Modelleri

SCN1A Mutasyon Modeli

ARX Mutasyon Modeli
Febril Nobet Modeli

Hipoksik/iskemik Model
Agirlik Diisirme Modeli

S1v1 Perkiisyon Model

Nobet/Epilepsi Tipi

Status Epileptikus

Status Epileptikus ve
Kronik Nobetler

Neonatal Jeneralize
Tonik-Klonik Nobetller
Jeneralize Nobetler

Fokal Nobetler
Fokal Nobetler
Fokal Nobetler
Infatil Spazm

Fokal Nobetler

Fokal Nobetler
Jeneralize Nobetler

Jeneralize Tonik-Klonik
Nobetler

Absans Nobetler

Vahsi Kosu ve Tonik
Klonik Nobetler
Jeneralize Epilepsi

Infant Miyoklonik
Epilepsi (Dravet
Sendromu)

Infatil Spazm (West
Sendromu)
Neonatal Nobet

Neonatal Epilepsi Modeli
Uygulanan protokole gore

degisken

Uygulanan protokole gore

degisken

Fokal Epilepsi (Ozellikle
Temporal Lob Epilepsisi)

Ozellikler/Uygulama
350-385 mg/kg ip.

3 mEg/kg Li + 30-
60mg/kg, ip
Sistemik veya
intrahipokampal
enjeksiyon

Solunum yoluyla
uygulama

30-120 mg/kg
(Tutusma ve tek doz
modeline gore degisir)
500 IU, ic

60 Hz

150 mA, 60 Hz
Kornea, kulak veya
transkraniyal
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Elliden fazla deneysel epilepsi modeli bulunmaktadir. Kimyasal ajanlarla
(lokal veya sistemik uygulanan), elektrik stimiilasyonuyla, genetik olarak, gelisimsel
yolla ve travma ile epilepsi modelleri olusturulabilir. Tablo 2.3.’de yaygin olarak
kullanilan epilepsi modelleri verilmistir. Bunlarin disinda hiicre dis1 ortamin tamamen
kontrol altinda tutuldugu in vitro modeller epilepsi arastirmalarinda kullanilmaktadir.
In vivo modellere gore daha yeni olan in vitro modeller doku dilimlerinde, hiicre
kiiltiirti ve organotipik kiiltiirlerde gerceklestirilmektedir (260).

2.3.7. Absans Epilepsi ve Genetik Absans Epilepsi Modelleri

Absans nobetler cocukluk ¢agi absans epilepsisi, juvenil absans epilepsi ve
juvenil miyoklonik epilepsi olmak {izere ¢ok sayida idiopatik/genetik jeneralize
epilepside goriilen ndbet tipidir (262). Atipik absans nobetler Lennox-Gastaut
sendromlu hastalarin %60’1ndan fazlasinda goriilmektedir. Absans (yitiklik, yokluk)
terimi ilk olarak 1705 yilinda ilgili ndbeti tanimlamak i¢i kullanilmis ve 20. yiizyilin
baslarinda piknolepsi olarak adlandirilmistir. Pyknos Antik Yunanca’da “cok sik ve
gruplanmig” anlamina gelmektedir (263). Sonrasinda absans epilepsiler kii¢iik hastalik
anlaminda “petit mal” olarak adlandirilmistir. ILAE’nin 2017  yilindaki
smiflandirmasina gore jeneralize motor olmayan nébet grubuna dahil edilmistir (10).

Absans nobetler klinik olarak gegici biling kaybi (ani baslangicl),
hareketsizlik, hareketlerde ani kesilme, g6z kirpma ile birlikte el ve yiiz
otomatizmalariyla karakterizedir (11). iktal EEG bulgusu olarak 3-4,5 Hz, >3 s siireli
diken-dalga kompleksleri absans nobetler i¢in olduk¢a ayirt edici 6zelliklerdir (12,
13). Absans nobeti olan 47 ¢ocukta yapilan bir ¢alismada 339 nobetin ortalama iktal
stiresi 9,447 s (veri aralig1 1-44 s) olarak bulunmustur (264). Absans ndbetler, 6-7 yas
ve 12 yas civarinda olmak {izere iki yas grubunda daha sik goriilmektedir (265). Tipik
absans ndbetlerin yanisira ndbet basglangic ve bitisi daha az belirgin olan, biling
bozulma dereceleri degisken ve nobetleri daha uzun siiren atipik absans nobetler de
bulunmaktadir (213). Atipik absans ndbetler genellikle uyuklama esnasinda olusur ve
tipik absans ndbetlerin aksine hiperventilasyon veya fotik stimiilasyon ile proveke
edilemez (266). Atipik absans nobetlerin EEG yapilan diizensiz, asimetrik ve diisiik
amplitiidlii 1,5-2,5 Hz yavas diken-dalga komplekslerinden olusmaktadir (12).

Etiyolojik olarak ¢ogu jeneralize epilepsilerde oldugu gibi absans epilepsinin

de genetik temellerinin oldugu bilinmektedir. 1951°de Lennox tek yumurta ikizlerinde
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yaptig1 calismada hastalarin %66’sinda EEG diken-dalga kompleksi bakimindan
uyumluluk goriildiigiinii bildirmistir (267). Doose ve arkadaslar1 3 Hz diken-dalga
yapisint absans epilepsili 252 hastada tanimlamis ve multifaktoriyal kalitim
ozelliginde oldugunu 6ne siirmiistiir (268). Absans epilepsinin etiyolojisinde voltaj-
kapili T tipi kalsiyum kanallar1 ve  GABAA reseptoriine iligkin CACNALA ve
GABRG?2 ile GABRG3 genlerinin rol oynadigi diisiiniilmektedir (269-271).

Absans nobet patofizyolojisinde kortiko-talamo-kortikal devre ana rol
oynamaktadir (14). Bu devrede yer alan noronlarlardan kortikal I'V. tabakada bulunan
ndron glutamaterjiktir. Bu ndronlar talamusun retikiiler niikleuslarina projekte olurlar.
Diger bir noron grubu talamik aktarici noronlaridir ki talamustan kortikal piramidal
noronlara eksitator sinyal tasirlar. Bu ndronal devrenin son elemanlar: ise talamik
noronlar arasinda ve talamus i¢indeki devrelerde gorev alan GABAerjik néronlardir
(271).

Absans epilepsiye iliskin olusum mekanizmlar1 ve ilag arastirmalarinin
yapilabilmesi i¢in ¢esitli deneysel modeller gelistirilmistir. Kedilerde penisilin modeli,
pentilentetrazol modeli ve gama hidroksibiitirik asit modeli baslica kullanilan absans
epilepsi modelleridir (272, 273). Absans epilepsinin insanlardaki genetik faktorlere
bagli oldugunun bilinmesi nedeniyle bu alandaki genetik sigan modelleri insanda
goriilen absans epilepsiyi daha i1yi yansittig1 ve gecerliliginin daha yiiksek oldugu
belirtilmistir (15). In-bred iiretimle olusturulan GAERS ve WAG/Rij sigan 1rklar
genetik absans epilepsi ¢aligmalarinda kullanilan en gegerli modellerdir (274, 275).

EEG’de spontan diken-dalga desarjlarin varligi gegerli bir absans epilepsi
modeli i¢in en 6nemli kriterdir. Gegmiste bazi arastirmacilar sicanlarin kendi soylari
icinde belirli oranda davranis duraklamasi ve biyik titremesinin eslik ettigi diken-dalga
komplekslerinin oldugunu goézlemlemistir (276). Marescaux ve Vergnes’in grubu
tarafindan Strazburg soyu Wistar sicanlar ile yiiriitiilen kapsamli bir aragtirmada
diken-dalga kompleksleri 6-12 aylik sicanlarin %31’inde tanimlanmistir. Sonrasinda
bu si¢anlar kendi aralarinda melezlenerek hem diken-dalga desarjlarinin sayisinin hem
de insidansin arttig1 bir soy tiretilmis ve “Strasbourg Kokenli Genetik Absans
Epilepsili Siganlar” (Genetic Absance Epileptic Rats of Strasbourg; GAERS) olarak
adlandirilmistir (277). Jeneralize ve konvulsif olmayan tipteki ndobetler GAERS
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irkinda 40-120 giinliikten itibaren goriilmeye baslar ve yas ilerledik¢e nobetlerin sayisi
ve siiresi artarak devam eder (278).

1986’da Luijtelaar ve Coenen eriskin Wistar sicanlarin EEG kayitlarinda
diken-dalga desarjlarinin  absans epilepsinin  klinik semptomlariyla birlikte
goriildiigiinii kesfettiler (279). Arastirmacilar 6 aylik erkek ve disi siganlarin saatte
yaklasik 16-20 desarj sergiledigini ve ortalama nobet siiresinin ise 5 s oldugunu
gosterdiler. Diken-dalga desarjlar1 siganlar 2-3 aylikken goriilmeye baslamakta fakat
daha erken donemlerde goriilmemektedir (280). WAG/Rij ki 1924’de Glaxo
laboratuvarlarinda A.L. Bacharach tarafindan Wistar si¢anlarindan iiretilen WAG
soyunun bir alt tipidir. WAG/Rij sicanlar erkek ve disi kardes giftlestirilmesine
dayanan inbred yolla iiretilmektedir. WAG/Rij si¢anlarin diken-dalga desarjlar1 1-30
s stirmekte ve 7-10 Hz frekansinda olusmaktadir (281). Nobetlerin goriilme yasinda
oldugu gibi diken-dalga desarjlarinin frekansinda da insan absans epilepsisi ve genetik
absans epilepsi modeli arasinda farklilik goriilmektedir. 6 aylik si¢anlarda saatte 16-
18, giinde yaklasitk 300-400 diken-dalga desarji meydana geldigi ve cinsiyet
bakimindan desarj farkliliginin oldukg¢a az oldugu bildirilmistir (280).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlan

Deneylerde, postnatal 0-4 giinliik (Po-4) Wistar ve genetik absans epilepsili
WAG/RIj siganlar kullanildi. Bu hayvanlar Saghk Bilimleri Universitesi Deney
Hayvanlari Uretim ve Arastirma Laboratuvari’mdan temin edildi. Siganlar besin ve su
kisitlamasi olmaksizin, 22+2 °C sicaklik, %60 nem ve 12 saat aydinlik-karanlik
dongiisii altinda yetistirildi. Hiicre kiiltiirii ve kalsiyum goriintiilleme c¢alismalari
Istanbul Medipol Universitesi Rejeneratif ve Restoratif Tip Arastirmalart Merkezi
(REMER) Laboratuvarlari’nda yapildi. Deneysel c¢alismalar ve hayvanlara
uygulanacak islemler Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 12.07.2017 tarih ve 35 nolu etik kurul izni kapsaminda belirlenen usul ve
esaslara gore gerceklestirildi.

3.2. Deneylerde Kullamilan Kimyasal Malzemeler

Deneylerde kullanilan kimyasal malzemeler ve kullanim amaglari Tablo

3.1.°de verilmistir.

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal malzemeler ve kullanim amaglari

Kimyasal Uretici Firma Kullanmim Amaci
L-15 | Sigma Kiiltiir besiyeri
Neurobasal A (NBA) | Gibco Inkiibasyon besiyeri
Hibernate A | Gibco Diseksiyon besiyeri
Poly-L-Lizin | Sigma Petri kaplama
Papain | Sigma Enzimatik par¢alama
P nAk”_gfl'Z;’y“okn Sigma Mikrobiyal aktiviteyi dnleme
GlutaMAX | Gibco Besiyeri takviyesi
B-27 Serum-Free | Gibco Besiyeri takviyesi
Supplement
DNaz | Sigma Kiiltiir esnasida hiicreleri yapigmasini engelleme
FBS | Sigma Papain aktivitesini durdurma
Fluo-4 | Invitrogen Kalsiyum indikator boya
HBSS | MultiCell Kalsiyum boyama isleminde yikama soliisyonu
Pluronik Asit | Sigma Boyama soliisyonu
EGb 761 | Abdi Ibrahim Ila¢ San. A.S.  Ginkgo biloba standardize &ziitii
Ginkgolid A | Sigma EGb 761 etken bilesenlerinden
Ginkgolid B | Sigma EGb 761 etken bilesenlerinden
Ginkgolid C | Sigma EGb 761 etken bilesenlerinden
Bilobalid | Sigma EGb 761 etken bilesenlerinden
Nikardipin HCI | Sigma Voltaj bagimli L tip kanal blokeri
Mibefradil HCI | Sigma Voltaj bagimli T tip kanal blokeri
Dantrolen | Sigma Endoplazmik retikulum ryanodin reseptor antagonisti
KCI | Sigma Noronal uyarilmay1 indiikleme
Glutamat | Sigma Noéronal uyarilmay: indiikleme
CNQX | Sigma AMPA/Kainat glutamat reseptor antagonisti
AP-5 | Sigma NMDA glutamat reseptor antagonisti
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3.3. Deney Dizaym

Standardize Ginkgo biloba 6ziitii EGb 761 ve etken bilesenlerinin ndronal
uyarilabilirlik iizerindeki etkisi, Po-4 glinliik siganlardan elde edilen kortikal ndéron
kiltiirti kullanilarak incelendi. Noronun uyarilabilirlik diizeyi hiicre i¢i kalsiyum
seviyesindeki degisim ilizerinden degerlendirildi. Kalsiyum seviyesi kalsiyum duyarl
fluo-4 boyasi kullanilarak tespit edildi. Noéronlari uyarmak i¢in 30 mM KCl kullanildh.
Glutamaterjik sistemin EGb 761 ve etken bilesenleriyle etkilesiminin incelendigi
deney dizayninda ise néronlar 100 uM glutamat ile uyarildu.

