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OZET

Sinaptik vezikiil glikoproteini 2A (SV2A), presinaptik vezikiilde lokalize olan,
levetirasetam1 baglayan ve muhtemelen hipokampusta inhibitdrik ndrotransmisyonu
diizenleyen bir transmembran proteindir. SV2A bir epileptik ilag hedefidir ve
muhtemelen sinaptik yogunlugun bir in vitro biyobelirtegidir. Levetirasetamin
SV2A'da baglandig1 bolgeye yiiksek afinite ile baglanan yeni bir radyo-izleyici,
[''CJUCB-J, in vivo gorintileme igin kullanilmigtir. Bu nedenle, epileptogenez
sirasinda presinaptik plastisiteyi incelemek i¢in ilgi ¢ekici bir firsat oldugu
diistiniilmektedir. [*’HJUCB-J'nin si¢an ve insan korteksindeki baglanma 6zellikleri, bu
tezde reseptor otoradyografisi ile arastirilmistir. Tekrarlanan doygunluk deneyleri,
siganlar ve insanlar arasinda Kp degerlerinin benzer oldugunu ortaya koymustur ve bu
sonug in vivo deneysel verilerin klinikte insanlara gevrilebilecegini gostermektedir.
Sican ve insan korteksindeki yer degistirme deneylerimiz, brivarasetam ve
levetirasetamin [*HJUCB-J'nin baglanmasini inhibe etme konusunda gii¢lii bir
potansiyele sahip oldugunu gosterdi ve boylelikle [P H]JUCB-J'nin SV2A proteinine

0zgli oldugunu gdstermektedir.

Epileptogenez sirasinda presinaptik plastisitenin bir belirteci olarak [*H]JUCB-
J baglanmasinin potansiyelini degerlendirmek i¢in, sistemik ve lokal kainik asit
uygulamasi ile indiiklenen status epileptikuslu siganlarin beyin bélgelerinde [*H]JUCB-
Jnin SV2A'ya baglanmasindaki degisiklikleri zamana bagli olarak inceledik.
Baslangigtaki status epileptikustan sonra farkli zaman noktalarinda beyin dokularini
ornekledik. Her iki modelde de akut fazlarda bir¢ok beyin bolgesinde [PH]JUCB-J
baglanmasinda ani ve 6nemli bir azalma gozlendi. Baglanmadaki azalmalar 1-10 giin
icinde meydana geldi ve azalmanin pike yaptig1 zaman noktas1 modeller arasinda biraz
farklrydh. lging bir sekilde, sistemik modelde, cogu alanda tedaviden 30-90 giin sonra
baglanma seviyesinde tam restorasyon gozlendi ve bu muhtemelen noronal yeniden
yapilanmay1 yansitmaktadir. Ancak lokal enjeksiyondan sonra hipokampus, temporal
ve piriform korteksdeki baglanma bazal seviyelere geri donemedi. Zamana baglh
baglanma profili lokal modelde ipsilateral ve kontralateral bolgelerde ayrica bir
lateralizasyon gosterdi. Ayrica, SRS baglangic zamani ile SV2A seviyesi arasinda bir

korelasyon olmadig1 da gozlendi.
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SV2 ailesi, SV2A, SV2B ve SV2C olarak adlandirilan ii¢ izoformu igerir. Bu
proteinler ayrica, SV2A'nin bir epileptik ila¢ hedefi ve bir sinaptik yogunluk
biyobelirte¢ olarak Onerilmesinden sonra, son yillarda artan bir ilgi gdérmeye
baglamistir. Simdiye kadar kemirgenlerdeki ve insan beynindeki anatomik dagilimlari
hakkinda kisitli da olsa bir bilgiye sahibiz. Bununla birlikte, TLE hastalarinin
korteksindeki SV2 genlerinin spesifik ekspresyon paternleri ve ekspresyonlariin
epilepsideki klinik sonuglardan nasil etkilendigi halen tartisilmaktadir. Bunu
detaylandirmak i¢in es zamanl kantitatif PCR deneyleri yaptik ve klinik veriler ile
SV2 ifadelerinin seviyesi arasindaki olasi iligskiyi analiz ettik. Ancak; yas, ndbet
siklig1, epilepsi siiresi ve SV2 gen ekspresyonu arasinda iliski olmadigini gosterdik.
Levetiracetam ile tedavi edilen ve diger AED'lerle tedavi edilen hastalar arasinda da
SV2 ekspresyon paternlerinde hicbir fark goriilmedi ve cinsiyetinde ifade diizeylerini

etkilemedigi de ortaya konuldu.

Bu veriler nobetlerden sonra presinaptik SV2A miktarindaki degisiklikleri
gostermektedir ve SV2A'nin spontan nobetleri ortaya ¢ikarmada ve/veya
epileptogenez igin bir biyobelirte¢ olmada 6nemi oldugunu gostermektedir. [PHJUCB-
J gibi yeni radyo-izleyiciler kullanilarak SV2A baglanmasi, epileptogenez sirasinda
presinaptik plastisiteyi saptamak icin gilivenilir bir yontemdir ve daha genel olarak

sinaptik plastisiteyi gdstermek i¢in kullanilmasi muhtemeldir.



ABSTRACT

Synaptic vesicle glycoprotein 2A (SV2A) is a transmembrane protein localized
in the presynaptic vesicle, that binds levetiracetam and probably regulates inhibitory
neurotransmission in the hippocampus. SV2A is an epileptic drug target and likely a
biomarker of synaptic density A novel radiotracer, [!'C]JUCB-J, that binds to the
levetiracetam site with high affinity is used for in vivo imaging, thus representing an
attractive opportunity to study presynaptic plasticity during epileptogenesis The
binding characteristics of [’HJUCB-J in rat and human cortex was investigated by in
vitro receptor autoradiography. Repeated saturation experiments revealed Kp values
are similar between rats and humans showing in vivo experimental results can be
translated to humans in the clinic. Displacement experiments in rat and human cortex
showed that brivaracetam and levetiracetam have a strong potential to inhibit the

binding of [PH]JUCB-J revealing [*’HJUCB-J is specific to SV2A protein.

To evaluate the potential of [’ HJUCB-J binding as a marker of presynaptic
plasticity, we examined changes in [*’HJUCB-J binding to SV2A over time in the brain
regions of rats with status epilepticus induced by systemic and local kainic acid. Brain
tissues were sampled at different time points after the initial status epilepticus. In both
models, a decrease in [PZHJUCB-J binding was observed in several brain areas in the
acute phases. Reductions in binding occurred within 1-10 days, and the peak was
slightly different between models. Interestingly, in the systemic model, full restoration
in the binding level 30-90 days after the treatment in most areas probably reflects
neuronal reorganization. However, after the local injection, the binding in the
hippocampus, and temporal and piriform cortices did not return to basal levels. The
time-course profile also displayed lateralization in the local model. The results also
showed that there was no correlation between SRS onset time and the SV2A level of

the rat.

Further SV2 family includes three isoforms called SV2A, SV2B, and SV2C.
These proteins also have started to receive increasing attention in recent years, after
SV2A was proposed as an epileptic drug target and a synaptic density biomarker. So

far, we gained insight into their anatomical distributions in rodents and human brains.



However, specific expression patterns of SV2 genes in the cortex of TLE patients and
how their expressions are affected by clinical outcomes in epilepsy are still under
debate in the human brain. To elaborate on this, we performed quantitative PCR and
analyzed the possible relationship between clinical data and the level of SV2
expressions. However; we found that there is no relationship between age, seizure
frequency, duration of epilepsy, and SV2 gene expression. No difference was found in
SV2 expression patterns between Levetiracetam-treated and other AEDs-treated

patients. Sex does not influence expressions.

These data demonstrate changes in the amount of presynaptic SV2A after
seizures and suggest that SV2A has importance in eliciting spontaneous seizures
and/or being a biomarker for epileptogenesis. SV2A binding using novel radiotracers
such as [PHJUCB-J is a reliable method to detect presynaptic plasticity during
epileptogenesis and is likely to be used for demonstrating synaptic plasticity more

generally.
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GIRIS

Temporal lob epilepsisi (TLE), temporal lobun eksitasyon ve inhibisyon aglari
arasindaki dengesizlikten kaynaklanan tekrarlayan spontan ndbetlerin ortaya ¢ikmasi
ile karakterize yaygin bir ndrolojik bozukluktur (1). TLE sadece semptomatik tedavisi
olan kontrolii zor ve Onceden tahmin edilerek Onlenmesi miimkiin olmayan bir
hastaliktir (2). Birden fazla epilepsi tipi ve siniflandirmast olmakla birlikte, 6zellikle
TLE eriskinlerde en sik goriilen tip ve ¢ogunlukla ilaca direngli bir epilepsi tiiriidiir.
Giincel olarak ilaca direngli olan epilepsi hastalarindan en etkili tedavi yaklasim
epileptik odagin cerrahi rezeksiyonudur (3). Bununla birlikte, ne yazik ki temporal lob
rezeksiyonu uygulanan hastalarin ~%30'u hala daha ndbet gecirmeye devam
etmektedir (4). Etkili tedavi ve tan1 yaklagimlari olugturmak veya cerrahinin etkinligini

artirmak i¢in TLE'nin biyolojik sebeplerini ortaya ¢ikarmak biiyiik 6nem tasimaktadir.

Epileptogenez, normal isleyen bir beynin, provoke edilmemis, tekrarlayan
nobetleri tetikleyen bir beyne veya doku pargasina doniismesi siirecidir (5). Bu
doniislim siireci, membran proteinlerinin diizensizligi ve/veya disfonksiyonu, iyon
kanallarin veya reseptorlerin azligi, coklugu veya isleyisindeki hatalar, belirli bir
sinir aginda ndron 6liimii, sinir dokuda inflamasyon, néron 6liimii sonrast meydana
gelen hiicresel boslugu dolduracak sekilde olusan gliozis ve anormal sekilde gelisen
aksonal ve dendritik filizlenme, sinapslarin uygunsuz sekilde yeniden diizenlenmesi
gibi farkli biyolojik siirecleri igerir (5-7). Bu tiir hiicresel degisiklikler sonunda hem
GABAerjik internéron kaybi gibi devre diizeyinde degisikliklere hem de tekrarlayan

uyarici, eksitatdr sinaptik baglantilarin olugsmasina yol acar (8).