Doktora tez caligmasinin amacina uygun olacak sekilde asagidaki arastirma
hedefleri belirlendi ve bunlara uygun deney dizaynlari tasarlandi.

- Wistar siganlardan elde edilen kortikal ndron kiiltiiriinde EGb 761 dozlarinin
noronal uyarilabilirlik tizerindeki etkilerinin incelenmesi.

- WAG/RIj sicanlardan elde edilen kortikal ndron kiiltiirinde EGb 761
dozlarinin noronal uyarilabilirlik tizerindeki etkilerinin incelenmesi.

- Wistar sicanlardan elde edilen kortikal noron kiiltiiriinde EGb 761’°in etken
bilesenleri ve bunlarin dozlarinin ndronal uyarilabilirlik tizerindeki etkilerinin
incelenmesi.

- WAG/RIj siganlardan elde edilen kortikal noron kiiltiirinde EGb 761’in etken
bilesenleri ve bunlarin dozlarmin noronal uyarilabilirlik tizerindeki etkilerinin
incelenmesi.

- WAGI/RIj siganlardan elde edilen kortikal néron Kkiiltiirtinde hiicre igi
kalsiyum seviyesi iizerinde en fazla etkili olan EGb 761 etken bileseninin kalsiyum
kanallari ile etkilesiminin incelenmesi.

- WAG/R]j siganlardan elde edilen kortikal néron kiiltiirlinde hiicre igi
kalsiyum seviyesi lizerinde en fazla etkili olan EGb 761 etken bileseninin
glutamaterjik sistem ile etkilesiminin incelenmesi.

KCI ve glutamat uyarimlarina iliskin deney dizayni ve is akis diyagramlari
sekil 3.1 ve 3.2°de gosterilmistir. Noron kiiltiiri ve fluo-4 boyama siireglerinin
ardindan noronlarin bazal kalsiyum seviyeleri konfokal mikroskop (spinning disk)
altinda kaydedildi. Tablo 3.2 ve 3.3’de gosterilen ilgili deney gruplarina belirtilen
madde uygulamalar1 yapildiktan sonra farkli petri alanlarindan goriintiiler alinarak

deney sonlandirildi.



49

KCI Uyarim Altinda Gergeklestirilen Deneylerin is Akag

1. Giin 1. Giin 7.-8. Giin
L 1 1
] L] )

7-8 Giin

Kalsiyvum Boyama

| Bloker veya Antagonist EGD 761 veya Etken 30 mM KClI
A L cklenmesi Rilesen Eklenmesi Uyarim

o NN\

Bazal Kalsiyum seviyesi Tespiti Madde Uygulamalar: Sonrasi
(Fn) Kalsiyum seviyesi Tespiti (F)

Sekil 3.1. KCI uyarimini kapsayan deney dizayni ve is akis diyagrami

Glutamat Uyarimi Altinda Gergeklestirilen Deneylerin is Akist

1. Giin 1. Giin 7.-8. Giin
1 1 1
I | 1

7-8 Giin

Kortikal Néron Kiiltiirii

Kalsiyum Boyama Kalsiyum Gériintiileme

[ 100 0M Glutamat  Bloker veya Antagonist  EGb 761 veya Efken

v
Uyarum cklenmesi Bilesen Eklenmesi
=
Py, Giin o \\_,\ \ o

Bazal Kalsiyum seviyesi Tespiti Madde Uygulamalari Sonrast
(Fa) Kalsiyum seviyesi Tespiti (F)

Sekil 3.2. Glutamat uyarimini kapsayan deney dizayni ve ig akis diyagrami

Tablo 3.2. Wistar siganlardan elde edilen kortikal ndron kiiltiirinde yapilan galigmalar ve bu
calismalarda kullanilan deney gruplari

Wistar Sicanlardan Elde Edilen Kortikal Noron Kiiltiiriinde Yapilan Calismalar

Deney Gruplari Uyarim EGb 761/Etken Bilesen Bloker/Antagonist
KCI Grubu KCI - -
§ '§ 50 ug/ml EGb 761 Grubu KCI 50 ug/ml EGb 761 =
o 'E; 100 ug/ml EGb 761 Grubu KClI 100 ug/ml EGb 761 -
8 Q 200 ug/ml EGb 761 Grubu KCI 200 ug/ml EGb 761 =
400 ug/ml EGb 761 Grubu KCI 400 ug/ml EGb 761 -
1 uM Ginkgolid A Grubu KCI 1 uM Ginkgolid A =
§ 10 uM Ginkgolid A Grubu KCI 10 uM Ginkgolid A -
s 100 uM Ginkgolid A Grubu KCI 100 uM Ginkgolid A =
:g 1 uM Ginkgolid B Grubu KCI 1 uM Ginkgolid B -
] 5 10 uM Ginkgolid B Grubu KClI 10 uM Ginkgolid B -
$ E’ 100 uM Ginkgolid B Grubu KCI 100 uM Ginkgolid B -
TR 1 uM Ginkgolid C Grubu KCI 1 uM Ginkgolid C -
E g 10 uM Ginkgolid C Grubu KCI 10 uM Ginkgolid C -
N 100 uM Ginkgolid C Grubu ~ KCI 100 uM Ginkgolid C -
@ I uM Bilobalid Grubu KCI 1 uM Bilobalid -
<3} 10 uM Bilobalid Grubu KCI 10 uM Bilobalid =
100 uM Bilobalid Grubu KCI 100 uM Bilobalid -
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Tablo 3.3. WAG/Rij siganlardan elde edilen kortikal néron kiiltiiriinde yapilan ¢alismalar ve
bu caligmalarda kullanilan deney gruplari

WAG/Rij Kortikal Noron Kiiltiiriinde Yapilan Calismalar

Deney Gruplari Uyarim EGb 761/Etken Bilesen  Bloker/Antagonist
KCI Grubu KCI - -
§ § 50 ug/ml EGb 761 Grubu KCI 50 ug/ml EGb 761 -
o % | 100 pg/ml EGb 761 Grubu KCl 100 pg/ml EGb 761 -
8 Q | 200 ug/ml EGb 761 Grubu KCI 200 ug/ml EGb 761 -
400 ug/ml EGb 761 Grubu KCI 400 ug/ml EGb 761 -
1 uM Ginkgolid A Grubu KCI 1 uM Ginkgolid A -
'§ 10 uM Ginkgolid A Grubu KCI 10 uM Ginkgolid A -
% 100 uM Ginkgolid A Grubu KCI 100 uM Ginkgolid A -
§ 1 uM Ginkgolid B Grubu KCI 1 uM Ginkgolid B -
2 '§ 10 uM Ginkgolid B Grubu KCI 10 uM Ginkgolid B -
S E: 100 uM Ginkgolid B Grubu KCI 100 uM Ginkgolid B -
= Q | I uM Ginkgolid C Grubu KCI 1 uM Ginkgolid C -
E X | 10 uM Ginkgolid C Grubu KCI 10 uM Ginkgolid C -
N 100 uM Ginkgolid C Grubu KCI 100 uM Ginkgolid C -
3 1 uM Bilobalid Grubu KClI 1 uM Bilobalid -
] 10 uM Bilobalid Grubu KCI 10 uM Bilobalid -
100 uM Bilobalid Grubu KCI 100 uM Bilobalid -
® 10 uM Nikardipin Grubu KCI - 10 uM Nikardipin
% ‘i,:_’ jg ﬁj g'l':j{;‘i';’;” B+ M KCl 10 uM Ginkgolid B 10 uM Nikardipin
§ % 10 uM Mibefradil Grubu KCI = 10 uM Mibefradil
s
§ § j g Z% g’:g’o ‘;f:g* 4w KCl 10 uM Ginkgolid B 10 uM Mibefradil
§ g 10 uM Dantrolen Grubu KCI - 10 uM Dantrolen
>
§ é jg Z% gla:];zl;‘;z ; Grubu KCI 10 uM Ginkgolid B 10 uM Dantrolen
‘® £ | Glutamat Grubu Glutamat - -
§ % Glutamat+ 200 ug/ml EGb 761Grubu  Glutamat 200 ug/ml EGb 761 -
& L | Glutamat + 10 uM Gink B Grubu Glutamat 10 uM Ginkgolid B -
§ 'S | CNQX Grubu Glutamat - 20 uM CNOX
E % CNQOX + 200 ug/ml EGb 761Grubu Glutamat 200 ug/ml EGb 761 20 uM CNQX
= % CNQOX + 10 uM Gink B Grubu Glutamat 10 uM Ginkgolid B 20 uM CNQOX
X 5 | AP-5Grubu Glutamat - 10 uM AP-5
SO | AP-5 + 200 ug/ml EGb 761Grubu Glutamat 200 ug/ml EGb 761 10 uM AP-5
R £ | AP-5 + 10 uM Gink B Grubu Glutamat 10 uM Ginkgolid B 10 uM AP-5

3.4. Kortikal Noron Kiiltiirii

Noronlarin yapismasini saglamak amaciyla cam tabanli petriler (FD-35, WPI,
Germany) %10’luk poli-L-lizin (PLL) ile 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildikten
sonra 2 defa distile su ile yikanarak kurumaya birakildi. Diseksiyon islemleri
esnasinda kullanmak ftizere hibernate A (HBA), kiltir islemleri i¢in L-15 ve
inkiibasyon i¢in ise neurobasal A (NBA) kullanildi. Tiim besiyerlerine %1 antibiyotik-

antimitotik soliisyon eklendi. L-15 ve NBA besiyerlerine ise ayrica %1 glutamax ve
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%2 B-27 ilave edildi. Diseksiyon islemleri soguk ¢elik plaka {izerinde yapildi. Yavru
sican dekapite edildikten sonra, kafatasi agilarak beyni c¢ikartildi ve Kkorteks
hemisferlerinden bir tanesi (hipokampus ayrilmis halde) alinarak %0,75 papain igeren
L-15 i¢ine konuldu. Doku enzimatik olarak parg¢alanmasi i¢in +4 °C’de 45 dakika
inkiibe edildi. Enzimatik par¢alanma sonras1 10 pl DNaz eklenerek hiicrelerin ortamda
bulunan niikleik asitler nedeniyle birbirlerine yapismalart engellendi. Caligmanin
kalan kisminda kullanilacak L-15 besiyeri icerisine %10 fetal bovine serum (FBS)
eklendi. Mekanik ayrismanin saglanmasi amaciyla pastor pipeti ile yaklasik 30 saniye
tritirasyon uygulandi. Tritlirasyon sonrast ¢okmeye birakilan numunenin istiinde
kalan kistmdan 500 pl’lik hiicre iceren soliisyon ayri bir falkona alinarak iizerine
alinan miktar kadar L-15 ilave edildi ve tekrar tritiirasyon uygulandi. Toplamda
yaklagik 3 ml soliisyon elde ettikten sonra 1000 pl’lik pipet kullanilarak falkon
igerisinde 30 saniye siireyle tritiirasyon uygulamasina devam edildi. Hiicrelerin
tamamen ayrigmasi i¢in son olarak soliisyon insiilin enjektoriinden gecirildi.
Soliisyona 1 ml L-15 eklendikten sonra oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona
birakildi. Titresimli bir plaka lizerinde gerceklesen inkiibasyonun ardindan soliisyon 5
dakika +4°C sicaklik ve 1000 rpm’de santrifiij edildi. Olusan siipernatant ¢ekilip atildi
ve pellet 3 ml L-15 ile ¢oziildii ve tekrar santrifiij edildi. Santrifiijden sonra siipernatant
cekilip atild1 ve pellete NBA eklendi. Hiicre sayiminin yapilmasinin ardindan petri
basina 50 000 hiicre gelecek oranda soliisyon NBA ile seyreltildikten sonra PLL ile
kaplanmais petrilere 500°er pl ekim yapildi ve hiicreler 37°C’de %95 O2 %5 CO2 igeren
nemli ortamda 2 saat inkiibe edildi (Sekil 3.3). ki saatin ardindan iizerine 1 ml daha
NBA eklenerek kalsiyum goriintiileme yapilincaya kadar inkiibatorde 3-4 giinde bir
besiyeri degistirilecek sekilde beklemeye birakildi.

3.5. Kalsiyum Boyama

EGb 761’in ve etken bilesenlerinin ndronal uyarilabilirlik tizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla, hiicre i¢i kalsiyum degisimine iligkin goriintiilleme calismasi
yapildi. Noronlardaki hiicre i¢i kalsiyum artisi nronal uyarilabilirligin bir gostergesi
olarak kabul edilmektedir. Hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin goriintiilenebilmesi i¢in
kalsiyum duyarli fluo-4 AM boyas1 kullanildi. Kortikal ndron kiiltiiriinde kalsiyum
boyama islemleri i¢in asagidaki soliisyonlar hazirlanarak sonrasinda belirtilen adimlar

takip edildi.
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Sekil 3.3. Primer kortikal noron kiltiirii. Kiiltiir islemleri sonrasindaki goriintiiler A: 0. dk
20X, B: 0. dk 40X, C: 60. dk 20X, D:60. dk 40X

Boyama Soliisyonu: 497 ul Tyrode’s soliisyonu +1,5 ul Fluo-4 + 1,5 ul pluronik asit.
Tyrode’s Soliisyonu: 140 mM NaCl, 5 mM KCI,5 mM HEPES, 1 mM MgCly, 1,8 mM
CaClz, 10 mM glukoz (pH=7,4).
Boyama Islemi:

- Petrideki besiyeri ¢ekilerek bir ependorfa alindi ve inkiibatorde saklandi.

- Hiicreler 1 ml HBSS ile yikandi.

- Sonrasinda 1 ml Tyrode soliisyonu ile yikandi.

- 0,5 ml boyama soliisyonu eklenerek 30 dk oda sicakliginda bekletildi.

- Boyama soliisyonu atildiktan sonra 1 ml Tyrode soliisyonu ile yikandi.

-1 ml HBSS ile yikandi.

- Inkiibatordeki besiyeri petriye konularak etiivde 10 dakika inkiibe edildi.
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3.6. Hiicrelerin Floresan Isima Degerlerinin Tespiti

Kalsiyum boyama islemi tamamlanan petrilerde is1 ve gaz kontrolii altinda
Spinning Disk (SD) konfokal mikroskop (Zeiss Cell Observer SD Time-Lapse)
kullanilarak kalsiyum goriintiileme yapildi (Sekil 3.4). Mikroskoba yerlestirilen
petrilerde herhangi bir alanda 30 saniye siireyle kayit alinarak hiicrelerin bazal
kalsiyum seviyelerine iligkin gorintiiler kaydedildi (Fo). Bazal kalsiyum seviyesinin
kaydedilmesinin (Fo) ardindan tablo 3.2 veya 3.3’de belirtilen deney gruplarina uygun
madde uygulamalart yapild1 ve sonrasinda petrideki diger bir alandan 90 saniye daha
goriintii alinarak (F) deney sonlandirildi. Herbir deney grubu igin iki farkli petride
deneysel calisma tekrarlandi. Noronlardaki kalsiyum miktarina bagl olarak olusan
floresan 151ma degerleri Image J programi (National Institutes of Health) kullanilarak
RFU degeri seklinde (Relative Floresan Unit) sayisal veriye doniistiiriildii. Her goriintii
alaninda ortalama 45 hiicre rastgele isaretlenerek RFU degeri belirlendi. Isima
degerlerinin zamana bagli degisimini minimalize etmek i¢in veriler % olarak
normalize edildi. Bazal donemde néronlardan elde edilen floresan 1s1ma degerlerinin
ortalamas1 Fo degeri olarak, madde uygulamalari sonrasinda elde edilen her hiicreye
ait veriler ise F degeri olarak kabul edildi ve nispi floresan degisimi (AF/Fo = (F-Fo)
/Fo) hesaplandi. Her grup igin ortalama 90 ndéronun verisi istatistiksel analizde
kullanildi.

Sekil 3.4. SD konfokal mikroskop (Zeiss Cell Observer SD Spinning Disk Time-Lapse) ve
kalsiyum gériintiileme sisteminden bir kesit
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3.7. Istatistiksel Analiz

Veriler yilizde olarak normalize edildikten sonra hesaplanan nisbi floresan
degisime (AF/Fo = (F-Fo)/Fo) iliskin degerler ortalama + standart hata olarak ifade
edildi. Istatistiksel analizler igin SPSS v22 yazilimi kullanildi. Verilerin normal
dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi kullanilarak belirlendi. Veriler
¢ogunlukla normal dagilima uymadiklar i¢in Kruskal Wallis varyans analizi sonrasi
ikili grup karsilastirmalart Mann-Whitney U testi kullanilarak gergeklestirildi. p<0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma kapsamindaki Wistar ve WAG/RIj siganlarindan elde edilen kortikal
noronlarin, kiiltiir islemlerinden ortalama 2 saat sonra aksonal uzanti olusturduklari
saptand1 (Sekil 3.3). Petrilerin tamaminda, kalsiyum boyama islemlerinin ardindan
bazal aktivite kaydi sirasinda noronlarin spontan floresan 1s1ma yaptiklar
gbzlemlendi. Saniyede iki kareden fazla goriintii kaydi1 alinmasina olanak saglayan SD

konfokal mikroskop ile bu osilasyonlar rahatlikla ayirt edildi.

4.1. Wistar ve WAG/RIj Sicanlardan Elde Edilen Kortikal Noronlarda
Uyarnilabilirlik Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Genetik absans epilepsili WAG/R1j sicanlar Wistar irki siganlarin inbred
iiretilmesi neticesinde elde edilmektedir. ki sican 1rkinin kortikal néronlarinin 30 mM
KCI uyarimina verdigi yanit karsilastirildiginda, WAG/Rij siganlardan elde edilen
kortikal noronlardaki hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin Wistar si¢anlardan elde edilen
Kortikal noronlara gére bir miktar fazla oldugu fakat bu farkin istatistiksel agidan

anlaml1 olmadigi tespit edildi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Wistar ve WAG/RIj si¢anlarin kortikal néron kiiltiirlerinde KCI uyarimina iliskin
hiicre i¢i kalsiyum seviyeleri

Gruplar AF/Fo (Ortalama = SE)
KCI (Wistar) 0,066 + 0,01
KCI (WAG/Rij) 0,108 £ 0,01

4.2. Wistar Sican Kortikal Noron Kiiltiiriinde EGb 761 Dozlarinin Hiicre
I¢i Kalsiyum Seviyesine Etkisi

Wistar si¢anlarindan elde edilen kortikal néron kiiltiirlerine EGb 761’in 50,
100, 200 ve 400 pg/ml dozlar1 ayr1 ayri uygulandi. Gruplardan elde edilen ortalama
AF/Fo degeri karsilastirildiginda, EGb 761 dozlarmin Wistar siganlarin kortikal
ndronlarmin hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde anlaml1 bir degisime neden olmadig tespit

edildi (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).
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KC1

50 pg/ml EGb 761 100 pg/ml EGb 761

200 pg/ml EGb 761

400 pg/ml EGb 761

Sekil 4.1. Wistar sigan kortikal néron kiiltiiriine uygulanan EGb 761 dozlarinin hiicre igi
kalsiyum degisimi tizerindeki etkilerini gosteren floresan 1simalara iliskin konfokal mikroskop
goriintiileri
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Sekil 4.2. Wistar sigan kortikal néron kiiltiiriinde EGb 761 dozlarinin hiicre i¢i kalsiyum
seviyesine etkisini gosteren nispi floresan 1g1ma degerleri

4.3. WAG/RIij Sican Kortikal Noron Kiiltiiriinde EGb 761 Dozlarinin
Hiicre i¢i Kalsiyum Seviyesine Etkisi

WAG/R]j siganlardan elde edilen kortikal noron kiiltiirlerine EGb 761’in 50,
100, 200 ve 400 pg/ml dozlari ayr1 ayr1 uygulandi. Ortalama AF/Fo degeri KCI grubu
icin 0,108+0,014 iken, 100 ve 200 pg/ml EGb 761 doz gruplarinda sirasiyla
0,137+0,008 ve 0,201+0,013 degerlerine yiikseldigi saptandi. EGb 761 dozlar
uygulandiktan sonra olusan floresan 1simalara iligkin yapilan AF/Fo orani
hesaplamalarinda 100 ve 200 ug/ml EGb 761 dozlarinda hiicre i¢i kalsiyum
seviyesinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 tespit edildi (p<0,001; Sekil 4.3.
ve 4.4)).

EGb 761 dozlarinin WAG/Rij ve Wistar sicanlarindan elde edilen kortikal
noron kiiltiirleri tizerindeki etkileri karsilastirildiginda, 50 pg/ml grubu haricindeki
tim dozlarda WAG/Rij kortikal néronlarin hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin Wistar
kortikal néronlardan daha yiiksek oldugu saptandi (p<0,001).
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KCl

50 ng/ml EGb 761 100 pg/ml EGb 761

200 pg/ml EGb 761 400 pg/ml EGb 761

Sekil 4.3. WAG/RIj sigan kortikal ndron kiiltiiriine uygulanan EGb 761 dozlarinin hiicre igi
kalsiyum degisimi {izerindeki etkilerini gosteren floresan 1s1malara iligkin konfokal mikroskop
goriintiileri



59

> 025 - WAG/Rij Kortikal Noronlarinda EGb 761'in Hiicre I¢i Kalsiyum Seviyesine
E Etkisi
< KKKk
£ 020 -
g
S
=
5 015 ok
z

0,10 A

0,05 - '

0,00 - T T .

A 161 161 Y 161

Sekil 4.4. WAG/RIj sigan kortikal néron kiiltiiriinde EGb 761 dozlarinin hiicre igi kalsiyum
seviyesine etkisini gosteren nispi floresan 1s1ma degerleri (*** p<0,001; KCI grubuna gére)

4.4. Wistar Sican Kortikal Noron Kiiltiiriinde EGb 761 Etken Bilesenleri
ve Bunlarin Dozlariin Hiicre i¢i Kalsiyum Seviyesine EtKisi

Wistar siganlardan elde edilen kortikal noron kiiltiiriinde EGb 761 etken
bilesenlerinden ginkgolid A, B, C ve bilobalidin 1, 10 ve 100 uM dozlar1 ayr1 ayr1
uygulandi. Ortalama AF/Fodegeri KC1 grubu i¢in 0,108+0,014 iken 100 uM ginkgolid
B, 1 uM bilobalid, 100 uM bilobalid ve 1 uM ginkgolid C doz gruplarinda sirasiyla
0,039+0,010, 0,035+0,013, 0,031+0,010 ve 0,028+0,007 degerinde oldugu tespit
edildi. Bu bilesen ve dozlarmin hiicre i¢i kalsiyum seviyesini istatistiksel olarak
anlaml diizeyde azalttig1 belirlendi (p<0,05). 10 uM ginkgolid B, 100 uM ginkgolid
C ve 10 uM bilobalid gruplarinda ise AF/Fq ortalamasi 0,017+0,004, 0,003 + 0,010 ve
-0,059+0,018 degerlerinde oldugu ve bu etken bilesenler ve dozlarmm KCI grubuna
gore hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde daha fazla azalmaya neden oldugu saptandi
(p<0,001; Sekil 4.5. ve 4.6.).
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1 puM Ginkgolid A 1 pM Ginkgolid B 1 pM Ginkgolid C 1 pM Bilobalid
10 pM Ginkgolid A 10 puM Ginkgolid B 10 pM Ginkgolid C 10 uM Bilobalid
100 uM Ginkgolid A 100 puM Ginkgolid B 100 pM Ginkgolid C 100 pM Bilobalid

Sekil 4.5. Wistar sigan kortikal néron kiiltiiriinde uygulanan EGb 761 etken bilesenleri ve bunlarin dozlarmin hiicre i¢i kalsiyum degisimi tizerindeki
etkilerini gosteren floresan 1gimalara iliskin konfokal mikroskop goriintiileri
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Wistar Kortikal Néronlarinda EGb 761 Etken Bilesenlerinin Hiicre I¢i Kalsiyum Seviyesine Etkisi

0,08 -

0,06 -

Floresan (AF/F)

0,04 -

— %
-
—%
*

_|>(.