Sinaptik vezikiil glikoprotein 2 (SV2) protein ailesi SV2A (kromozom 1),
SV2B (kromozom 15) ve SV2C (kromozom 5) olmak {izere ii¢ farkli gen tarafindan
kodlanan, yapisal olarak %60 dizi benzerligine sahip 3 protein iiyesinden olusur ve
SV2 protein ailesi “Major Facilitator Super Family” olarak adlandirilan bir iist protein
stiper-ailesine dahildir (9). SV2 proteinleri esas olarak presinaptik vezikiillerin
membraninda lokalizedir (10) ve sinaptik fonksiyonda heniiz rollerinin simirlar

netlestirilmemis olsa da dnemli bir rol oynadig1 kabul edilir (2,11).



SV2A, beyinde hemen her yerde eksprese edilen sinaptik vezikiil
glikoproteinidir (12). Immiinohistokimya ve westernblot teknikleri ile yapilan
caligmalar, TLE hastalarinin korteks ve hipokampusunda SV2A protein diizeylerinin
azaldigini desteklemektedir (13,14).

Izoformlar arasinda SV2A, antiepileptik bir ila¢ olan levetirasetam igin bir
baglanma hedefi oldugundan biiyiik bir ilgi gormiistiir (15). Son zamanlarda ayni
protein, sinaptik dansite icin bir biyobelirte¢ olarak ¢cok daha fazla ilgi ¢ekmistir (16).
SV2A proteinine baglanarak radyoaktif 1sima veren segici Pozitron Emisyon
Tomografisi (PET) radyoligandlari, psikiyatrik ve ndrolojik hastaliklarda

ndroplastisiteyi izlemek i¢in kullanilmistir (17-23).

TLE’deki anormal plastisiteyi, yani normal ndronal baglantilarin epileptik bir
beyin olusturacak sekilde anormal sinapslara doniisiimiiniin zamansal siiregteki
degisikliklerini hala bilmiyoruz, bu nedenle sinaptik bir biyobelirte¢ olarak onerilen
SV2A'nin epileptik bir beyinde zamansal ve uzaysal olarak izlenmesi, TLE'deki
sinaptik kayip ve sinaptik reorganizasyon asamalarinin takip edilmesi i¢in degerli bir
yaklasim saglayabilir. SV2A seviyesini takip etmek, goriintiilemek ve 6l¢mek ve buna
gore deneysel modellerde sinaptik kayip ve yeni sinaptik baglantilarin ve aglarin
kurulmasindaki degisiklikleri izlemek i¢in ilgili uygun araglara, metodlara ve

materyallere ¢ok ihtiyacimiz var.

[*HJUCB-J, yiiksek afinite ve spesifiklikte 6zellikle SV2A proteinine baglanan
ve yar1 nicel otoradyografi ¢aligmalarinda rahatlikla kullanilabilen yeni ve giivenilir
bir radyo liganddir. Birkag UCB radyo ligand1 6zellikle epilepsi hastalarinin pozitron
emisyon tomografisi ¢alismalarinda kullanilmis ve epilepsi patolojisi ile iliskili beyin
bolgelerinde manyetik rezonans sonuglarindaki yapisal anatomik degisimler yani
skleroz bulgulari ile de uyumlu olacak sekilde epilepsi hastalarinda daha diisiik SV2A
seviyesi bulunmustur ve daha diisiik sinaptik yogunluk ile UCB radyoliganlarinin
baglanma seviyesi arasinda iliski kurulmustur (19,20). SV2A'ya 6zgii radyoligandlarla
yapilan 6nemli PET ¢aligmalarina ragmen, SV2'nin diger izoformlar1 ve bunlarin farkl

ifadeleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.



Epilepsi tanis1 bireylerde ilk nobet goriildiigli zaman konuldugundan, bu
hastalarda siirecin ne sebeple ve ne zaman basladig1 ve epileptik odagin nasil bir
hiicresel ve biyokimsayal siirecle kazanildig1 insanlarda tespit edilememektedir. Bu
durum epilepsi patolojisinin yani epileptogenezi tetikleyen siireclerin ve bu siirecte
beyinde nelerin ne kadar bir siire icerisinde gelistigini anlamamiz i¢in zamansal olarak
epileptogenez siirecinin izlenmesi gerekmektedir. Yani zamansal ve uzaysal olarak
sinaptik kaybin ve yeniden yapilanma modelinin izlenmesinin patolojiyi anlayabilmek
icin esas oldugunu goriilmektedir. Etik olgular ¢ergevesinde insan beyninden post
mortem Ornekleme diginda 6rnekleme yapamamak, sadece ilaca direngli olup temporal
lob cerrahisi gegiren hastalardan drnek toplayabilmek ve bu 6rneklerin patogenezin
basindaki dokuyu temsil etmemesi ve sadece patogenez kazanildiktan sonraki dokuyu
temsil etmesi bu patolojinin tiim yonlerini taklit etmek adina deneysel TLE modellerini

kullanmaya olan ihtiyaca daha fazla isaret etmektedir.

Kainik asidin (KA) hem sistemik hem de hipokampal uygulamasi, temporal
lob epilepsisinin giivenilen hayvan modelidir (24). KA, hipokampustaki GABAerjik
internoronlarda hizli ve siddetli bir noéronal dejenerasyona neden olur ve
hipokampusun KA ve glutamat reseptorlerince zengin olmasi sonucu bu eksitotoksin
epilepojenik zonun (nobet iireten bolge/ baslangic bdlgesi) hipokampiis oldugu bir
ndbet ve dolayisiyla TLE patolojisini taklit eder (25).

Genel bilimsel literatiirden kazandigimiz bilgi dagarcigimiza dayanarak ve
SV2A’nm epilepsi patolojisindeki yerini aydinlatmaya calisan bilgi birikime katkida

bulunmak i¢in bu tez ¢alismasi kapsaminda ii¢ farkli deneysel metodoloji planladik:

Birinci hedefimiz tritium isaretli UCB radyoligandinin si¢an ve insan beyin

dokusunda baglanma karakteristiginin farmakolojik olarak belirlenmesi ve
metodolojinin optimize edilmesiydi. Bu amagla baglanma, saturasyon, yarigmali
inhibisyon gibi deneyler yaparak radyoligand dokuya spesifik olarak karakterize ettik.
Radyolingandin deneylerde kullanilacak konsantrasyonunu, dokuya olan afinitesini ve

sensitivitesini yani giivenirligini belirledik.

Birinci hedefimizi gerceklestirdikten sonra bu tezin esas amaci olarak da

adlandirabilecegimiz sekilde; epileptogenezin siirecini tiim yonleri ve detaylar ile



taklit etmek icin zamana dayali bir deneysel tasarim olusturmayi amacladik.
Sicanlarda status epileptikusu indiiklemek i¢in KA'nin hem sistemik hem de tek tarafli
intrahipokampal enjeksiyon modellerini olusturduk ve sinaps seviyesinin bir
yansimas1 olabilecek SV2A protein seviyesindeki zamansal degisiklikleri dlgerek
epileptogenez siirecinde sinaps kayb1 ve kazanimini goriintiilemeyi hedefledik, diger
alt bir amag olarak KA’ nin farkli enjeksiyon yollarimin bu degisimler iizerindeki farkli
etkilerini karsilastirmay1 amagladik. Ancak en temelde, zamansal deney tasarimimizda
epileptogenezin farkli agamalarinda [PHJUCB-J radyoligandinin baglanma profilini
izledik. Buradaki hedefimiz temel bir bilgiye katkida bulunabilecek iki farkli in-vivo
KA epilepsi modeli ile temsil edilen tiim epileptogenez siireci boyunca sinaptik
yogunluk degisikliklerini izlemek i¢in [PHJUCB-J otoradyografisinin klinik oncesi
kullanim i¢in gii¢lii bir potansiyele sahip olup olmadigin1 degerlendirmektir. Boylece
klinikte PET gorlintilemede kullanilan UCB-J radyoligandlarini onaylayacak
preklinik, ex vivo ve in vitro deneylerde kullanilabilecek bir yontemsel model ortaya

konmus ve dogrulanmig olacaktir.

Diger bir amacimiz ise translasyonel olarak in vivo verilerimizi klinikle

bagdastirmaktir. Bu nedenle cerrahi ile ilaca direngli TLE hastalarindan rezekte edilen
temporal neokorteks dokusunu kullanmayi ve hem [*PH]JUCB-J baglanmasini hem de
gen ekspresyon seviyelerini degerlendirmeyi amagladik. Hastaya ait epilepsi siiresi,
ndbet siklig1, yas, cinsiyet ve antiepileptik ila¢ tedavisinin tiirii gibi klinik verilerle
ilgili ekspresyon trendlerindeki degisiklikleri gostermeyi amagladik. Boylelikle
preklinik olarak elde ettigimiz verileri insan dokusundan elde ettigimiz verilerle

karsilagtirmay1 planladik.

Bu tez yukarida siralanan amaglart gergeklestirmek dogrultusunda
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Internal Fund) Neurobiology Research Unit, University of Copenhagen kurumunda
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1. GENEL BILGI
1.1. Epilepsi

1.1.1. Tamm

Epilepsi genel olarak tekrarlayan spontan ndronal aktivite ile karakterize
kronik ndrolojik bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Ancak epilepsiyi basit ve tek bir
hastalik veya semptom olarak a¢iklamak pek miimkiin degildir. Birgok farkli nedenden
kaynaklanabilen, beynin veya néronal aglarin fonksiyon bozuklugunu yansitan
stiregleri kapsamaktadir (26). Diinya ¢apinda her yastan yaklasik 50 milyon insani ve
onlarin ailelerini de etkileyen hem sosyal hem de ekonomik olarak ciddi sonuglar
doguran medikal bir durumdur (27).