*k*

0,02 -

0,00 -

\'&C : 60 ‘b\.& b\.\é ‘0‘5\.‘6

o

-0,02 -
M Y

-0,04 -

-0,06 -

-0,08 -

Sekil 4.6. Wistar sican kortikal noron kiiltiiriinde EGb 761°in etken bilesenleri ve dozlarinin hiicre igi kalsiyum seviyesine etkisini gosteren nispi floresan 1s1ma
degerleri (*: p<0,05; ***: p<0,001; KCI grubuna gore)
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45. WAG/Rij Sican Kortikal Noron Kiiltiiriinde EGb 761 Etken
Bilesenleri ve Bunlarin Dozlarimin Hiicre I¢i Kalsiyum Seviyesine Etkisi

WAG/RIj si¢anlardan elde edilen kortikal noéron kiiltirinde EGb 761
dozlarmin noronal uyarilabilirlikte artisa neden oldugu saptandiktan sonra bu artisi
EGb 761’in hangi etken bilesen veya bilesenler iizerinden gergeklestirdigini
belirlemek i¢in ginkgolid A, B, C ve bilobalidin 1, 10 ve 100 uM dozlar1 uygulanarak
etkileri incelendi. Ortalama AF/Fo degeri KCI grubu i¢in 0,108+0,014 olarak
saptanirken, 10 ve 100 uM ginkgolid B doz gruplarinda 0,297+0,010 ve 0,193+0,010,
1 uM ginkgolid C grubunda ise 0,0174+0,010 oldugu goriildii. EGb 761 etken bilesen
ve dozlar1 ayr1 ayr1 uygulandiktan sonra olusan floresan 1igimalara iliskin yapilan AF/Fo
hesaplamalarinda 10 ve 100 uM ginkgolid B etken bilesen ve dozlarinin hiicre i¢i
kalsiyum seviyesini KCI grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttirdig:
(p<0,001) fakat 1 uM ginkgolid C’nin ise hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde anlamli bir
azalmaya yol actig1 tespit edildi (p<0,05; Sekil 4.7 ve 4.8).
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1 pM Ginkgolid A 1 pM Ginkgolid B 1 pM Ginkgolid C 1 uM Bilobalid
10 pM Ginkgolid A 10 pM Ginkgolid B 10 puM Ginkgolid C 10 pM Bilobalid
100 pM Ginkgolid A 100 pM Ginkgolid B 100 pM Ginkgolid C 100 pM Bilobalid

Sekil 4.7. WAG/RIj sigan kortikal néron kiiltiiriinde EGb 761 etken bilesenlerinin hiicre i¢i kalsiyum degisimi {izerindeki etkilerini gosteren floresan 1simalara
iliskin konfokal mikroskop goriintiileri
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Sekil 4.8. WAG/RIj sigan kortikal noron kiiltiiriinde EGb 761 etken bilesenlerinin hiicre i¢i kalsiyum seviyesine etkisini gosteren nispi floresan 1s1ma degerleri
(* p<0,05; *** p<0,001; KCI grubuna gore)
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4.6. WAG/RIj Sican Kortikal Noron Kiiltiiriinde Ginkgolid B’nin Sebep
Oldugu Hiicre I¢i Kalsiyum Artisina Aracihk Eden Kanal Tipinin Belirlenmesi

Doktora tez calismasinin bu boliimiinde WAG/RIj si¢an kortikal ndron
kiiltirinde EGb 761 etken bilesenlerinden ginkgolid B’nin olusturdugu hiicre igi
kalsiyum seviyesindeki artisa neden olan kalsiyum kaynaginin belirlenmesi
amaclandi. Bu amagla voltaj-kapili L-tipi kalsiyum kanallarin1 10 uM nikardipin,
voltaj-kapili T-tipi kalsiyum kanallar1 10 uM mibefradil ve riyonodin reseptorleri 10
uM dantrolen ile bloklandi. WAG/Rij néron kiiltiiriinde etken bilesenlerden elde
edilen bulgulara gore hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde en fazla degisime 10 uM
ginkgolid B neden oldugu i¢in etkilesim ¢alismalarinda kullanilmasina karar verildi.

Yapilan deneylerde nikardipin, mibefradil ve dantrolen gruplarindaki hiicre ici
kalsiyum seviyesinin KC1 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde degisim
gostermedigi tespit edildi. Etkilesim gruplarinda ise sadece mibefradil + ginkgolid B
grubu 0,097 + 0,006 ortalama AF/Fo degeriyle KCI1 grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml1 bir azalma oldugu saptandi (p<0,05).

Ortalama AF/Fg degeri ginkgolid B grubunda 0,297 + 0,010 iken, nikardipin
grubunda 0,061 + 0,009, nikardipin + ginkgolid B grubunda ise 0,071 £+ 0,011 oldugu
tespit edildi. Nikardipin + ginkgolid B grubu nikardipin grubuna gore hiicre igi
kalsiyum seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artisa sebep olurken (p<0,05),
ginkgolid B grubuna gore ise anlamli bir azalma oldugu goriildii (p<0,001). Voltaj-
kapili T-tipi kanallarin etkinliginin incelendigi deneylerde mibefradil grubunun
ortalama AF/Fo degeri 0,043 + 0,008 iken mibefradil + ginkgolid B grubunda 0,097 +
0,006 olarak tespit edildi. Bu verilere gore mibefradil + ginkgolid B grubunun hiicre
ici kalsiyum seviyesinde mibefradil grubuna gore anlamli bir artig (p<0,001),
ginkgolid B grubuna gore ise azalma oldugu saptandi (p<0,001).

Ginkgolid B’nin hiicre i¢i kalsiyum seviyesindeki artisa endoplazmik
retikulumdaki riyanodin reseptorlerinin katkisinin degerlendirildigi dantrolen ve
dantrolen + ginkgolid B gruplarinda ortalama AF/Fo degeri sirasiyla 0,077 + 0,016 ve
0,083 + 0,010 olarak tespit edildi. Dantrolen + ginkgolid B grubunda dantrolen
grubuna gore anlamli bir fark gézlenmezken, ginkgolid B grubuna gore hiicre i¢i
kalsiyum seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya oldugu gorildii

(p<0,001; Sekil 4.9 ve 4.10).
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KCl 10 pM Ginkgolid B

10 pM Nikardipin Nikardipin+ 10 pM Ginkgolid B

10 uM Mibefradil Mibefradil + 10 uM Ginkgolid B

10 uM Dantrolen Dantrolen + 10 uM Ginkgolid B
Sekil 4.9. WAG/RIj sican kortikal ndron kiiltiirtinde 10 pM ginkgolid B ve bazi kalsiyum
kanal blokerlerinin etkilesimlerinin hiicre igi kalsiyum degisimi tizerindeki etkilerini gésteren
floresan 1s1malara iliskin konfokal mikroskop goriintiileri
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WAG/Rij Kortikal Néronlarinda Ginkgolid B ve Kalsiyum Kanal
Blokerlerinin Etkilesiminin Hiicre igi Kalsiyum Seviyesine Etkisi
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Sekil 4.10. WAG/RIj si¢an kortikal noron kiiltiriinde 10 uM ginkgolid B ve kalsiyum kanal
blokerlerinin hiicre i¢i kalsiyum seviyesine etkisini gosteren nispi floresan 1s1ma degerleri

(a: p<0,05 KCI1 grubuna gore, b: p<0,001 ginkgolid B grubuna gore, ¢: p<0,05 nikardipin grubuna gore,
d: p<0,001 mibefradil grubuna gore)

4.7. WAG/RIij Sican Kortikal Néron Kiiltiiriinde EGb 761 ve Iyonotropik
Glutamat Reseptorleriyle Etkilesiminin Hiicre I¢ci Kalsiyum Seviyesine EtKisi

WAGI/RIj siganlardan elde edilen kortikal néron kiiltiirinde EGb 761’in
iyonotropik glutamat reseptorleriyle etkilesiminin incelemesi amaglandi. Bu
dogrultuda noéronlar 100 uM glutamat ile uyarildiktan sonra Tablo 3.3’de belirtildigi
sekliyle deney grubuna gére madde uygulamalar: yapilda.

WAG/R]j siganlardan elde edilen kortikal noron kiiltiiriinde glutamat, EGb
761, CNQX, CNQX+EGb 761, AP-5 ve AP-5 + EGb 761 gruplarina ait ortalama
AF/Fo degerleri sirastyla 0,102 + 0,004, 0,027 + 0,003, 0,093 + 0,018, 0,005 + 0,003,
0,025 + 0,016 ve 0,050 + 0,007 olarak tespit edildi.

Glutamat ile uyarilan WAG/Rjj si¢an kortikal néronlaria 200 ug/ml EGb 761
uygulandiginda ortalama AF/Fo degeri glutamat grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli diizeyde azaldig tespit edildi (p<0,001).
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100 pM Glutamat 200 pg/ml EGb 761

20 pM CNQX CNQX + EGb 761

50 M AP5 AP5 + EGb 761

Sekil 4.11. WAG/RIj sigan kortikal noron kiiltirinde EGb 761 ve Glutamaterjik sistem
etkilesiminin hiicre i¢i kalsiyum degisimi {lizerindeki etkilerini gdsteren floresan isimalara
iligkin konfokal mikroskop goriintiileri
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EGb 761 ile AMPA ve kainat reseptorlerinin iligkisi olup-olmadigini
belirlemek amaciyla bu reseptorlerin yarigmali antagonisti CNQX (20 uM) kullanildi.
WAG/RIj si¢an kortikal néron kiiltiiriinde 20 uM CNQX grubundaki ortalama AF/Fg
degeri glutamat grubuna gore anlamli bir fark olusturmadigi saptandi. 20 uM CNQX
+ 200 pg/ml EGb 761 grubunda ise hiicre igi kalsiyum seviyesinin glutamat grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya sebep oldugu tespit edildi (p<0,001). 20
uM CNQX + 200 pug/ml EGb761 grubu 20 uM CNQX grubuyla karsilastirildiginda
da hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1 saptandi
(p<0,001).

EGb 761 ve Iyonotropik Glutamat Reseptorler Etkilesiminin Hiicre Igi
Kalsiyum Seviyesine Etkisi
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Sekil 4.12. WAG/RIj sigan noron kiiltiirinde EGb 761 ve iyonotropik glutamat reseptor
etkilesiminin hiicre i¢i kalsiyum seviyesine etkisini gosteren nispi floresan 1s1ma degerleri
(a: p<0,001 glutamat grubuna goére, b: p<0,001 CNQX grubuna gore, c: p<0,05 AP-5 grubuna gore)

EGb 761 ile NMDA glutamat reseptorleri arasindaki olasi iliskiyi belirlemek
icin segici yarigmali NMDA reseptor antagonisti AP-5 (50 pM) kullanildi. WAG/RIj
sican kortikal ndron kiiltiirinde 50 pM AP-5 grubundaki hiicre i¢i kalsiyum
seviyesinin glutamat grubuna gore istatistiksel olarak anlaml dl¢iide azaldig1 gorildi
(p<0,001). 50 uM AP-5 + 200 pg/ml EGb 761 grubunda da hiicre igi kalsiyum

seviyesinin glutamat grubuna goére anlaml diizeyde azaldig: tespit edildi (p<0,001).
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50 uM AP-5 grubu ile 50 uM AP-5 + 200 pug/ml EGb 761 grubu karsilastirildiginda
ise AP-5 ile birlikte uygulanan EGb 761’in hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde bir artisa
yol a¢tig1 goriildii (p<0,05; Sekil 4.11 ve 4.12).

4.8. WAG/RIij Sican Kortikal Noron Kiiltiiriinde Ginkgolid B ve
Iyonotropik Glutamat Reseptorleriyle Etkilesiminin Hiicre Ici Kalsiyum
Seviyesine EtKisi

Doktora tez calismasimin bu bdéliimiinde WAG/Rij siganlardan elde edilen
kortikal néron kiiltiiriinde 10 uM ginkgolid B’nin iyonotropik glutamat reseptorleriyle
etkilesiminin hiicre i¢i kalsiyum seviyesine etkisinin incelenmesi amaglandi.

WAG/RIij siganlardan elde edilen kortikal noron kiiltiiriinde glutamat,
ginkgolid B, CNQX, CNQX + ginkgolid B, AP-5 ve AP-5 + ginkgolid B gruplarina
ait ortalama AF/Fo degerlerinin sirasiyla 0,102 £+ 0,004, 0,016 + 0,003, 0,093+ 0,018,
0,016 + 0,011, 0,025 + 0,016 ve 0,179 + 0,020 oldugu tespit edildi. 10 uM ginkgolid
B’nin hiicre i¢i kalsiyum seviyesini glutamat grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1
diizeyde azalttigi saptand1 (p<0,001). AMPA ve kainat reseptorleri ile ginkgolid B
arasindaki muhtemel etkilesimi belirlemek i¢in 20 uM CNQX ile reseptorler
bloklandiktan sonra néronlar 10 uM ginkgolid B’ye maruz birakildi. 20 uM CNQX +
10 uM ginkgolid B grubundaki ortalama AF/Fo degeri hem glutamat hem de 20 uM
CNQX gruplariyla karsilastirildiginda hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde azaldig: tespit edildi (p<0,001).

Glutamatin NMDA reseptorleri ile ginkgolid B arasindaki muhtemel etkilesimi
belirlemek i¢in 50 uM AP-5 ile reseptorler bloklandiktan sonra noéronlar 10 pM
ginkgolid B’ye maruz birakildi. 50 uM AP-5 + 10 uM ginkgolid B grubundaki
ortalama AF/Fo degeri hem glutamat hem de AP-5 gruplariyla karsilagtirildiginda
hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 goriildii

(p<0,001; Sekil 4.11 ve 4.12).
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100 pM Glutamat 10 pM Gingkgolid B
20 pM CNQX CNQX + Gingkgolid B

50 uM AP5 APS5 + Gingkgolid B

Sekil 4.13. WAG/RIj sigan kortikal noron kiiltiiriinde ginkgolid B ve glutamaterjik sistem
etkilesiminin hiicre i¢i kalsiyum degisimi {lizerindeki etkilerini gdsteren floresan isimalara
iliskin konfokal mikroskop goriintiileri
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Ginkgolid B ve Iyonotropik Glutamat Reseptorler Etkilesiminin Hiicre I¢i
Kalsiyum Seviyesine Etkisi

0,20 ’

0,18 T
0,16
0,14
0,12
0,10 T
0,08
0,06
0,04

a
0,02 _T_‘ ’L‘
0,00
X

Floresan (AF/F)

o
o
— o

Sekil 4.14. WAG/RIj sigan noron kiiltiiriinde ginkgolid B ve iyonotropik glutamat reseptor
etkilesiminin hiicre i¢i kalsiyum seviyesine etkisini gosteren nispi floresan 1s1ma degerleri
(a: p<0,001 glutamat grubuna gore, b: p<0,001 CNQX grubuna gore, ¢: p<0,001 AP-5 grubuna gore)
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5. TARTISMA

Epilepsi diinya genelinde 65 milyondan fazla insan1 etkilemekte ve her yil bu
saylya ortalama 2,4 milyon kisi katilmaktadir (282). Yaygin norolojik bir hastalik olan
epilepsi, beyindeki noronlarin senkron ve asir1 desarjlarina bagli olarak gelisen
nobetlerle karakterizedir (198). Son yillarda tip ve teknoloji alanlarinda yasanan biiyiik
gelismeler ve konuya iliskin yapilan arastirmalarin nitelik ve niceligindeki artisa
ragmen epileptik nébetlerin olusumu ve fizyopatolojisine iligskin bazi ayrintilar heniiz
aydinlatilamamistir.  Epilepsi  tedavisinde basariyla kullanilan 20°den fazla
antiepileptik ila¢ bulunmasina ve ilag dis1 diger yontemlerin (cerrahi, stimiilasyon vb.)
denenmesine ragmen hastalarin ciddi bir bolimiinde uygulanan mevcut tedavi
stratejileri olumlu sonu¢ vermemektedir. Epilepsi hastalarinda antiepileptik ilaglarin
monoterapi veya politerapi seklinde kullanilmasina ragmen hastalarin yaklasik
%?36’sinda ndbetler kontrol altina alinamamaktadir (283). Epileptogeneze iliskin
mekanizmalarin anlagilmasi, daha giivenilir ve etkili antiepileptik ilaglarin
gelistirilmesi i¢in deneysel epilepsi modellerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Absans nobetler 6zellikle ¢ocukluk c¢agi absans epilepsisi, juvenil absans
epilepsi ve juvenil miyoklonik epilepsi basta olmak iizere ¢ok sayida jeneralize
epilepsi tiirinde gozlemlenen bir ndbet tipidir (262). Absans nobetler bilingte ani
kayip, hareketsiz kalma, géz kirpma ve el-yiiz otomatizmalar1 gibi semptomlarla
karakterizedir (11). Jeneralize bilateral 3-4,5 Hz diken-dalga desarjlar goriilen EEG
bulgusu absans nobetlerin en karakteristik 6zelligidir. Deneysel epilepsi modeli olarak
absans nobetler, kimyasal prokonviilsan ajanlar kullanilarak (PTZ, penisilin gibi)
baslatilabildigi gibi baz1 sican 1rklarinda in-bred iiretim yoluyla gelistirilen genetik
modellerde de gozlemlenebilmektedir (284). Genetik absans modeli olarak GEARS ve
WAG/RIj si¢anlar gegerliligi oldukea yiiksek olan ve yaygin olarak kullanilan hayvan
wrklaridir. WAG/Rj siganlarda gozlemlenen absans nobetlerin hem semptomatik hem
de EEG bulgular agisindan insandaki absans nobetlerden bazi farklari (ndbetlerin
olustugu yas, diken-dalga kompleks frekansi gibi) bulunmakla birlikte genel olarak
ilgili klinik durumu yansitmaktadir. Bu hayvanlardaki nobetlerin insandaki absans
nobetlere benzer mekanizmalarla olusmasi, bu si¢anlarin kullanildigr preklinik

calismalarin degerini ve dnemini arttirmaktadir (285).
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Ginkgo biloba 6zellikle uzak dogu iilkelerinde geleneksel ve tamamlayici tip
uygulamalarinda onemli diizeyde yeri olan bir bitkidir. Bu uygulamalar kapsaminda
Ginkgo biloba iirtinleri kalp, astim, bronsit, isitme kayb1, vertigo ve hafiza problemleri
basta olmak {izere bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bunun yanisira Ginkgo biloba
yapraklarindan elde edilen standardize 6ziitler modern tibbi uygulamalarda bir tedavi
secenegi veya tedaviyi destekleyici tamamlayici bir {iriin olarak regete edilmektedir.
(72, 286, 287, 288). Ginkgo biloba’nin EGb 761 olarak adlandirilan standardize 6ziitii
%22-27 oraninda flavonoid glikozitleri ve %5-7 oraninda terpen trilaktonlarini
(ginkgolid A, B, C ve bilobalid) i¢cermektedir (54). Antioksidan ozelligi, sinyal
iletimindeki etkileri ve noroprotektif oOzellikleri nedeniyle sinir —sistemi
rahatsizliklarinda da kullanilan Ginkgo biloba’nin epileptik nobetler {izerindeki
etkisine iliskin literatiirde yer alan mevcut c¢aligmalarda bir goriis birligi
bulunmamaktadir (18, 21, 23, 24, 57). Baz klinik vaka sunumlarinda Ginkgo biloba
bitkisine ait findik tarzindaki kurutulmus tohumlarin tiikketilmesi veya EGb 761 igeren
tabletlerin kullanimina bagli olarak epileptik ndbetlerin olustugu bildirilmistir (18, 21).
Deneysel ¢aligmalarin bir kisminda da klinik gézlemlerde oldugu gibi EGb 761°in
prokonvulsan bir etki sergiledigi ifade edilirken, bazi deneysel c¢alismalarda
antikonvulsan bir etkiden bahsedilmektedir (23, 24, 289).

Kalsiyum iyonu hiicre igerisine girdiginde veya hiicre igi depolardan
salindiginda kas kasilmasi, nérotransmitter salinmasi, hiicre boliinmesi ve gen
regiilasyonunda gorev almanin yanisira ikinci haberci olarak ¢ok farkli fizyolojik
siirecin diizenleyicisi ve aracisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle néronlarda
norotransmitter salimimina iligkin rolii, ndronal uyarilabilirlik diizeyinin
degerlendirilmesinde bir parametre olarak kullanilabilmesi bakimindan oldukga
onemlidir. Hiicre i¢i kalsiyum iyon seviyesinin belirlenmesinde en yaygimn kullanilan
yontemlerden birisi kalsiyum goriintiilleme metodudur. Cesitli tiirde gelistirilmis ve
kalsiyum i¢in spesifik olan boyalarm kullanimi ile gergeklestirilen kalsiyum
goriintiileme ¢alismalarinda hiicre igerisinde olusan floresan 1s1manin miktarina bagh
olarak kalsiyum seviyesi degerlendirilmektedir.

Ginkgo biloba’nin néronal uyarilabilirlik ve epilepsi tizerindeki etkisine iliskin
olarak literatiirde yer alan sinirl sayidaki ¢alismanin mekanizmayi izahtan uzak olusu

sunulan doktora tez ¢alismasinin planlanmasina temel teskil etmistir. Sunulan doktora
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tezinde, Po.s giinlik WAG/Rij siganlar ve bu siganlarin izole edildigi Wistar irki
siganlardan elde edilen kortikal noron kiiltiirii kullanilarak EGb 761 dozlar1 ve bunun
etken bilesenleri olan ginkgolid A, B, C ve bilobalidin farkli dozlarinin noéronal
uyarilabilirlik tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in floresan kalsiyum goriintiilleme
yontemi kullanilarak, uyarilabilirligin bir gostergesi olan hiicre ici kalsiyum
diizeyindeki degisim lizerinden bir inceleme yapilmistir. Literatiirde absans epilepside
Ginkgo biloba’nin etkisini inceleyen herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. WAG/Rij
siganlarin koken aldigi Wistar irkiyla karsilastirmali olarak siirecin degerlendiriliyor
olmasi ve literatiirdeki toksisitite ¢aligsmalar1 disinda Ginkgo biloba’nin néronlarda
hiicre i¢i kalsiyum degisimi {iizerindeki etkisini inceleyen herhangi c¢alismanin
bulunmamasi sunulan tez calismasinin 6zgiin degerini arttirmaktadir. Hiicre ici
kalsiyum seviyesindeki degisim noronal uyarilabilirligin bir gostergesi olarak
degerlendirilerek Ginkgo biloba’nin epilepsi {izerindeki etkisi in vitro olarak
incelenmistir. Ayrica EGb 761 ve etken bilesenlerinin hiicre i¢i kalsiyum degisimi
tizerindeki etkisine aracilik eden kanallarin belirlenmesi ve glutamaterjik sistemle
etkilesiminin incelenmesi c¢aligmayir daha da kapsamli hale getirmistir. Yukarida
bahsedilen ¢alisma hedeflerine ulasabilmek i¢cin WAG/Rij ve Wistar si¢anlarindan
elde edilen kortikal ndron kiiltiirii kullanilarak noronlarin 7-8 giinliik adaptasyon ve
inkiibasyonundan sonra kalsiyum indikatorii olan fluo-4 ile néronlar boyanarak SD
konfokal mikroskop altinda kalsiyum goriintiilemesi yapilmistir. Glutamaterjik
sisteme iliskin etkilesim deneyleri haricindeki ¢alismalarda noronlari stimiile etmek
i¢in 30 mM KCI kullanilmistir. Glutamaterjik sistem {izerindeki incelemeleri kapsayan
deneylerde 100 uM glutamat ile néronlar uyarilmistir.

Sunulan doktora tezi kapsamindaki deneysel ¢alismalar iki ayri stimiilan (KCI
ve glutamat) yontemi kullanilarak alti basamakta gerceklestirildi (Tablo 3.2 ve 3.3).
Bu basamaklara iliskin calisma dizaynlarindan iki tanesinde Wistar siganlar, dort
tanesinde ise WAG/RIj siganlardan elde edilen kortikal noron kiiltiirii kullanilmustir.
Calisma dizayninin ilk iki basamaginda WAG/RIj ve Wistar siganlarindan elde edilen
kortikal ndron kiiltiirii EGb 761’in 50, 100, 200 ve 400 pg/ml konsantrasyonlarina
maruz birakilarak kalsiyum goriintiilemeleri yapilmistir. Ucgiincii ve dordiincii
basamaklarda EGb 761 dozlarindan elde edilen veriler 1s1ginda her iki sigan irkinda
EGDb 761 etken bilesenlerinden ginkgolid A, B, C ve bilobalidin 1, 10, 100 uM’lik
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konsantrasyonlarinin ndronal uyarilabilirlik tizerindeki etkileri hiicre i¢i kalsiyum
degisimi kullanilarak incelenmistir. Caligmanin besinci basamaginda EGb 761’in aktif
bilesenlerinden en etkilisi olan 10 uM ginkgolid B’nin WAG/Rij kortikal néron
kiltiiriinde olusturdugu kalsiyum degisimine hangi kalsiyum kaynaginin aracilik ettigi
belirlenmeye ¢alisilmigtir. Hiicre disi kalsiyum kaynagina yonelik inceleme igin
voltaj-kapili L- ve T-tipi kalsiyum kanallari, hiicre i¢i kalsiyum kaynagina iliskin
inceleme igin riyanodin reseptorleri bloklanmistir. Altinci basamak ¢alismalarda ise
yine WAG/RIj si¢an kortikal néron kiiltiirii kullanilarak EGb 761 ve ginkgolid B’nin
glutamaterjik sistemle iliskisi aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Bu asamada EGb 761 ve
ginkgolid B’nin olusturdugu kalsiyum yaniti ile AMPA reseptorlerinin iligkisini
belirlemek igin CNQX, NMDA reseptorlerinin iliskisini degerlendirmek igin ise AP-
5 kullanilarak ilgili glutamaterjik reseptorler bloklanmistir.

5.1. EGb 761’in Wistar ve WAG/RIj Sicanlarin Kortikal Néronlarinda
Hiicre I¢i Kalsiyum Seviyesine Etkisi

Ginkgo biloba ‘nin epilepsi ile iliskisi ilk olarak ikinci diinya savasi doneminde
ginkgo tohumlarmin tiiketilmesiyle gelisen nobetler ile ortaya ¢ikmistir (17). Son
donemlerde bu iligki farkli klinik ¢alismalar ile literatiirde yer almayi stirdiirmiistiir.
Ormegin 21 aylik bir cocuk ve 36 yasindaki bir kadinin ginkgo tohumu tiiketiminin
ardindan jeneralize nobet gegirdikleri raporlanmistir (18, 20). Ginkgo tohumu (findig1)
tilketimine bagli olarak gerceklesen bu ndbetlerden gingotoksin de denilen 4’-O-
metilpiridoksinin sorumlu oldugu disiiniilmistiir (290). Gingotoksin anti-Bg vitamini
olup, viicutta Bs vitamini konsantrasyonunu azaltmaktadir. Bu etki, beyindeki en
o6nemli inhibitdr ndrotransmitter olan GABA ’nin azalmasina neden olmaktadir (288).
Diger bir caligmada iki yasindaki bir ¢ocukta ginkgo tohumu tiiketilmesi sonrasinda
olusan nobetlere serum 4°-O-metilpiridoksin konsantrasyonundaki artigin eslik etmesi
ve verilen diazepem ve piridoksal fosfataz sonrasinda nébetlerin sonlanmasi,
ginkgotoksinin ndbetlerin ana sorumlusu olarak diisiiniilmesine neden olmustur (20).
Bununla birlikte bir vaka sunumunda, epilepsili iki yash hastada demans nedeniyle
kullanilan standardize Ginkgo biloba 6ziitiine baslandiktan yaklasik iki hafta sonra
nobetlerin goriildiigiiniin bildirilmesi ile birlikte ticari olarak satilan standardize
Oziitlerde yer alan diger etken bilesenlerin de arastirilmasi gerektigi ortaya ¢ikmistir