Nobet (seizure); kelimesinin temeli Yunancadir ve ele ge¢irmek anlamina
gelmektedir. Terminolojik olarak ise ndbet ani ve siddetli olay olarak
tanimlanmaktadir. Dolayisiyla epilepsi hastaligi i¢in ani ve siddetli meydana gelen,
bireyin hem bilissel hem motor siireclerinin ele gegirilmis¢esine kendi kontrolii
disinda islemesi durumunu epileptik nobet seklinde adlandirabiliriz (26). Nobet ve
epilepsi bir arada ¢ok kullanilan terimler olmasina ve ¢ok karistirilmasina ragmen
aralarinda fark bulunmaktadir. Yukarida belirtildigi gibi epilepsi tekrarlayan ve
spontan olarak goriilen nobetlerdir. Epileptik ndbet ise, ndronlarin asir1 ve
hipersenkron desarjinin neden oldugu paroksismal bir degisikliktir (28). Tek bir ndbet
gecirmis bir kisi i¢in, nobetin provoke edilmis olmasi ihtimali ve bir daha nobet
gecirmeme olasilifi gbz Oniine alindiginda bu kisinin epilepsi hastast oldugu
s0ylenememektedir (29).

Epileptik nobetin  6zelliklerine bagli olarak da farkli tanimlamalar
yapilmaktadir. Bu 0Ozelliklerden ilki nobetin baslangig ve bitisinin seklidir. Bu
Ozelliklere gore tanimlamalarda status epileptikus karsimiza g¢ikmaktadir. Status
epileptikus uzun siireli ve/veya tekrarlayan nobetlerdir ve klinik semptomlar ile EEG
analizi tanisina izin vermektedir. Bir diger tanimlama kriteri klinik belirtilerdir ve
duysal, motor ve otonomik alanlardan hangisinin etkilendigine gore bir siniflandirma
yapilir. Hastalarin kullandiklari ilaglara bagh olarak cesitli semptomlar goriilmektedir
ve tanimlar bu belirtileri de kapsamaktadir. Saptanmasi en zor 6zellik ise noronlarda

meydana gelen anormal senkronizasyondur. Bunun i¢in EEG kaydi alinmasi ve



kayitlarda epileptik desarj kaliplarinin goriilmesi gerekmektedir (26). Tim bu
tanimlamalarin 1518inda ndbetler siiflandirilarak bilimsel olarak kabul edilen

terminolojik bir konsensus olusturulmustur (30).
1.1.2. Simiflandirma

Nobet ve epilepsilere ait giincel siiflandirma 2017 yilinda Uluslararasi
Epilepsiye Kars1 Lig (ILAE) tarafindan yapilmistir. Bu siniflandirma genel olarak dort
temel bilesenden olugmaktadir. Her bir kategori de kendi igerisinde belirli kriterleri

icermektedir.
Bunlar;

= Nobetler
= Epilepsiler
= Epilepsi sendromlari

= Etiyolojidir (31)

Nobetler; ndbetin beyindeki orjini, ndbet sirasindaki farkindalik derecesi ve
viicut hareketinin diizeyi gibi 6zellikleri gz Oniine alinarak siniflandirilmaktadir.
Nobetin beyindeki orjini 6zelligine gore nobetler fokal veya genelarize olabilmektedir.
Diger bir 6zellik olan farkindalik derecesine gore ise nobet sirasinda farkindaligin
kaybolmasi veya kaybolmamasi seklinde siniflandirilirken, viicut hareketlerinin
katilimina gére motor veya non-motor baslangich olarak degerlendirilmektedir. Tiim
bu ozelliklerin 1s181inda temel model olarak asagidaki Tablo 1°de belirtildigi sekilde

nobetler siniflandirilmaktadir.



Fokal Generalize Bilinmeyen
Farkindalik Kaybolmamis/ Motor Motor
Farkindalik Kaybolmus - Tonik-klonik - Tonik-klonik
- Diger motor - Diger motor
Motor/Non-Motor Baslangicli | Non-motor Non-motor
- Absans
Fokalden Bilateral Tonik Siniflandirtlmamig
Klonik Nobete Doniisen

Tablo 1: Nobet Tiplerinin Siniflandirilmasi

Fokal ndbetler, serebral hemisferin belirli bir alaninda patolojik ndronal

aktivasyon sonucu olusan gecici nobetlerdir (32). Nobet sirasinda kisi ¢cevresinde olup
bitenlerin tam olarak farkindayken olusan nobetlere fokal-farkinda ndbetler denir.
Ancak ¢ogunlukla kisiler nobet sirasinda farkindaligini kaybederek bazi olaylar
hatirlamakta giiclik ¢cekmektedir. Bu tiir nobetlere ise fokal-bozulmus farkindalik
nobetleri (FIAS) denmektedir. Fokal ndbetlerle iliskili en énemli terim “Aura” dir.
Hastalarin nobetler ger¢eklesmeden dnce psisik bir 6nsezi gibi bu siireci hissetmesini
kapsamaktadir. Bu his garip bir tat, koku, midelerinde yiikselen bir dalgalanma veya
kisiye gore degisen farkli sekillerde de ortaya ¢ikabilmektedir (30,33). Bunun yani sira
fokal nobetler tek bir odaktan ciktiktan sonra diger serebral hemisfere de

ilerleyebilmektedir (31).

Jeneralize nobetler her iki hemisfere de yayilarak etkiyen ndbetlerdir. Genel

olarak bu tip nobetlerde farkindaligin kaybolmasindan dolay:1 farkindalifa dair alt
simiflandirma yapilmamaktadir. Motor veya non-motor generalize ndbetler olarak alt
siniflara ayrilmaktadir. Motor nobetler tonik-klonik, klonik, tonik, miyoklonik,
miyoklonik-tonik-klonik, miyoklonik-atonik, atonik veya epileptik spazmlari
icerirken, motor olmayan nobetler tipik veya atipik absans ndbetleri kapsamaktadir

9).



Baslangici bilinmeyen ndbetler ise ya uykuda ya da hastanin tek basina oldugu

durumlarda ortaya ¢ikan dolayisi ile de tanimlama yapilamayan nobetlerdir. Nobetin

ozelliginden ziyade baslangi¢c durumunun bilinmezligine dair bir tanimlamadir (4).

Yeniden yapilandirilmis siniflandirilmaya gore epilepsiler 4 ana kategoriye
ayrilmaktadir. Bunlar; fokal, generalize, kombine generalize ve fokal/bilinmeyen
seklindedir. Nobetlerde belirtildigi sekilde, fokal epilepsiler tek odakli, bir hemisferle
smirli nobetlerdir ve klinik olarak da tespit edilebilir. Benzer sekilde generalize
epilepsiler bir¢ok nobet tipinden olusmaktadir. Kombine generalize ve fokal
epilepsiler ise video-elektroensefalografi (EEG) ile tespit edilebilen ve genellikle
bebek veya ¢ocuklarda goriilen bir durumdur. Belirtilen sekilde fokal veya generalize

olarak kategorize edilemeyen nobetlerde ise bilinmeyen olarak adlandirilmaktadir (4).

Ucgiincii asamadaki bilesen ise Epilepsi Sendromudur. Epilepsi sendromu bir
biitlin olarak nobet tiplerini, hastanin EEG kaydin1 ve bununla birlikte diger
goriintiileme parametrelerini de iceren dzellikler biitiiniinii kapsamaktadir. Ozellikleri
ayrintili olarak tanimlanmis bir¢ok epileptik sendrom bulunmaktadir. Cocukluk absans

epilepsisi, West sendromu ve Dravet sendromu bunlardan birkagidir (ILAE).
1.1.3. Epilepsinin Etiyolojisi

[lk epileptik nobetin gdzlemlendigi andan itibaren en 6nemli bilesenlerden biri
olarak beyinde yapisal bir etiyolojik farklilik olup olmadigi arastirilmaktadir. Bu
asamadan sonra ek olarak bes etiyolojik grup belirlenmistir. Bunlar; genetik,
infeksiyoz, metabolik, immun ve bilinmeyendir. Bir hastanin epilepsisi birden fazla
etiyolojik kategoride siiflandirilabilmektedir. Etiyolojilerin kendi igerisinde
hiyerarsisi bulunmamaktadir ve etiyolojik grup esas olarak hastaya yaklasimi ve tedavi

siirecinin yonlendirilmesi agisindan 6nem tagimaktadir (26).

1.2. Epileptogenezin Patobiyolojisi

Yukarida belirtilen etiyolojik alt yap1 ile beraber beyindeki ndronal agin
eksitasyona duyarliliginin arttii ve sonucunda da spontan tekrarlayan nobetlerin
olusma olasiliginin arttig1 siirece epileptogenezis denilmektedir (35). Geleneksel bir

tanim olarak ise epileptogenez, epileptojenik hasar ile ilk klinik ndbetin ortaya ¢ikisi



arasindaki gecen ve “sessiz (latent) donem” olarak isimlendirilen siireci
kapsamaktadir. Ancak yeni bulgular gostermektedir ki bu siiregteki hiicresel
degisiklikler epileptik ndbet ortaya ¢iktiktan sonra da devam etmektedir.
Epileptogenez siirecine iliskin bilgilerimizin ise gogunlugu status epileptikusun yapay
yollarla (kimyasal veya elektriksel stimiilasyon yollar1) tetiklendigi ¢aligmalardan

gelmektedir ve genellikle hipokampusa odaklanmaktadir (6).

Histopatolojik ve elektrofizyolojik sonuglar epileptogenez siirecinin
aydinlatilmasi i¢in 6nemli olan iki mekanizmay1 desteklemektedir. Bunlardan ilki
spesifik GABAerjik interndronlarin kaybi, bir digeri ise akson filizlenmesi ve yeni
tekrarlayan uyarici devrelerin olusumudur (7). Ilk mekanizma status epileptikus veya
diger etiyolojilerden kaynakli olabilecek beyin hasarindan sonra GABAerjik inter
noronlarin hizli kaybini1 igermektedir ve bu kayip tiim siire¢ boyunca da devam
etmektedir. Klinik ve in vivo modellerle calismalar, GABAerjik inter néronlarin
ozellikle hipokampusun dentat girus ve CA1 (Cornu Ammonis 1) alaninda kaybinin
epileptogenez ile iliskili oldugu hipotezini de desteklemektedir (36). Ikinci
mekanizmada sinaptik reorganizasyon sonucu ‘“yosunlu lif filizlenmesi” ve artan
tekrarlayan uyarici devreler hipotezine dayanmaktadir. Cesitli elektrofizyolojik veriler
ile de yeni yosunlu lif baglantilarinin neredeyse tamaminin eksitator oldugu ortaya
konmustur (37).Yosunlu liflerin filizlenmesi ve sinaptik reorganizasyon, yine
hipokampusta 6zellikle dentat girusta dnemli olsa da, bu uyaricit yeni devrelerin
olusumu, hipokampusun diger alanlar1 ile beraber neokorteksin bircok bolgesinde de
bu stirece verilen bir cevap olarak nitelendirilmektedir. Calismalarla gosterilen bir
diger 6nemli nokta da hipokampusun CA1 bolgesinin eksitotoksik ndronal 6liim ve
kayiplara kars1 oldukga hassas oldugudur. CA1'deki noronlarin sayisi, mezial temporal
sklerozun 6nemli bir belirtecidir (38). Iki temel mekanizma ile bu siirece katkis1 olan
bircok farkli hiicresel ve molekiiler degisiklikler de epileptogenez siirecinde
gozlemlenmektedir. Bu degisiklikler igerisinde siklikla Ca™ metabolizmasinda,
astrosit transportunda, glutamat sentetaz gibi enzimlerin sentezinde veya

kullanimindaki degisiklikler aragtirllmaya devam etmektedir (39) (Sekil 1).
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Sekil 1: Epileptogenezis (40)

1.3. In-vivo Temporal Lob Epilepsi Modeli Olarak Kainik Asit (KA)
1.3.1. KA

KA, L-glutamatin siklik bir analogu ve iyonotropik KA reseptorlerinin bir
agonistidir. 1950'lerin baginda, tropikal sularda bulunan bir kirmiz1 algden (Digenea
simplex) izole edilmis ve ekstrakte edilmistir (41). KA ilk olarak parazitik solucan
Ascaris lumbricoides'in neden oldugu bir hastalik olan askariazisi ortadan kaldirmak
icin bir askarisit olarak kullaniliyordu. Ancak daha sonra, si¢anlarda kortikal
ndronlarda uzun siireli uyarici tepkileri indiikledigi bulunmustur (42). Béylece KA'nin
giiclii bir glutamat analogu olarak kullanilabilecegi ve giiclii depolarizasyonlar1 ve
TLE'nin merkezi bir fenomeni olan hiicre 6liimiinii indiikleyebilecegi gosterilmistir
(43,44). Bu durum, yeni glutamat reseptdr alt tiplerinin tanimlanmasina, glutamaterjik
yapilarin ve yolaklarin daha iyi karakterizasyonuna ve nihayetinde insan TLE'de
oldugu gibi latent periyodun ardindan refrakter spontan nébetlerin takip ettigi yeni bir

temporal lob epilepsi hayvan modelinin gelistirilmesine giden yolu agmustir (25).
1.3.2. Kainik Asit Reseptorleri (KAR)

Gectigimiz otuz yil boyunca, bir¢cok calisma KA reseptorlerinin (KAR'ler)
lokalizasyonunu basarili bir sekilde haritalandirmistir. Amigdalada (45), entorhinal
kortekste (46), bazal ganglionlarda (47) ve beyincikte (48) farkli ifade seviyelerinde
KAR bulunabilir. Ayrica hipokampiiste hem presinaptik hem de postsinaptik olarak
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yiiksek oranda ifade edilirler (43). KA1 alt birimleri (Uluslararas1 Temel Bilim ve
Klinik Farmakoloji Veritabanina gore aslinda GluK4 olarak bilinir), CA3 piramidal
hiicrelerde yiiksek oranda ifade edilir; ancak CA1 piramidal hiicrelerde yalnizca zay1f
sekilde ifade edilir (48,49). KA2 (GluKS5) alt birimleri ise hem CA1 hem de CA3
piramidal hiicrelerde yiiksek oranda eksprese edilir (48). Bu nedenle, KA1 ve KA2
reseptOrlerinin glutamata yliksek afinitesi ve hipokampusun CA3 bolgesindeki yiiksek
ekspresyon oranlari, bu bolgeyi KA tarafindan indiiklenen eksitotoksik hasara karsi
olduk¢a duyarli hale getirir ve siklikla hipokampus bdlgesi bu nedenle KA ile
indiiklenen nobet modelinde nobet baslangic bolgesi olur (25,50). Daha spesifik
olarak, CA3"lin iktojenik 6zellikleri ve daha genel olarak, KA uygulamasinin ardindan
senkronize aktiviteler iiretme kapasitesi, stratum lucidum olarak tanimlanabilecek
yosunlu lif tabakasmin sinaptik baglantilarindaki yiiksek afiniteli KAR'lerinin
varligina ve KAR ifadesi yiiksek piramidal noronlarin aktivasyonuna baglanabilir

(25).

Diger KAR alt birimleri (sirasiyla GluRS ve GluR6 alt birimleri veya diger
adlariyla GluK1 ve GluK2 gibi) de KA'nin uyarici etkisine katkida bulunur; GIluR6,
CA3 piramidal hiicrelerinde yiiksek oranda ifade edilirken, GIuRS, hem CA1 hem de
CA3 alt alanlarindaki GABAerjik inter ndronlarda yliksek oranda eksprese edilir (43).

Ayrica diger 6nemli bir nokta ise, epileptik hastalarin ve epileptik hayvanlarin
beyinlerinden alinan histolojik 6rneklerde gdzlemlenen yosunlu lif filizlenmesine
NMDA ve AMPA reseptorlerinin katkis1 ortaya konmus olsa da (51,52), son
caligmalar KAR'lerin de bu fenomene Onemli Olgliide katkida bulundugunu
gostermektedir. Epileptik hastalarda yosunlu lif filizlenmesi, GIuRS up-
reglilasyonunun artmastyla iligkilidir (53) ve bu tiir bir regiilasyon, KA uygulanan
sicanlarda yosunlu lif filizlenmesinden bile 6nce gelir (54). Bu veriler, KAR'lerin, bu
yeni ve islevsel olarak anormal sinapslardan kaydedilen epileptiform aktivitenin
olusumuna ytliksek oranda dahil olabilecegini diisiindiirmektedir (55). Bu nedenle KA
ile indiiklenen status epileptikus modeli kronik donemlerde incelendiginde sadece bir

ndbet modeli degil ayn1 zamanda iyi bir epileptogenez modelidir.
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1.4. SV2A ve Epilepsi Patolojisindeki Yeri
1.4.1. SV2A

Sinaptik vezikiil glikoprotein 2 (SV2), omurgalilarda sinaptik vezikiillerde bol
miktarda bulunan ve korunmus bir proteindir. SV2 proteinleri ii¢ izoformda bulunur;
SV2A, SV2B ve SV2C (10). SV2 protein dizisi, diger G proteini iligkili reseptor
protein ailelerininkine benzer. Ilk 6 transmembran (TM) alani, insan glikoz tastyicisini
iceren bir tastyici ailesine (MFS) homologdur ve son TM alanlari, nérotransmiter

tastyicilara homologdur (12).

SV2A, 742 amino asitten olusan 82.6 kDa'lik bir proteindir. SV2A, TM alan1
6 ve 7 arasinda biiyiik bir sitoplazmik dongii ve TM alan1 7 ve 8 arasinda biiyiik bir
intraliiminal dongii ile 12 TM alanina sahiptir. Ayrica, SV2A biiyiik bir korunmus N-
ucuna ve kisa bir C-ucuna sahiptir (Sekil 2) (12). N terminalinin, sinaptik vezikiil
ekzositozunda yer alan sinaptotagmin-1'i bagladig1 gosterilmistir. Baglanma bdolgesi,
sinaptotagmin-1'in C2B alani ile etkilesime giren 57 amino asitten olusur. Baglanma,

Ca’"'ya bagimlidir (56).

N1
..... .....................
O

LUMEN

O O
Q@ £00000000000000000000c1
D Cooed:

Y OSCO00000000C00C0000,

Q
e ...
Q
o)

BoNT/E—>
N3

3 8

..0. C-terminal O

CYTOPLASM

N-terminal

Sekil 2: SV2A'nin membran yerlesiminin ve aminoasit diziliminin sematik gosterimi
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N-terminalinin (sar1) ilk 57 amino asidi, SYT-1'in C2B domaini ile etkilesim
bolgesine karsilik gelir. Presinaptik bdlgede meydana gelen vezikiiliin membrana
kaynasmasi ve ayrigsmasi seklinde siiregelen membran trafigi islemleri i¢in SV2A'nin
Tyr46 (yesil) bolgesi gereklidir. N-terminalindeki varsayilan fosforilasyon bolgeleri
pembe ile gdsterilmistir ve varsayilan ATP-baglanma bolgeleri mavi ile gdsterilmistir.
BoNT/A ve BoNT/E'nin ndronlara girisi i¢in ii¢ adet varsayilan glikozilasyon bolgesi
mor renkte gosterilmistir. Racetam baglanmasinda rol oynayan on dort amino asit
rapor edilmistir (kirmizi). Arg231, MFS tasiyict protein motifidir. Trp300 ve Trp666
bolgelerinin rolii bilinmese de SV2A’nin gorevi igin gerekli oldugu gdsterilmistir.
Amino asitler, UniProt tarafindan rapor edilen bolgelere gore dagitilmigtir (SV2A-

Q02563). L, liimen alani; T, transmembran alanin1 gdstermektedir (Sekil 2).