(21).
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Klinik vaka sunumlarinda Ginkgo biloba’nin 6zellikle prokonvulsan bir etkiye
sahip oldugu bildirilmesine karsin deneysel ¢alismalarda bu konuya iliskin farkli
bulgular elde edilmistir. Bu ¢alismalardan bir kismi klinik vaka sunumlarinda Ginkgo
biloba 6ziit ve iriinlerine iliskin olarak belirtilen prokonvulsan etkiyi dogrularken
diger bir grup ¢alismada antikonvulsan bir etkiden bahsedilmektedir (23, 291, 292).
Ormnegin Cingilla tavsanlarinda elektriksel stimiilasyonla olusturulan hipokampal
tutusma modelinde 20 mg/kg EGb 761’in akim siddeti, afterdesarj siiresi, tutugsma igin
gerekli olan uyarim sayis1 ve nébet latensi gibi parametrelerin tamaminda prokonvulsif
bir etki sergiledigi tespit edilmistir (23). Siganlarda PTZ ile olusturulan deneysel
epilepsi modelinde kronik olarak uygulanan 200 mg/kg EGb 761’in nobet siddeti ve
nobete bagh olarak gelisen mortalitede artisa neden oldugu bildirilmistir (291).
Pikrotoksin ile olusturulan deneysel epilepsi modelinde EGb 761’in pikrotoksinin
etkisini potansiyalize ettigi ve bu etkinin GABAerjik sistem iizerinden gerceklestigi
ifade edilmistir (292). Ayn1 modelde elektrofizyolojik kayit alinarak gergeklestirilen
diger bir baska caligmada 200 mg/kg EGb 761’in siganlarda epileptiform aktiviteye
iliskin spike frekansimnin artmasina ve epileptiform aktivitenin baslangi¢ latensinin
azalmasina neden oldugu gosterilmistir (293). Deneysel ¢alismalarin bir kisminda da
Ginkgo biloba 6ziit ve tirlinlerinin antikonvulsan bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir.
Ornegin siganlarda lityum-pilokarpin modeli ile olusturulan temporal lob epilepsisinde
50 ve 100 mg/kg Ginkgo biloba 6ziitiiniin spontan olarak tekrarlayan ndbetlerin
siddetini azaltarak antikonvulsan bir etki sergiledigi saptanmustir (24). Benzer sonuglar
farelerde PTZ ile olusturulan deneysel epilepsi modelinde de gozlenmis olup, EGb 761
uygulamasinin PTZ nin olusturdugu oksidatif stresi anlamli diizeyde azaltarak nébete
iligkin parametrelerde iyilesme sagladig ileri siiriilmiistiir (22).

Epilepsi ozellikle kortikal noronlarda meydana gelen senkron ve asiri
elektriksel desarjlardan kaynaklanmaktadir. Dolasiyla in vitro kosullardaki kortikal
noronlarin uyarilabilirligi iizerinden epilepsiye iliskin bir ¢ikarim yapmak
miimkiindiir. Epileptik desarj siiresince, noronal iletide gérev yapan ndrotransmitterler
noronal sitoplazmaya gecen asir1 miktardaki kalsiyuma bagimli olarak salinmaktadir
(294). Epileptik nobetler esnasinda hiicre igi kalsiyum seviyesinin arttigi, hiicre disi
kalsiyum seviyesinin ise azaldigi gosterilmistir (295). Sunulan doktora tez

calismasinda, kortikal noron kiiltiirlindeki hiicresel uyarilabilirlik hiicre igi kalsiyum
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seviyesindeki degisim araciligiyla degerlendirilmistir. Calismada genetik absans
epilepsili WAG/RIj sicanlar ile bu siganlarin iiretiminde kullanilan ve epileptik
olmayan Wistar 1irki siganlar kullanilmustir. Iki sigan wrkindan elde edilen Kortikal
noronlarin KCI uyarimina bagli nisbi floresan degisimleri karsilastirildiginda anlaml
bir fark olmadig1 saptandi (p>0,05). Elde edilen bu veriler, dorsal kok
gangliyonlarinda yapilan kalsiyum goriintiileme caligmasinda WAG/Rij ve Wistar
wrklar1 arasinda bir fark bulunmadigina yonelik tespit ile uyumlu gériinmektedir (296).

WAGT/R]j siganlardan elde edilen kortikal néron kiiltliriine uygulanan 100 ve
200 pg/ml EGb 761’in KCI grubuna gore hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde anlamli bir
artisa neden oldugu tespit edildi (p<0,001). Ayrica spontan olarak gergeklesen
kalsiyum osilasyonlarmna iliskin parlama frekansinda da bir artis oldugu nitel olarak
gozlemlendi. Ilgili veriler 1s13iInda WAG/Rij siganlardan elde edilen kortikal
hiicrelerde EGb 761’in ndronal uyarilabilirligi arttirdigi ve bu etkinin 200 pg/ml EGb
761 dozunda daha kuvvetli oldugu tespit edildi. Wistar siganlardan elde edilen kortikal
noronlarinda ise uygulanan EGb 761 dozlarinin hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisime neden olmadig1 goriildii. EGb 761 dozlarinin
WAG/RIj ve Wistar si¢anlarindan elde edilen kortikal noron kiiltiirleri {izerindeki
etkileri karsilastirildiginda, 50 pg/ml grubu haricindeki tim dozlarda WAG/RIj
kortikal ndéronlarin hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinin daha yiiksek oldugu tespit edildi.
(p<0,001). Bu durum, EGb 761 uygulamasina bagl olarak gelisen uyarilabilirlikteki
bu artisin  WAG/Rij si¢anlardan elde edilen Kkortikal noronlarin epileptik
yatkinligindan kaynaklanabilecegi seklinde yorumlanmistir. Elde edilen bu veriler
EGDb 761 ile ilgili yapilan toksisitite calismalar1 disinda, néronlarda EGb 761’in hiicre
i¢i kalsiyum seviyesine etkisini gosteren ilk bulgu olma niteligindedir. Diger taraftan
in vivo bir elektrofizyolojik ¢alismada, 28 giin siireyle uygulanan 400 mg/kg EGb
761°in WAG/Rij si¢anlarda absans nobetlere iligkin diken-dalga desarjlarinin frekans
ve siiresini arttirdigi gosterilmistir (297). EGb 761°in WAG/Rij siganlarda olusturdugu
etkilere iligskin olarak in vivo ve in vitro bu iki ¢alismadan elde edilen veriler birbirleri
ile uyumlu goériinmektedir.

EGb 761’in hiicre i¢i kalsiyum seviyesi tizerindeki etkisi farkli hiicre tiplerinde
calistlmistir (298, 299). Wistar si¢anlarin aort endotel hiicrelerinde Ginkgo biloba

ekstrakt1 ve kuarsetinin hiicre i¢i kalsiyum seviyesini arttirdigi gosterilmistir (300).
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Ginkgo biloba igerikli diyetle beslenen hipertansif siganlarin aort endotel hiicrelerinde
de asetilkolinin olusturdugu kalsiyum artisinin potansiyelize oldugu, kontrol olarak
kullanilan Wistar Kyoto 1rk1 siganlarda ise benzer bir etkinin goriilmedigi bildirilmistir
(298). INS-1 siganlarin beta hiicrelerinde EGb 761’in hiicre i¢i kalsiyum seviyesini
yiikselterek insiilin sekresyonunu doza bagimli arttirdigi bulunmustur (299). Diger
taraftan EGb 761’in hiicre i¢i kalsiyum seviyesini azalttigin1 bildiren ¢alismalar da
bulunmaktadir (301, 302). Sican kardiyomiyosit kiiltiiriinde yaslilikla baglantili
diyastolik kalp yetmezligi modelinde EGb 761, D-galaktoz ile artan kalsiyum
seviyesini diisiirerek yaslanma karsit1 bir etki gostermistir (301). Insan vaskiiler
endotel hiicrelerinde Ginkgo biloba &ziitiiniin (Ginaton) hipoksi ve anjiyotensin Il ile
indiiklenen hiicre i¢i kalsiyum seviyesindeki asir1 artis1 ve mitokondriyal membran
potansiyelindeki diisilisii engelleyerek hiicre hasarina kars1 koruyucu etki sergiledigi
bildirilmistir (302). Yukarida 6zetlenen kalsiyum goriintiileme ¢alismalarinda Ginkgo
biloba’nin hiicre i¢i kalsiyum seviyesine etkisi hiicre tipine ve deneysel modele gore
farklilik gosterdigi anlagilmaktadir. Ginkgo biloba 6ziitii genel olarak hiicre hasarina
yol acacak derecede artan kalsiyum seviyesinde diislis saglarken, asir1 uyarilmanin
olmadig1 hiicrelerde kalsiyum seviyesinin ylikselmesine neden olmaktadir. Bu
sonuglarin noronlarda yapilan kalsiyum goriintiileme ¢alismalart i¢in de biiyiik 6lgiide
gecerli oldugu goriilmektedir. Sican serebellar graniil hiicrelerinde kainat ile
indiiklenen hiicre i¢i kalsiyum seviyesindeki artigin Ginkgo biloba yaprak 6ziitiintin 3-
30 pg/ml arasi dozlar1 ile 6nlendigi bulunmustur. Ginkgo biloba’nin bu néroprotektif
etkisini hiicre i¢i kalsiyumdaki asir1 artisi engelleyerek sergiledigi bildirilmistir.
Ayrica ayni ¢aligmada 50 mM KCIl ile uyarilan graniiler néronlarin Ginkgo biloba
yaprak Oziitiine anlamli bir yanit vermedigi saptanmistir (303). Sunulan doktora tez
calismasinda Wistar siganlardan elde edilen kortikal noron kiiltiiriinde EGb 761°in
hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde belirgin bir degisiklige yol agmamasi Kanada ve
arkadaslariin (2005) bulgulari ile uyumlu gériinmektedir (303).

Sonug olarak sunulan tez ¢alismasinda EGb 761, WAG/Rij kortikal néronlarin
hiicre igi kalsiyum seviyesini yiikselterek noronal uyarilabilirlikte artisa neden
olmustur. Ginkgo biloba yaprak 6ziitlerinin prokonvulsan etkisini gosteren ¢aligmalar
ile sunulan tez ¢alismasinda WA G/Rij kortikal néron kiiltiiriinde EGb 761°in yol a¢tig1

etkiler benzer yonde ve uyumlu iken Wistar sicanlardan elde edilen kortikal néronlarin
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uyarilabilirliginde bir artisin olmamasi, EGb 761’in 06zellikle epileptik yatkinligi
bulunan siganlarin kortikal néronlarinda prokonvulsan etkiye neden olabilecegine
yonelik gii¢lii kanitlar sunmaktadir.

5.2. EGb 761 Etken Bilesenlerinin Wistar ve WAG/RIj Sicanlarin Kortikal
Néronlarinda Hiicre I¢i Kalsiyum Seviyesine Etkisi

EGb 761’de farmakolojik etkinlige sahip flavonoid glikozitleri ve terpen
trilaktonlar bulunmaktadir. EGb 761’in noronal uyarilabilirlikte olusturdugu artisin
hangi etken bilesen veya bilesenlerden kaynaklandigini belirlemek amaciyla sunulan
doktora tez calismasinda terpen trilaktonlarindan ginkgolid A, B, C ve bilobalidin
farkli dozlar1 kortikal néron kiiltiirline uygulanmustir. Terpen trilaktonlarinin epilepsi
tizerindeki etkisini inceleyen smirli sayida ¢alisma bulunmaktadir (304-306).
Izoniazid, PTZ, 4-O metilpiridoksin ve elektrosok ile olusturulan epilepsi
modellerinde EGb 761°in etken bilesenlerinden bilobalidin 30 mg/kg dozda dort giin
siireyle uygulanmasinin ndbet siddetini azaltti§i ancak bikukulin ve sitriktin ile
olusturulan epilepsi modellerinde ndbetler {izerinde bir etkisinin olmadig:
bildirilmistir (289). Bilobalidin 30 mg/kg dozda kronik olarak uygulanmasi
durumunda ise hipokampusda GABA miktari, glutamik asit dekarboksilaz aktivitesi
ve glutamik asit karboksilaz protein miktarinda kontrol grubuna goére artisa neden
oldugu tespit edilmistir. Ayrica ayn1 ¢alismada GABAerjik sistemin bilobalidin
antikonvulsan etkisine aracilik ettigi de ileri siiriilmistir (304). 21-25 giinlikk
odyojenik epilepsili farelerde, ses uyaranindan bir saat énce uygulanan 20 mg/kg
bilobalidin nobetler iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi ancak ndbete baglh
gelisen mortaliteyi azalttig1 bildirilmistir (305). Ginkgo biloba etken bilesenlerinden
ginkgolid B’nin epilepsi iizerindeki etkisini dogrudan inceleyen bir ¢alisma
bulunmamasina karsin bu bilesenin PAF antagonisti olmas1 nedeniyle antikonvulsan
etki yapacag1 ongoriilebilir (306). Bu 6n goriiniin gerek¢esi PAF’1n beyinde eksitator
postsinaptik iletiyi arttirmasina dayandirilmaktadir (307). Ayrica ndron kiiltiirtinde
presinaptik glutamat sentez ve salinimi1 PAF tarafindan arttirilmaktadir (308). Son
zamanlarda kemogenomik veritabanlar1 kullanilarak yapilan bir molekiiler kenetlenme
ve molekiil etkilesim c¢alismasinda terpen trilaktonlarinin epilepsi tedavisinde
destekleyici ozelliklerinin oldugu 6ne siiriilmiistiir. Ozellikle status epileptikusta

olusan noronal hasara bagli biligsel fonksiyon bozukluklarini terpen trilaktonlarinin
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engelledigini gosteren ¢aligmada, lityum-pilokarpin ile olusturulan epilepsi modelinde
sicanlara terpen trilaktonlarm (40-160 mg/kg) uygulanmasi durumunda doza bagl
olarak BDNF ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir. Ayn1 zamanda EEG bulgularina
gore terpen trilaktonlarinin epileptiform desarjlar1 ve spike dalgalarini azalttigi ortaya
konulmustur. Ilgili calismada kemogenomik analizler neticesinde ginkgolid A, B, C
ve bilobalidin monoamin oksidaz A, monoamin oksidaz B, 5-HT1a, 5-HT1s, 5-HT2s,
sitokrom P4502D6, sukraz-izomaltaz ve Ras iliskili C3 botulinum toksin substrat 1
(RAC1) molekiilleri ile etkilesime girme potansiyelinin yiiksek oldugu ifade edilmistir
(309). ilgili calisma bulgularia gére Ginkgo biloba etken maddelerinin norofizyolojik
etkileri arastirilirken, hedef molekiillerin ve etkilesime girme potansiyellerinin de
dikkate alinmasinin faydali olacagi sonucuna varilmastir.