SV2A’nin rolii netlik kazanmamais olsa da asagidaki Sekil 3’te 6zetlendigi gibi
birden ¢cok mekanizmada rol aldigina dair kanitlar vardir. SV2A 6zet olarak bazi
varsayimsal rollere sahiptir: 1. Vezikiiler ekzositoz sirasinda flizyon Oncesi
olgunlagsma asamasina katilir 2. Kalsiyum girisi ve ndrotransmiter salinimi arasindaki
eslesmeyi modiile ederek veya norotransmiter saliniminda yer alan makineleri
diizenleyerek, ¢oklu mekanizmalar yoluyla ndrotransmisyona dahil olur. 3. Hiicre dis1
matris bilesenleri (6rnegin laminin) ve kalsiyum sensorii olan sinaptotagmin gibi diger
sinaptik vezikiil proteinleri ile etkilesime girer. 4. Diger olasi islevleri, galaktozun
taginmasi, ndrotoksinlerin vezikiiler girisine aracilik, adenin niikleotitlerinin vezikiil
icine alimi, mitokondriyal etkilesim ile fiizyon veya fisyon faktorii olarak rolleri

bildirilimistir (11,57,58).
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Sekil 3: SV2A’ya bigilen roller (57)

1.4.2. SV2A ve Epilepsi Baglantisi

SV2A'nin islevi tam olarak anlasilmasa da SV2A nakavt (Knock out; KO)
caligmalari, SV2A'nin normal sinir iletimi i¢in gerekli oldugunu gostermistir (2).
Crowder vd. (1999), SV2A geninin silinmesi yontemini kullanarak olusturdugu SV2A
icin homozigot KO farelerin dogumda normal gériindiigiinii ancak sonradan normal
gelisim gostermedigini (P7'den sonra) ve siddetli motor nobetler gelistirerek (P6-P10
civarinda) 3 haftalikken 6ldiigiinii gosterdi (59). Ayn1 ekip heterozigot KO farelerin
ise kontrol farelerine kiyasla normal sekilde gelistigi ancak ndbetler gostererek daha
kisa bir 6mre sahip oldugunu gosterdiler. Bu veriler, normal bir nérotransmisyon
stirecinin SV2A'ya bagli oldugunu ve SV2A ekspresyon seviyelerine duyarli oldugunu
gostermektedir. Ayrica, SV2A KO fareleri, sinaps ve sinaptik vezikiillerin
yogunlugunu veya morfolojisini degistirmemistir; bu durum SV2A'nin sinaptik
vezikiillerin biyogenezinde yer almadigin1 gostermektedir. Janz ve arkadaslar1 (1999)
ise SV2B KO farelerin SV2A KO’lar kadar siddetli nobetler gostermedigini ve ayni
oldiiriicli fenotipe sahip olmadigini da géstermistir (60). SV2 KO hiicrelerinde vezikiil

saliminin azaldig1 da gosterilmistir (61).

Gergek zamanli kantitatif PCR (RT-QPCR), immiinohistokimya, western blot
caligmalari ile TLE hastalarinin hipokampusunda ve anterior temporal neokorteksinde
SV2A mRNA seviyesinin, protein ekspresyonunun ve spesifik radyoligand baglanma

yogunlugunun azaldigi da gosterilmistir (13,14,62).
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Anti-epileptik ilag levetirasetamin farmakoforundan SV2A izleyicilerinin
sentezi, SV2A PET uygulamasini epilepsi ¢aligsmalariyla oldukga alakali hale getirdi.
SV2A'nin epilepsideki ifadesi, patolojinin ilerlemesi sirasinda karmasik ve degisken
bir model gostermektedir. ['*FJUCB-H PET calismasi ile KA kaynakli temporal lob
epilepsi olusturulmus sican beyninde patolojik olarak epileptogenetik ilerlemenin
farkli evreleri (erken, geg, latent ve kronik) sirasinda SV2A diizeyinde bazi
varyasyonlar saptandi. Analiz, saglikli hayvanlarda ["®)FJUCB-H baglanmasinda
ilerleyici bir artis ve fazlar boyunca epileptik hayvanlarda ise sagliklilara gére daha
kiigiik bir artis gosterdi. Ancak latent ve kronik fazda, epileptik hayvanlarda
['8FJUCB-H baglanmasi, birkag beyin bolgesinde kontrol deneklerine kiyasla 6nemli
olgiide azaldi (20). Temporal lob epilepsisinde SV2A ekspresyonunun azalmasi,
epileptik hastalarda [''CJUCB-] PET c¢alismasinda da goriilmiistiir. Ozellikle,
epileptojenik  (ipsilateral) medial temporal lobda kontralateral lob ile
karsilagtirildiginda SV2A yogunlugunda azalmalar, ve varsayilan ndbet baslangi¢
bolgesinde ciddi diizeyde SV2A seviyesinde azalma tespit edildi ve bu bulgular SV2A
proteininin beyinde goriintiilenmesini hastalarin cerrahi 6ncesi degerlendirmesinde

faydal1 olabilecegini gosterdi (18,19).

1.5. Giincel Tam ve Tedavi Yaklasimlar:

Giincel olarak kullanilan 40°tan fazla anti-epileptik ilag mevcuttur. Bu ilaglarin
hepsi nobetleri kontrol altina almak yaklasimi ile kullanilirken heniiz epilepsinin
olusumunu 6nleyecek, epileptogenezi durduracak bir terapi bulunmamaktadir. Mevcut
antiepileptiklerin ¢esitli etki mekanizmalar1 vardir ve hatta bazen bir antiepileptik
birden ¢ok etki mekanizmasina sahiptir. Baz1 ilaglarin kesin etki mekanizmalari

anlagilamamuistir (63).

Bazi antiepileptikler, sodyum kanallar1 iizerinde etki gosterirler ve bu
kanallarin tekrarlayan aktivasyonlarini1 bloke ederek (fenitoin, karbamazepin) veya
yavas inaktivasyonlarini hizlandirarak (lakozamid) hiicrenin depolarize olmasini
engellerler. Bir grup antiepileptik, T tipi kalsiyum kanallarini (etosuksimit, valproik

asit) veya N- ve L tipi kalsiyum kanallarini (zonisamid) bloke ederek depolarizasyonu
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onleyerek nobetleri kontrol ederler (63—65). Sekil 4’te giincel ilaglarin etki ettigi

hedefler sematize olarak gosterilmistir.
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+ Lawsa
Na* channel aticamide
KCNQ
Gabapentin K* channel Depolanzatlon
jieoto) SV2A Levetiracetam
N Vesncular Brivaracetam

a,d-subunit of
Ca?* channel

/ release \‘
(-]
@ Ethosuximide
Also inhibits | | GAT-1
glial GAT-1 ga9abis RUESO e °°_Glulamate Retigabine

Valproate® Benzodiazepines | _ ‘o— GABA *C +

(GABA turnover ) Barbiturates s 0 °° o IBVaioroatat K T-type
Vigabatrin Topiramate* e Perampansiyl 2 Ca?
(GABAT 8) Stiripentol* [N\ ST o ° 3° Channel

O
............................................................

Postsynaptic ¢ ‘l’ ¢ e
neuron receptor receptor receptor KCNQ A
or Na*  Na*(Ca?*) K* channel €2

Inhibitory synapse  Excitatory synapse

Sekil 4: Klinik olarak onayli ve kullanimda olan anti-epileptik ilaglarin etki
mekanizmalar1 (2)

1.6. SV2A’y1 Hedefleyen Levetiracetam’in Etkinligi ve Tedavideki Rolii

Son birkag¢ yilda epilepsiyi sadece ndbetleri kontrol eden anti-epileptiklerle
tedavi etmenin, epilepsi hastalarinda mevcut oldugu bilinen komorbiditeleri
kapsamadig1 icin yetersiz oldugu netlik kazanmistir (66). Bu gercekler, daha etkili
olabilecek ve daha tolere edilebilir bir yan etki profiline sahip olabilecek yeni etki
mekanizmalarina sahip yeni ilaglarin arastirilmasini motive etmeye devam etmektedir.
Bunlar arasinda levetirasetam (LEV), SV2A ile etkilesim yoluyla yeni ve farkli ana
etki mekanizmasi nedeniyle diger anti-epileptiklerden ayrilmaktadir (2,15,67).

LEV, 1992 yilinda kesfedilmistir ve parsiyel, miyoklonik ve tonik-klonik
ndbetlerin tedavisinde kullanilan yeni ikinci nesil bir antiepileptik ilagtir. 2000 y1linda
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Dairesi (American Food and Drug

Administration; FDA), oral formiilasyonun fokal nobetler, miyoklonik nobetler ve
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birincil jeneralize ndbetlerin tedavisinde yardimci tedavi olarak kullanimini
onaylanmistir. Su anda mevcut olan diger antiepileptik ilaglarla kimyasal olarak ilgisi
olmayan bir pirridolin tiirevidir. a-etil-2-okso-1-pirrolidin asetamidin (ucb L059
olarak da bilinir) S enantiomeridir (68). Molekiiler formiilii CsH14N20O> ve bagil molar
kiitlesi 170.21 g/mol'diir (69). Sican beyninden alinan ham sinaptozomal ve sinaptik
vezikiil fraksiyonlarinin foto-afinite etiketleme deneyleri, LEV'nin SV2A ile
isaretlenebilir oldugunu ortaya c¢ikarmistir (15). Ancak LEV’in SV2B ve SV2Cl'ye
baglandig1 gézlemlenmemistir. Insan, sigan ve fare SV2A homolojisi, ligand afinitesi

ve baglanma kinetigi agisindan gosterilmistir (70,71).

LEV'nin anti-epileptik etkilerini nasil gosterdigi ve olast mekanizmalar net
olarak tanimlanmamistir. En alakali etki mekanizmasinin, SV2A olarak bilinen
presinaptik bir proteine baglanma yoluyla oldugu 6ne siiriilmektedir. SV2A proteini,
kalsiyuma bagimli vezikiiler nérotransmitter salinimina aracilik eden salgi vezikiil
zarlarimin bir pargasidir. LEV'nin SV2A'ya baglanmasi vezikiil salinim oranini

diisiiriiyor gibi goriinmektedir (2,15,70).

B LEV

Recycling Fusion
5 5

o 90 s l

LEV—

Sekil 5: LEV ve SV2A arasindaki potansiyel baglanma bdlgeleri.

(A) LEV, SV2A’nin hem BoNT/A (Botulinum A) ve BoONT/E'yi de baglayan biiyilik
luminal alanin yiiksek oranda glikosile edilmis ilmegine (mor) hem de SV2A’nin
transmembran bolmelerine baglanabilir (B) LEV, ayn1 zamanda endositoz sirasinda
sinaptik vezikiillere girebilir (C) vezikiil flizyonu sirasinda sinaptik aralifa da kacar

(12).
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SV2A-LEV baglanmasina dahil oldugu goriilen on dért TM amino asidi
tanimlanmistir (72) (Sekil 5 ). SV2A dizi analizi ve modellemesi, bu amino asitlerin
diger Major Facilitator Super Family (MFS) olarak adlandirilan ve biinyesinde ¢ok
cesitli tasiyict proteinleri barindiran protein ailesindeki tasiyicilarinin kritik amino
asitlerine esdeger oldugunu gostermistir (72,73), bu da SV2A'nin LEV'yi baglayarak
tastyabilecegini veya LEV'min SV2A’ya baglanarak diger molekiillerle iligkisini
engelledigini diislindiirmektedir. Bununla birlikte, LEV baglanmasinin SV2A

proteininde konformasyonel bir degisiklige neden olmadig1 da gdsterilmistir (74).

Cok sayida calisma, LEV'nin etkisini dogrudan veya dolayli olarak
gosterebildigi SV2A proteininin yani sira birgok baska molekiiler hedef bildirmistir
(75,76). Ek olarak, onemli kanitlar LEV'nin anti-iktojenik, antiepileptojenik,
ndroprotektif, antiinflamatuar ve antioksidan etkilere sahip oldugunu gostermistir (77—
79). Son zamanlarda LEV, epilepsi ve diger durumlardaki baz1 giincel gereksinimleri

karsilayabilen ilging 6zelliklere sahip ¢ok hedefli bir ilag olarak gosterilmektedir (80).

1.7. SV2 Glikoprotein Ailesinin Diger Uyeleri

SV2 glikoproteinleri, noéronlarin ve endokrin  hiicrelerinin  salgi
keseciklerinde/vezikiillerinde bulunan (Buckley ve Kelly, 1985) bir protein ailesini

olusturan keratan siilfat proteoglikanlaridir (81).

SV2 ailesinin SV2A, SV2B ve SV2C olmak iizere 3 {iyesi vardir. Yap1 olarak
benzerdirler, ancak beyinde ifade edildikleri anatomik yapilar farklidir. SV2A en fazla
bazal gangliyonlar ve talamus gibi subkortikal alanlarda olmak {izere tiim beyin
bolgelerinde bulunan baskin izoformdur. Buna karsilik, SV2B tercihen korteks ve
hipokampusta eksprese edilir (82,83). SV2A'nin beynin her yerinde ifade edilmesi
yakin zamanda otoradyografi ile dogrulanmistir; bu protein, degisken ekspresyon
seviyeleri ile tiim gri madde yapilarinda dagilmaktadir (84). Noronlar agirlikli olarak
tek bir izoformu ifade eder, ancak SV2A ve SV2B'nin ifade modelleri kismen
ortismektedir ve hipokampusun piramidal ndronlar1 gibi bazi ndronlar her iki
izoformu da ifade edebilmektedir. Bazen, her iki izoform da ayni sinaptik kesecik
icinde birlikte ifade edilebilir. iki izoformun ekspresyon paternlerinin vezikiillerin

ndrotransmiter icerigi ile veya diger sinaptik proteinlerin ekspresyon paternleri ile
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korelasyon gostermemesi dikkat ¢ekicidir. Bu bulgular, SV2A ve SV2B'nin vezikiiler
dinamiklerde ayni1 veya benzer islevleri yerine getirebilecegini diisiindiirmektedir (82).
SV2C alt tipi yapisi diger izoformlarinkine ¢ok benzer, ancak anatomik dagilimi ¢ok
sinirhdir, striatum, substantia nigra, pons, medulla oblongata ve olfaktdr bulbus gibi
filogenetik olarak daha eski beyin bdlgelerinde yiiksek seviyeler ile ifade edilirken
neokortekste ve hipokampiiste yok denecek kadar az ifadeye sahiptir (10). Floresan
imminohistokimya ve in sifu hibridizasyon ¢alismasi, striatal kolinerjik
interndronlarda ve nigrostriatal mezolimbik dopaminerjik néronlarda SV2C'nin
spesifik olarak ifade edildigini gostermistir (85). Tablo 2 izoformlarin birbiri ile

karsilastirilmasini géstermektedir.
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SV2A4 SV2B NZ8
Gen Kromozom 1 Kromozom 15 Kromozom 5
HN |
COOH
Yap: et
space
o phosphoryitionsite
@ variable region
Trigeminal ve fasial nukleus hari¢ tiim Beyinde SV2A’dan sonra en yaygin ifade Inhibitdr sinapslarda bulunur. Ozellikle
beyin bolgelerindeki inhibitorik ve edilen SV2 proteinidir. Ancak ¢cogunlukla  olfactor tuberkulus, globus pallidus,
eksitatorik sinapslar eksitator sinapslarda bulunur, en yaygin ventral pallidium, substantia nigra,
. kortikal bolgelerde bulunur. Subkortikal thalamus, nukleus akumbens de yaygindir.
Lokalizasyon : . S .
alanlarda, hipokampusun dentat girus Dopaminerjik néron sinapslarinda da
bolgesinde, globus pallidus, ventral yaygindir. SV2C ifadesi serebral korteks
talamus ve substansia nigra pars ve hipokampiiste yok denecek kadar azdir.
retikulata’da bulunmaz
-Normal sinaptik vezikiil fonksiyonlar1 ve -Normal sinaptik vezikiil fonksiyonlar1 ve -Normal sinaptik vezikiil fonksiyonlar1 ve
ndrotransmitter salinimi ndrotransmitter salinimi ndrotransmitter salinimi
-Botulinum toksini i¢in baglanma bolgesi -Botulinum toksini i¢in baglanma bolgesi -Botulinum toksini i¢in baglanma bolgesi
-Vezikiiler yapmin presinaptik membrana -Alzheimer patolojisinde amiloid -GABA ve Dopamin saliimi
Fonksiyon ¢apalanmast toksisitesinin azaltilmasi
-Synaptotagmin 1 proteininin membran
trafiginin diizenlenmesi
-Ca, ATP, Glukoz tastyicisi (kanit gerektiren
veri)
o GABAerjik ve glutamaterjik Glutamaterjik Gabaerjik, Glutamaterjik, Dopaminerjik,
Bulundugu sinaps oo
Kolinerjik
Ca ile indiiklenen nérotransmisyonda Bu knock out rodentler yasayabilir ve Dopamin salgisinda azalma goriiliir
KO ¢alismalar azalma ve epileptik nobetler, hatta 6liim amiloid beta ile olusan ndrotoksisiteye
meydana gelir kars1 da direng gelistirir (86)
Baglanma ézellikleri UCB-J, Levetiracetam, Brivacetam Tanimlanmamig Tanimlanmamig

Tablo 2: SV2 glikopretin ailesinin genel 6zellikleri (Bu tablo derlenmistir (9,11,12))
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Vezikiiler siireclerin anahtar mekanizmalarina katildiklar1 yaygin olarak kabul
edilmesine ragmen, SV2 ailesi iiyelerinin biyolojik 6nemi belirsizdir. Bununla birlikte,
protein yapilar1 ve Ozelliklerine dayali olarak, tagima aktivitesi, sinaptotagmin ile
etkilesim, vezikiiler geri alim, vezikiiler kalsiyum duyarliliginin diizenlenmesi,
vezikiilleri hazirlama ile nérotransmisyona katilim, kolayca serbest birakilabilen
vezikiil havuzunun modiilasyonu, vezikiiller ve hiicre dis1 matris ile etkilesim gibi
spesifik rol test edilmistir. SV2 proteinleri ayrica ndrotoksinlerin vezikiiler girisinden

sorumludur ve muhtemelen bir mitokondriyal fonksiyona sahip olabilir (Tablo 3).