Sunulan tez ¢alismasindan elde edilen bulgulara gére WAG/RIj sican kortikal
noron kiiltiiriine uygulanan ginkgolid A, B, C ve bilobalidin 1, 10 ve 100 uM
dozlarindan yalnizca ginkgolid B’nin 10 ve 100 uM dozlarinda hiicre i¢i kalsiyum
seviyesinin anlamli diizeyde arttig1 (p<0,001), 1 uM ginkgolid C dozunda ise azaldig1
(p<0,05) tespit edildi (Sekil 4.6). Bu veriler, WAG/Rij si¢anlardan elde edilen kortikal
noron kiiltiirinde EGb 761’in neden oldugu hiicre i¢i kalsiyum seviyesindeki artistan
ginkgolid B’nin sorumlu olduguna isaret etmektedir. Ginkgolid B dozlar1 arasinda ise
10 uM dozunun olusturdugu kalsiyum artisnin 100 uM’a gore daha fazla olmasi
nedeniyle etkilesim ¢aligmalarinda ginkgolid B’nin 10 uM dozu tercih edilmistir.
flging bir sekilde Wistar sicanlardan elde edilen kortikal noron kiiltiiriinde EGb 761
dozlart hiicre igi kalsiyum seviyesinde anlamli bir degisim olusturmazken, uygulanan
etken bilesenlerden bazilart hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde azalma saglamistir.
Bilobalidin 1, 10 ve 100 uM dozlarinda, ginkgolid B’nin 10 ve 100 uM dozlarinda ve
ginkgolid C’nin 1 ve 100 puM dozunda Wistar siganlarin kortikal néronlarinda hiicre
i¢i kalsiyum seviyesinde anlamli azalma oldugu da tespit edilmistir (10 uM ginkgolid
B, 10 uM bilobalid ve 100 uM ginkgolid C i¢in p<0,001; diger gruplarda p<0,05; sekil
4.7).

Literatirde WAG/RIj sicanlar ve absans epilepsi iizerine EGb 761 etken
bilesenlerinin etkilerini gésteren herhangi bir ¢alismanin bulunmamasi ve ilgili etken
bilesenlerin ortaya koyduklari potansiyellerin kendi aralarinda karsilagtiriliyor olmasi

nedeniyle sunulan doktora tez ¢alismasinin bu alanda genis kapsamli veriye sahip
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oldugu disiiniilmektedir. EGb 761’in etken bilesenlerinin hiicre i¢i kalsiyum seviyesi
tizerindeki etkilerini inceleyen g¢alisma bulgulari, sadece EGb 761’in etkilerini konu
alan literatiirdeki bazi g¢alisma bulgulariyla benzerlik gostermektedir (310-312).
Bununla birlikte ginkgolid B’nin hiicre i¢i kalsiyum seviyesi tizerindeki etkileri hiicre
tipine ve deney protokoliine bagli olarak farklilik gostermektedir (310-312). Lenoir ve
arkadaslar1 (2005), insan polimorfoniiklear 16kositlerinde ginkgolid B’nin 0,6, 1,2 ve
2,4 uM dozlarinda hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde artisa neden oldugunu ifade
etmislerdir (310). Diger bir ¢alismada hipokampal noron terminallerinde 50 uM
ginkgolid B’nin hiicre i¢i kalsiyum seviyesini arttirarak glutamat saliniminda artiga yol
actig1 bulunmustur. Ayrica 4-aminopiridin ve 15 mM KCl ile indiiklenen glutamat
saliniminin ginkdolid B dozuna bagli olarak (10, 50 ve 100 uM) potansiyelize oldugu,
ginkgolid B’nin neden oldugu glutamat salinimindaki artisin PKA inhibitorleri
tarafindan bloklandig: fakat PKC inhibitorlerinin herhangi bir etki gostermedigi tespit
edilmistir. Ilgili galismada sunulan bulgular ginkgolid B’nin hipokampal néron
terminallerinde olusturdugu hiicre i¢i kalsiyum seviyesindeki artisin PKA yolagi
tizerinden gergeklestigini  gostermektedir. Ayrica ginkgolid B’nin membran
potansiyelindeki degisimden bagimsiz olarak dogrudan intrasinaptozomal kalsiyum
miktarini arttirarak transmitter vezikiillerinin ekzositozunu arttirdigi tespit edilmistir
(311). Iigili galigmada yer alan ginkgolid B’nin KCI uyarimu altinda hiicre i¢i kalsiyum
seviyesini arttirdigina yonelik bulgular ile sunulan doktora tezinde yer alan WAG/RIij
noron kiiltiiriinden elde edilen bulgular uyumlu gériinmektedir. Parkinson hastaliginin
in vitro modellemesinde kullanilan PC12 hiicre hatt1 lizerinde yapilan bir ¢aligmada,
6-OHDA ile indiiklenen apoptozis hiicre i¢i kalsiyum seviyesini 2,3 kat arttirirken, 100
uM ginkgolid B hiicre i¢i kalsiyum artisin1 engelleyerek apoptotik gostergelerin
azalmasina ve dolayisiyla noroprotektif bir etkinin olusmasina neden olmustur (312).

Sunulan doktora tez ¢alismasinda WAG/RIj siganlardan elde edilen Kkortikal
noron kiiltiirtinde ginkgolid B’nin hiicre i¢i kalsiyum seviyesini arttirdigi tespit
edilmistir. EGb 761’in etken bilesenlerinin in vivo kosullarda WAG/Rij si¢anlarin
diken-dalga desarjlar1 iizerindeki etkilerini inceleyen diger bir doktora tez
calismasinda ginkgolid A, C ve bilobalidin 6 mg/kg (i.p.) dozda 7 giin boyunca
uygulanmasinin absans nobetleri arttirarak epileptojenik bir etki sergiledigi

bildirilmistir. Ancak ayni ¢aligmada ginkgolid B’nin (6 mg/kg) benzer bir etkiye sahip
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olmadig ifade edilmistir (297). Sunulan doktora tez ¢alismasi ile belirtilen ¢alismada
yer alan ginkgolid B’ye iliskin bulgular arasindaki bu farkin, planlanacak yeni deney
dizaynlar ile farkli deney kosullarinda konunun yeniden incelenmesi ve elde edilecek
yeni bulgular 1s18inda yorumlanmasi gerektigi diistiniilmektedir.

5.3. WAG/RIij Sicanlardan Elde Edilen Kortikal Noron Kiiltiiriinde
Ginkgolid B’nin Neden Oldugu Hiicre i¢ci Kalsiyum Seviyesindeki Artisa Aracihk
Eden Kalsiyum Kaynaginin Belirlenmesi

Hiicre ici kalsiyum artis1 pek ¢ok fizyolojik siirecin baslatilmasinda temel bir
rol oynamaktadir. Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu etkileyebilecek iki ana
kaynak bulunmaktadir. Bunlardan ilki hiicre membraninda bulunan kanallar
araciligiyla hiicreye alinan hiicre dis1 kalsiyum, digeri ise hiicre igindeki endoplazmik
retikulum ve mitokondri gibi hiicre ic¢i organellerdeki kalsiyumdur. Hiicre
membranindan hiicre igerisine kalsiyum girisi ligant-kapili ve voltaj-kapili kalsiyum
kanallar1 araciligiyla gerceklesir. Sunulan doktora tez calismasinda, WAG/RIj
sicanlardan elde edilen kortikal ndron kiiltiiriinde ginkgolid B’ nin olusturdugu hiicre
ici kalsiyum seviyesindeki artista hiicre dis1 kalsiyum kaynaginin etkisini incelemek
icin L- ve T-tipi VKKK’ nin rolii, hiicre i¢i kalsiyum kaynagimin etkisini incelemek
icin ise endoplazmik retikulumda yer alan riyanodin reseptorlerinin rolii arastirilmistir.
Bu amagla L-tipi VKKK blokeri nikardipin (10 uM), T-tipi VKKK blokeri mibefradil
(10 uM) ve riyanodin reseptdr antagonisti dantrolen (10 pM) kullanilmustir. ilgili kanal
blokerleri, KCI grubu ile karsilastirildiginda hiicre i¢i kalsiyum degisimi bakimindan
anlamli bir fark saptanmamustir. Bununla birlikte nikardipin, mibefradil ve dantrolen
uygulanan gruplarla ginkgolid B grubu karsilastirildiginda ginkgolid B grubunda
hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir
(p<0,001). ilgili bloker ve antagonistler ginkgolid B ile birlikte kullanildiklarinda
sadece mibefradil+ginkgolid B grubunda KCI grubuna gore anlamli bir artisin oldugu
goriilmistiir (p<0,05). Diger taraftan nikardipin grubuna gore nikardipin+ginkgolid B
grubunda hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin istatistiksel agidan anlamli olarak arttigi
bulunmustur  (p<0,05). Benzer sekilde mibefradil grubuna gore de
mibefradil+ginkgolid B grubunda bir artis oldugu goriilmiistiir (p<0,001). Etkilesim
gruplart ginkgolid B grubu ile karsilastirildiginda her ii¢ etkilesim grubunda da
(nikardipin+ginkgolid B, mibefradil+ginkgolid B ve dantrolen+ginkgolid B) hiicre igi
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kalsiyum diizeyinin daha az oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Elde edilen bulgulara
gore ginkgolid B’ye bagl olarak gelisen hiicre i¢i kalsiyum artiginin her {ig tip kanal
yani L-tipi, T-tipi VKKK ve riyonodin kanallar1 araciligiyla gerceklestigi tespit
edilmistir.

Epilepsi tedavisinde kullanilan antiepileptik ilaglardan bir kism1 (fenitoin,
karbamazepin  gibi) etkisini noronlara  kalsiyum  girisini  engelleyerek
gostermektedirler. Spesifik L-tipi VKKK blokeri olan verapamil antiepileptik ilag
olarak kullanilmaktadir (313, 314). Kalsiyum kanal blokerlerinin ilgili kanallarin
aktivasyonlarini ve hiicre igerisine kalsiyum girigini engelleyerek antikonvulsan etki
sergiledigi  bildirilmistir (314, 315). Kalsiyum kanal blokerleri genellikle
antikonvulsan etkinlige sahip maddeler olarak kabul edilmelerine ragmen voltaj-kapili
T-tipi kalsiyum kanal blokerlerinin konvulsif olmayan epilepsilerde farkli yonde etki
sagladig1 da bilinmektedir (316). VVoltaj kapili L-tipi kalsiyum kanal blokeri nimodipin
konvulsif tipteki epilepsilerde antiepileptik 6zellige sahipken, 12 aylik WAG/Rjj
sicanlarda 17,2 mg/kg (i.p.) dozda uygulanan nimodipinin diken-dalga desarj
frekansinda ve siiresinde artisa neden oldugu bildirilmistir (313). Birgok epilepsi
modelinde prokonvulsan olarak kabul edilen L-tipi kanal agonisti (+)-Bay K8644,
WAG/Rij siganlarda 60 ug/2 ml (i.c.v.) dozda diken-dalga desarjlarini azaltirken, L-
tipi kanal blokeri nifedipin 60 pg/2 ml (i.c.v.) dozda diken-dalga desarjlarinda artisa
neden olmustur (317). Absans epilepsinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan
etosiiksimid bir T-tipi kanal blokeri olmasina ragmen diken-dalga desarjlarini
azaltmaktadir (318). Ancak Leresche ve arkadaslar1 (1998) kedi talamik néronlarinda
yaptiklar1 iyon akimi ¢aligmalarinda, 0,75-1 mM etosiiksimidin diisiik veya yiiksek
voltaja bagl kalsiyum akimmi etkilemek yerine sodyum akimi ve kalsiyumla
indiiklenen potasyum akimimi etkileyerek anti-absans bir etki sergiledigi ileri
stiriilmiistiir (319). Absans nobetlerin elektrofizyolojik karakteristigi olan diken-dalga
desarjlar1, talamokortikal devrede olusan osilasyonlar sonucunda meydana
gelmektedir. Diken-dalga desarjlarinin olusumunda 6zellikle talamusta diisiik voltajda
aktive olan T-tipi VKKK nin tekrarlayan kalsiyum akimlari biiyiik 6neme sahiptir
(320). Diken-dalga desarjlarinin olusumunda L-tipi kanallar da T-tipi kanallar da rol
oynamaktadir (316, 321). WAG/Rij siganlarda 1 uM/5 ml mibefradil (T-tipi VKKK
blokeri) ve 0,2 ug/ 5 ml omega-konotoksin MVIIA’nin (N-tipi VKKK blokeri) diken-
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dalga desarjlarmin frekans ve siiresinde anlamli bir azalmaya neden oldugu
bildirilmistir. Mibefradilin anti-absans etkisinin omega-konotoksin MVIIA uygulanan
gruba gore daha kuvvetli oldugu, ayrica her iki kanalin es zamanli bloklanmasinin bu
etkiyi arttirdig1 gosterilmistir. Ilgili calismada sonug olarak diken-dalga desarjlarinin
olusumunda T- ve N- tipi kanallarin etkili oldugu ifade edilmistir (322). Sunulan
doktora tez caligmasinda yer alan bulgulara gore L-tipi ve T-tipi kalsiyum kanal
blokerlerinin . WAG/Rij kortikal noéronlarinda ginkgolid B’ye bagl gelisen
uyarilabilirlikteki artis1 engelledigi bulunmustur. Ancak absans nobetlerdeki diken-
dalga desarjlarinin olusumunda kortikal noronlar ile birlikte talamusta yer olan
noronlarin siirecin ayrilmaz bir pargasi olmasi nedeniyle ginkgolid B ve ilgili kanal
blokerlerinin etkilesiminin in vivo kosullarda kaydedilen diken-dalga desarjlarinin
olusumu iizerindeki etkilerini mevcut veriler 151¢1inda yorumlamak uygun bir yaklagim
olmayacaktir.

Ginkgo biloba’nin kalsiyum kanallar1 tizerindeki etkisini, Sinir sistemi
disindaki bazi hiicre tipleri {izerinde yapilan sinirh sayidaki calisma bulgular ile
karsilastirmak miimkiindiir. Bu ¢alismalardan bir tanesinde Ginkgo biloba yaprak
Oziitliniin 2 hafta siireyle oral olarak uygulanmasinin Wistar si¢anlarda hipotansif ajan
olarak kullanilan nikardipinin terapdtik potansiyelini azalttigi 6ne siiriilmistiir (323).
Kardiyomiyositlerdeki iyon akimini patch-clamp teknigiyle degerlendiren Dbir
caligmada % 0,01 ve % 0,1°lik konsantrasyonlarda Ginkgo biloba yaprak 6ziitiiniin L-
tipi kalsiyum akimini azalttigi ancak 0,1 mM dozda uygulanan ginkgolid A, B ve
bilobalidin katyon akimlari iizerinde etkisiz oldugu bildirilmistir (324). Diger bir
calismada kardiyomiyositlerde ginkgolid B’nin 0,1, 1 ve 10 umol/L dozlarinda L-tipi
kalsiyum akiminda anlamli bir degisiklik olusturmadigi saptanmustir (325).
Nikardipinin etkisinin Ginkgo biloba tarafindan azaltildigini bildiren ¢alismalar, L tipi
kanallarin Ginkgo biloba’nin fizyolojik etkilerinin ortaya ¢ikmasinda ortak bir yol
olduguna isaret etmektedir. Sunulan doktora tez ¢alismasindan elde edilen bulgular da
ginkgolid B’nin etkinliginde nikardipin ile bloklanan L-tipi VKKK’larin bir roliiniin
oldugunu ve ilgili kanalin nikardipin ile bloklanmas1 durumunda ginkgolid B’ye bagh
hiicre ici kalsiyum artisinin kisitlandig tespit edilmistir. Bununla birlikte bu asamaya

kadar elde edilen ¢aligma bulgulari bir biitiin olarak degerlendirildiginde ginkgolid
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B’ye bagl hiicre i¢i kalsiyum artisginda L-tipi VKKK disinda T-tipi VKKK ve
riyanodin reseptoriiniin de etkileri var goriinmektedir.

54. EGb 761 ve Ginkgolid B’nin Hiicre I¢i Kalsiyum Artisinda
Iyonotropik Glutamat Reseptorleri ile Iliskisi

Epilepsi genel olarak beyin korteksindeki inhibitér ve eksitator sistemler
arasindaki dengenin eksitasyon lehine bozulmasiyla gelisen ndrolojik bir bozukluktur
(326). Beyindeki temel eksitator transmitter olan glutamat metabotropik ve
iyonotropik reseptorler iizerinden fizyolojik etkilerini gergeklestirmektedir. Sunulan
doktora tez c¢alismasi kapsaminda WAG/Rij kortikal noéron kiiltiiriinde EGb 761 ve
etken bilesenlerinden ginkgolid B’nin glutamatin iyonotropik NMDA, AMPA ve
kainat reseptorleri ile iligkisi de incelenmistir. Deneylerin bu asamaya kadar olan
dizaynindan farkli olarak noronal stimiilasyon i¢in KCl yerine 100 uM glutamat
kullanilmistir. Glutamat ile uyarilan kortikal néronlara uygulanan 200 pg/ml EGb 761
ve 10 uM ginkgolid B hiicre i¢i kalsiyum seviyesini glutamat grubuna gore anlaml
derecede azalttig1 tespit edilmistir (p<0,001). WAG/RIj si¢anlardan elde edilen
kortikal noron kiiltiirinde uyaran olarak KCI kullanilan deneylerde EGb 761 ve
ginkgolid B’nin hiicre i¢i kalsiyum seviyesini arttirmasina karsin glutamat uyarimu ile
birlikte bir azalma goriilmesi ilging ve literatiir 15181inda izaha muhtag bir bulgudur.
Literatiirde EGb 761 ve ginkgolid B’nin farkli uyarimlar ile apoptosize neden olacak
diizeyde kalsiyum artisinin oldugu durumlarda koruyucu bir etki sergileyerek
kalsiyum seviyesini diisiirdiigiinii bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (301, 312). Wang
ve arkadaslar1 (2005) hipokampus noron terminalinde 15 mM KCI uyarimi altinda
ginkgolid B’nin hiicre i¢i kalsiyum seviyesini arttirdigini, Huang ve arkadaslar1 (2016)
ise 100 uM glutamat ile uyarilan SH-SY5Y hiicrelerinde EGb 761°in 20 ug/ml dozda
hiicre i¢i kalsiyum seviyesini azalttigini bildirmislerdir (311, 327).

Sunulan doktora tez ¢alismasinda iyonotropik glutamat reseptorlerinin etkisini
incelemeye yonelik olarak kullanilan maddelerden AP-5 NMDA reseptorlerini
bloklamak amactyla 50 pM dozda uygulanmistir. WAG/RJj sicanlardan elde edilen
kortikal néron kiiltiiriinde glutamat uyarimi altinda NMDA reseptdrlerinin 50 pM AP-
5 ile bloklanmasi1 glutamat grubu ile karsilastirildiginda hiicre igi kalsiyum seviyesinde
anlamli bir azalmaya neden olmustur (p<0,001). NMDA reseptorleri, membran

potansiyelinin artmasiyla mevcut magnezyum blokajindan kurtularak sodyum ve
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kalsiyum iyonlarina gegirgen hale gelirler (328). NMDA reseptoriiniin AP-5 ile
bloklanmasiyla birlikte glutamat uyarimi altinda néronlara bu kanallardan kalsiyum
girisinin engellenmesi ve hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde kontrole gore bir azalmanin
olmasi beklenen bir durumdur. Bu kapsamda 50 uM AP-5 + 200 pg/ml EGb 761
uygulanan gruptan elde edilen veriler AP-5 grubuna iliskin veriler ile kiyaslandiginda
hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin arttig1 tespit edilmistir (p<0,05). Bu artis EGb 761’in
NMDA reseptorleri disinda da varolan farkli bir mekanizma ile néronda kalsiyum
artisina neden olabilecegini gostermektedir. SH-SY5Y hiicrelerinde yapilan bir
kalsiyum goriintileme ¢alismasinda hiicreler 100 pM glutamat ile uyarilarak
sonrasinda 20 pg/ml EGb 761 ve NMDA reseptor antagonisti MK-801’in 10 uM
dozuna bir saat siireyle maruz birakildiklarinda, EGb 761 ve MK-801 gruplarinda
hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin glutamat grubuna gore anlamli derecede azaldigr tespit
edilmistir (327). Bir diger ¢alismada ise WAG/RI]j sican beyin dilimlerinde talamus ve
korteks bolgelerine NMDA reseptor antagonistlerinin uygulanmasi yerel alan
potansiyellerini azaltmistir (329). Ilgili ¢alismada yer alan WAG/Rij sigan beyin
dilimlerinde NMDA blokajinin uyarilabilirlikte bir azalmaya neden olduguna iliskin
bulgular, sunulan doktora tez ¢alismasinda yer alan AP-5’¢ bagl hiicre i¢i kalsiyum
seviyesindeki azalma bulgulari ile uyumlu goriinmektedir. Diger taraftan AP-5 + EGb
761 uygulamasinin glutamat grubuna gore de hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde anlamli
bir azalmaya yol agtig1 tespit edilmistir (p<0,001). AP-5 + ginkgolid B grubu ile
glutamat grubu karsilagtirildiginda ise ginkgolid B’nin KCI uyarim modelinde oldugu
gibi kalsiyum seviyesini arttirarak gii¢lii bir uyarilmaya neden oldugu goriilmiistiir
(p<0,001). EGb 761’in yol agtig1 bu farkli etki, EGb 761’in bilesimindeki diger etken
maddelerden kaynaklaniyor olabilir.

Sunulan doktora tez ¢alismasinda, AMPA ve kainat reseptorleri ile Ginkgo
biloba etkilesimini incelemek icin AMPA/Kainat reseptor antagonisti CNQX
kullanilmistir. 20 uM CNQX uygulanan grupta hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde
glutamat grubuna gore anlamli bir degisikligin olmadig1 gorilmiistir. AMPA/Kainat
reseptorlerinin  blokaji sonras1 kiiltir ortamma EGb 761 veya ginkgolid B
uygulandiginda ise hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde anlamli bir azalma oldugu tespit

edilmistir (p<0,001).
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Literatiir incelendiginde EGb 761 ve ginkgolid B’nin glutamaterjik
reseptorlerle etkilesimini intakt hayvanlarda elektrofizyolojik yontem ile inceleyen bir
doktora tez galismasi disinda herhangi bir yayin bulunmamaktadir. Sunulan doktora
tez ¢alismasi, in vitro deney dizayni ve floresan kasiyum goriintiilleme yo6ntemi
kullanilarak EGb 761 ve etken bilesenlerinin epilepsi iizerindeki etkisini inceleyen ilk
deneysel calisma olma niteligini tasimaktadir. Bu tez calismasindan elde edilen
bulgulara gére, WAG/Rij siganlardan elde edilen kortikal noron kiiltiirinde EGb
761’in noronal uyarilabilirlikte bir artisa neden oldugu ve bu artistan ginkgolid B’nin
sorumlu oldugu saptanmistir. Ginkgolid B’nin voltaj-kapili L- ve T-tipi kalsiyum

kanallar1 ve riyanodin reseptorlerini kullanarak bu artigi sagladig tespit edilmistir.
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6. SONUCLAR

Sunulan doktora tez ¢alismasindan elde edilen bulgulara gore asagidaki sonug
ve Onerilere ulasilmistir:

- WAG/Rij sican kortikal noron kiiltiirine 100 ve 200 pupg/ml
konsantrasyonlarda uygulanan EGb 761 hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde bir artisa
neden olmaktadir.

- WAG/Rij sigan kortikal néron kiiltiirinde EGb 761°e bagli gelisen hiicre igi
kalsiyum artisindan EGb 761’in etken bilesenlerinden ginkgolid B’nin sorumlu oldugu
tespit edilmistir.

- Ginkgolid B’nin WAG/Rij sigan Kortikal noron kiiltiirtinde hiicre i¢i kalsiyum
seviyesini L- ve T-tipi voltaj-kapili kalsiyum kanallar1 ve riyanodin reseptorleri
araciligiyla yiikselttigi saptanmaistir.

- Ginkgo biloba’nin hiicre i¢i kalsiyum degisimi tizerindeki etkisinin daha fazla
aydinlatilabilmesi i¢in, planlanacak benzer tarzdaki in vitro kalsiyum goriintiilleme
caligmalarinda konunun P/Q, N, R tipi voltaj-kapili kalsiyum kanallar1 ve
metabotropik  glutamat  reseptorler agisindan da incelenmesi  gerektigi
diistiniilmektedir.

Sonug olarak sunulan doktora tez galismasinda, WAG/Rij sicanlardan elde
edilen kortikal néron kiiltiirtiinde EGb 761°in néronal uyarilabilirlikte bir artisa neden
oldugu ve bu artistan ginkgolid B’nin sorumlu oldugu tespit edilmistir. Ginkgolid
B’nin ise voltaj-kapili L- ve T-tipi kalsiyum kanallar1 ve riyanodin reseptorleri

araciliiyla bu artis1 sagladigr goriilmiistiir.
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