. Analiz edilen SV2
Fonksiyonlar .
izoformlarn
Galaktoz transferi SV2A
SV2A
. T . SV2B
Sinaptotagmin ile interaksiyon SV2A/SV2B
SV2A/SV2C
Sinaptotagmin trafigi ve ekspresyonunun diizenlenmesi SV2A
i . . . . SV2A
Norotransmiterlerin saliniminin diizenlenmesi SV2A/SV2B
Kalsiyumun neden oldugu ekzositoz sirasinda vezikiillerin SV2A
olgunlagsma asamasina katilim SV2A/SV2B
Vezikiillerin boyutsal adaptasyonlarmin modiilasyonu SV2A
Laminin ile interaksiyon Spesifize edilmemis
SV2A/SV2B/SV2C
SV2A/SV2B
Botulinum ve tetanoz noérotoksinlerinin hiicresel girigine aracilik Sv2C

Spesifize edilmemis

Flizyon veya fisyon faktorii olarak mitokondriyal rol SVA2A
Adenin niikleotitleri ile interaksiyon SV2A/SV2B
Sinaptik vezikiil proteinleri ile interaksiyon SV2A

Tablo 3: SV2A, SV2B ve SV2C’nin fonksiyonlarinin 6zeti (Rossi ve arkadaslar
2022’den Tiirkgelestirilmistir) (57)

1.8. Sinaptik Plastisitenin Goriintiillenmesi ve UCB Radyoligandlar:

Canli beyindeki uygun sinaptik sayilarin ve baglantilarin 6nemi géz oniine
alindiginda, psikiyatrik ve ndrolojik durumlarin arastirilmasi ve teshisi ig¢in sinaps

yogunluklarin1 en dogru yolla belirlemek gerekir. Ancak sinapslari saymak ve
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yogunluklarim1 6lgmek yeni bir kavram degildir. Aslinda, cogunlugu ex vivo olarak
gerceklestirilmesine ragmen, ¢ok sayida dogrulanmig yontem mevcuttur (Tablo 4).
Sinaptik yogunlugun in vivo 6l¢glimii 6nemli 6l¢iide daha zordur ve yeni goriintiileme

yontemleri bunu basarmaya ¢alismaktadir (87).
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Metodoloji Sinaptik Hedef

Avantaj

Dezavantaj

Sinaps yapist ve
yogunlugunun
goriintiilenmesi

Elektron Mikroskopisi

Sinapslarin gercek sayisinin
belirlenmesini saglar

Inhibitdr ve eksitatdr sinaps ayrimi
saglar

Pahali, zaman alic1, kompleks
teknik

Ex vivo Dendritik spinelarin Bazi antikorlar spesifite ve
< Sp! Ucuz ve kolay sensitivitede problem olusturur,
morfolojisinin ve . o
. o . . - - her sinapsin dendritik spine’1 yok
Histoloji ve Immunohistokimya yogunlugunun saptanmasi, S . . . .
. : . Inhibitér ve eksitatdr sinaps ayrimi1  (0rnegin elektriksel sinapslar).
pre ve post sinaptik protein . . . .
. . . saglar Her hastalikta sinaptik proteinler
miktarlarinin belirlenmesi . o
etkilenmeyebilir
Sinaptik yogunlugun in vivo
degerlendirilmesini saglar Diisiik uzaysal rezolusyon,
SV2A PET radyoizleyicileri Pre.smaptlk protein SV2A’nin . .rad.yo.e'llktlf mad(?e qygglanmasg
belirlenmesi Hem hayvan hem insan dokusunda inhibidtr ve eksitatdr sinaps
. caligilabilir, bu nedenle ayrim1 yapmak miimkiin degil
In vivo translasyonel

Glutamat konsantrasyonunun

Manyetik Rezonans Goriintiileme . .
belirlenmesi

PET’den daha yiiksek uzaysal
rezoliisyon saglar, kisiye madde/ilag
verilmesine gerek yoktur

PET’e gore spesifite ve senstivite
diistik, Glutamat iyi bir sinaptik
belirte¢ degil ¢linkii astrositlerde
de bulunabilir. Ayrica inhibitor
sinapslar1 saymak miimkiin degil

Tablo 4: Beyinde sinapslarin goriintillenmesinde kullanilan temel metodlarin 6zeti (Serrano ve arkadaglar1 2022°den Tiirkgelestirilmistir)

(87)
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Sinapslarin PET ile goriintiilenmesinin popiiler hale gelmesinden 6nce, sinaptik
niceleme ancak otopsi veya cerrahi rezeksiyonlardan sonra beyin numunelerinde in
vitro olarak elde edilebiliyordu. 2010'larin ortalarma kadar elektron mikroskobu ve
sinaptik proteinlerin immiinohistokimyasal etiketlemesi bu tiir analizler i¢in altin
standart yontemlerdi. Simdiye kadar birgok pre- ve post-sinaptik protein sinapslarin in

vitro veya ex vivo goriintiilenmesi ve sayilmasi i¢in kullanilmaktadir (Tablo 5).

25



Lokalizasyon Proteinler Sinapstaki Rolii Bulundugu Sinaps Tiirii
Eksitator sinapslar, astrositler,

vGLUT(1-3) Vezikiiler depolama-Glutamat

mikroglialar
vGAT Vezikiiler depolama-GABA/Glisin Inhibitér sinapslar
Vezikiil Sinapsin 1,2 Mevcut sinaptik vezikiil sayisini diizenleme Tiim sinapslar ve astrositler
Sinaptofizin 1(a,b)  Endositozu diizenleme Tiim sinapslar ve astrositler
) Sinaptotagmin 1 Kalsiyum sensozii, ekzositozu diizenleme Tiim sinapslar ve astrositler
Presinaps SV2(A) Endo- ve ekzositozu diizenleme Tiim sinapslar
Aktif zon Bassoon Aktif zonun organizasyonu ve montaj Tiim sinapslar
SNAP-25 Vezikiiliin flizyonu, Ca regiilasyonu, SNARE {iyesi Tiim sinapslar ve astrositler
Vezikiil flizyon makinesi Syntaxin-1 Vezikiiliin flizyonu, SNARE {iyesi Tiim sinapslar ve astrositler
vVMAP Vezikiiliin flizyonu, SNARE {iyesi Tiim sinapslar ve astrositler
Adhezyon Noreksin Sinapslarin olusumu ve farklilagmasi Tiim sinapslar
Adhezyon Noroligin (1-4) Sinapslarin olusumu ve sag kalim 1,3.4 eksitator sinapslarda 2

inhibitdr sinapslarda

Post sinaptik bolgede reseptor trafigi spine morfogenezi

SNAP-25 L Eksitator sinapslar
ve plastisite
) Eksitator reseptorlerin postsinaptik bolgede PP

Postsinaps _ PSD-95 (a,b) konumlandirilacag yerlerin diizenlenmesi Eksitator sinapslar
Iskelet Homer (1-3) Sinaptogenez Eksitator sinapslar
Shank (1-3) Sinaptogenez ve spine olgunlagmast Eksitator sinapslar
Gefirin Post.51.napt1k bdlgede inhibitdrik reseptdrlerin yerlerinin Inhibitér sinapslar

stabilizasyonu

Tablo 5: Sinaptik yogunlugun 6l¢iimiinde belirte¢ olarak kullanilan pre- ve post-sinaptik proteinlerin 6zeti (Serrano ve arkadaslari

2022’den Tiirkgelestirilmistir) (87)
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Sinapslarin in vivo goriintiillenmesinin altinda yatan kavram, uygun spesifik
radyo-izleyiciler sayesinde sinaptik vezikiillere gomiilii proteinleri hedefleyerek

sinaptik yogunlugun PET goriintiileme ile elde edilebilmesidir (88).

SV2A ve epilepsi arasindaki iliskinin kesfi, sigan beyni ve omuriliginde
LEV’in baglanma bdlgelerini belirlemek amaciyla ilk SV2A radyo izleyicinin yani
[*H]Jucb 30889'un gelistirilmesini tetikledi (89). UCB Pharma'nin (Braine-I'Alleud,
Belgika) LEV’in SV2A’ya baglandigini gostermesi ve LEV’in radyo izleyici isaretli
formlarinin gelistirilerek SV2A’nin izlenebilecegini gostermesi ile birka¢ PET

aragtirma merkezi, SV2A PET radyo izleyicilerinin gelistirilmesine baslad1 (16).

UCB Pharma (Braine-1'Alleud, Belgika) SV2A'nin roliinii ve islevini daha iyi
anlamak ve SV2A’yi isaretleyerek PET ile goriintiillenmesine olanak saglamaya uygun
ozelliklere sahip yiiksek afiniteli ligandlar1 belirlemek amaciyla bir aragtirma progranm
baslatmistir (90). SV2A’ya baglanabilirligi i¢in test edilen 500°en fazla bilesik
denenmistir. Ancak ii¢ bilesik, UCB-A, UCB-H ve UCB-J, farmakolojik ve

etiketlemelerine dayali olarak oncii bilesikler olarak gosterilmistir.

Genel olarak konusursak, bir bilesigin PET ligandi olarak elverisliligi biyolojik
hedefe segiciligine (30 kat ila> 100 kat arasinda), hedefe afinitesine (Kp) (genellikle
diisiik nM araliginda olmalidir) ve ayrica hedefin afinitesi ve yogunlugu arasindaki
iliskiye (Bmax/Kq > 10) baghdir. Diisiik Kp, kisa yar1 6miirlii radyoniiklidlerle kullanim
icin gerekli olan ligand-hedef baglanmasinin yiiksek birlesme oranini ve nispeten
yavag ayrisma oranlarini yansitir. Ancak yiiksek afinite, merkezi sinir sisteminin PET
goriintiilemesinin en biiylik engellerinden biri olan spesifik ve spesifik olmayan
baglanmay1 ayirt etmek i¢in de 6nemlidir. Nispeten diigiik molekiiler agirlikli (> 700
Da) olmasi ve kan-beyin bariyerini gecme yetenegini gosteren orta derecede
lipofilisiteye (logD = 1-3) sahip olmas1 bagarili bir PET ligandi olmanin diger énemli
ozellikleridir (91).

Su anda, yukarida belirtilen iyi bir PET ligandi olma o&zellikleri dikkate
alindiginda ['!CJUCB-J ve ["*F]JUCB-H, norolojik veya psikiyatrik bozukluklari olan
hastalarda SV2A PET goriintiileme i¢in en yaygin kullanilan iki radyo-izleyicidir (16).
SV2A PET'in ilk uygulandig: hasta popiilasyonu TLE hastalartydi. TLE hastalarinin
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hipokampiisiindeki yiiksek baglanma potansiyelini (BPnp) ve asimetri indekslerini
kesfettiler, boylelikle nobet zonunun belirlenmesinde SV2A’nin belirteg olarak
kullanilmasini Onerdiler (18,19). Simdiye kadar epilepsi, Alzheimer hastaligi,
sizofreni, depresyon ve kafa travmasi gibi ndrolojik durumlar i¢cin SV2A’nin in vivo
izlenmesinde ve sinaptik yogunlugun tespitinde bu ligandlar kullanilmistir

(17,19,21,23,92,93).

Bir¢ok klinik hastalik iizerinde insan ¢aligmalar1 yiiriitiilmiis olsa da ilgili
hastalik hayvan modellerini kullanan klinik dncesi arastirmalar, klinik goriintiileme

bulgularini dogrulamak i¢in bilgilendiricidir.

Ancak in vitro SV2A izlenmesinde yani otoradyografi de ''C ve !8F isaretli
UCB radyoligandlari kisa yar1 Omiirlii olduklarindan (sirasiyla yar1 dmiirleri 20.4 dk
ve 109.8 dk) kullanilamamakta ve UCB-J’nin trityum isaretli formu >12 y1l yar1 6mre

sahip oldugundan [*HJUCB-J tercih edilmektedir.

1.9. Reseptor Ligand Baglanma Deneyleri ve Otoradyografi
1.9.1. Otoradyografi

Radyoligandlarin bir hedef proteine spesifik baglanmasi otoradyografi adi
verilen in vitro bir teknikle test edilebilir ve bu yontemle hedef proteininin dagilimi ve
seviyesi Olgiilebilir. Proteinlerin in vitro olarak geleneksel miktar tayini ya western
blot ya da enzime bagli immiinosorbent deneyleri (ELISA) yoluyla antikorlar
kullanilarak yapilir. Bununla birlikte, antikorlarin nicellestirilmesi ¢ogu zaman
yanilticidir ve standart protein Ol¢limlerine oldukca baghdir. Segici bir radyoligand
kullanan otoradyografi, protein miktar tayinine ve baglanma yerlerinin belirlenmesine

daha duyarlidir (87).

Otoradyografi, basitligi ve nispeten diisilk maliyeti nedeniyle yeni gelistirilen
PET izleyicilerini karakterize etmek i¢in yararl oldugunu kanitlamistir, radyoizleyici/-
isaretleyici metabolizmasi, ligand se¢iciligi ve hedef lokalizasyonu hakkinda bilgi
saglar (94). Ayrica, otoradyografi, kemirgen beyinlerinin kii¢iik anatomik yapilarinda
baglanmanin miktar tayinini ve lokalizasyonunu saglayan PET'ten daha yiiksek

uzamsal ¢ozliniirliikli gériintiiler (um vs. mm) saglar. Canli beyindeki uygun sinaptik

28



sayilarin ve baglantilarin 6nemi goz Oniline alindiginda, psikiyatrik ve norolojik
durumlarin arastirilmasi ve teshisi i¢in yogunluklarini belirlemenin dogru yollarina
ihtiya¢ vardir. Ancak sinapslar1 saymak ve yogunluklarin1 dlgmek yeni bir kavram
degil. Aslinda, ¢ogunlugu ex vivo olarak gergeklestirilmesine ragmen, ¢ok sayida
dogrulanmig yontem mevcuttur. Sinaptik yogunlugun in vivo dl¢limii 6nemli dlclide
daha zordur ve yeni goriintiileme yontemleri bunu basarmaya ¢aligmaktadir. PET ile
karsilagtirildiginda ise otoradyografi daha sensitiftir. Yani otoradyografi daha diisiik
miktarlardaki hedefleri daha yiiksek rezolusyonlarda goriintiilememize yarar. Bu da

preklinik caligmalar i¢in oldukg¢a 6nemlidir.
1.9.2. Reseptor Baglanma Teorisi ve Bir Radyoligandin Karakterizasyonu

Reseptor baglama teorisi, Michaelis-Menten'in substratlar1 ve enzimleri iceren
caligmasindan tiiretilmistir (95). Bu teori 1913'ten bu yana ylizyillardir biyokimya
alania hakim olmustur (96). Reseptor baglanma deneylerinde, bir substrat yerine bir
radyoaktif ligand kullanilir ve sonug, ligandin reseptore baglanmasidir. Bu, kiitle

hareketi yasasini tiiretir (Denklem 1).
Denklem 1

(ligand] X [receptor] X K = [receptor - ligand] X K .

Bu denklem tersine ¢evrilebilir bir reaksiyondur. Ligand, reseptdre kimyasal
olarak ayrilamaz bir bicimde baglanmaz. Bu baglanma, bir ligand-reseptoér kompleksi
olusturur. Sonug olarak, ligand reseptdre "baglanabilir" (bu durumda birlesmeni hiz
sabiti kopdur) veya "baglanamaz" (bu durumda ise ayrismanin hiz sabiti kogrtur).
Yukarida bahsedilen bilesenlerin dengede oldugu durumdaki reaksiyonda (Denklem
2), kot ve kon orani ayrigmanin denge sabiti olarak tanimlanir; yani Kp’dir (birimi

nM’dir).

Denklem 2s

[ligand] X [receptor] K ;
[receptor - ligand] K

=K,

on
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Baglanma etkilesiminin giicii (yani afinite), Kp'nin tam tersidir. Dolayisiyla
ligandin afinitesi ne kadar yiiksek olursa, Kp degeri o kadar diisiik olur. Reseptor
baglanma analizlerinin bir diger 6nemli yonii, bir doku Ornegindeki reseptorlerin
toplam yogunluguna veya konsantrasyonuna atifta bulunan Bmax'tir. Reseptor
baglama teorisi, Kp ve Bmax'in dl¢iilmesine yardimci olur. Kiitle eylemi yasasi bu

denklem icin de kullanilabilir (Denklem 3)(97).
Denklem 3

BmaxX F
Kp+F

B =

Denklem 3’te B bagh radyoligand konsantrasyonu oldugunda, F serbest
radyoligand konsantrasyonudur. Uygulamada, bu degerlerin her ikisi de bilinmektedir.
B, testin sonug Olciisiidiir, F ise testte kullanilan konsantrasyondur. B'ye karsi F
konsantrasyonu olarak ¢izilen bu denklem, Bmax'ta yatay bir asimptot ile hiperbolik
bir egri tiretir (Sekil 6). Bu, tiim reseptorleri doyurmak i¢in yeterli F kullaniliyorsa,
B'nin Bmax'a esit oldugu anlamina gelir. Bu egri ilizerindeki diger kritik nokta,
Bmax'in %50'sinde F konsantrasyonudur (Sekil). B, Bmax'in %50'sine (Bmax/2) esit
oldugunda, Denklem 3 F = Kp'yi gosterecek sekilde ¢oziilebilir. Diger bir deyisle, Kp,
reseptorlerin %50'sini doyurmak i¢in gerekli olan serbest ligand konsantrasyonudur.
Bmax ve Kp orani, Mintun ve arkadaslar1 (1984) (98) tarafindan tanimlandig1 gibi

BP'dir (Denklem 4).

Denklem 4

BP - Bmax
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max

%2 B,

max

Bagli ligand konsantrasyonu [B]

Kp

Serbest ligand konsantrasyonu [F]

Sekil 6: Saturasyon baglanma egrisi

Bu simiile edilmis grafikte, serbest ligand konsantrasyonu ([F]) arttik¢a, ligandin
giderek daha fazla kismi reseptorlere baglanir. Tiim reseptor bolgeleri doydugunda,
bagli konsantrasyon ([B]) Bmax'a esittir. Bu hiperbolik fonksiyon, Bmax'in %50'sinde
serbest ligand konsantrasyonuna esit olan ayrigma sabiti Kpmin hesaplanmasina

yardimect olur.

In vitro otoradyografi en verimli sekilde uzun 6miirlii radyoniiklidler ile; yani
1257 (tv4 = 59.4 giin), *C (t%4 = 5730 yil), S (t"%2 = 87.5 giin), 3P (t'2 = 14.3 giin) ve
trityum (PH) ile yapilir. t'%% = 12,3 yil). [''C]- ve ['®F]-etiketli radyoligandlar
otoradyografide kullanilabilse de gerekli olabilecek {iiretim miktar1 nedeniyle
uygulanabilir degillerdir. Trityum, uzun yar1 6mrii ve diisiik enerjili B- emisyonu (18,5
KeV) nedeniyle radyoetiketleme ligandlar1 i¢in en ¢ok kullanilan radyoniikliddir. B-
parcacig1 doku icinde sadece birka¢ mikrometre hareket edebilir, bu da 10 um kadar
keskin bir ¢oziiniirliik saglayan birinci sinif goriintiileme sistemleri ile biiyiik uzaysal

¢oziiniirliik saglar (99,100).

Radyoligandlar genellikle hesaba katilmasi gereken bir miktar spesifik
olmayan baglanmaya (NSB) da sahiptir. Bu nedenle, birbirinin ayni iki bitisik kesit
otoradyografiye tabi tutulur. Otoradyografide bir doku kesiti total baglanmaya (TB)
maruz kalir, yani doku kesiti ile yalnizca radyoligand inkiibe edilir. Diger kesit ise
spesifik olmayan baglanmay1 (NSB)’yi temsil eder, yani radyoligand, hedef icin
yliksek afiniteye sahip hatta 10.000 kat fazla konsantrasyonda ancak radyo isaretleyici

ile etiketlenmemis rekabet eden bir ligandla inkiibe edilir. Bu rekabet eden ligand, tim
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hedef reseptorlere baglanarak onlarin iggal edilmesini saglar. Boylece, radyoligandin

spesifik baglanmasi (SB), Denklem 5 ile hesaplanabilir.

Denklem 5

SB =TB — NSB

Etiketlenmemis ligandin, hedef olmayan baglanma bolgelerine degil, yalnizca
hedefe baglanmasini saglamak i¢in tercihen radyo etiketli liganddan farkli bir
kimyasal yapiya sahip olmalidir (94). Otoradyografi analizleri siklikla {i¢ farkli yolla
gerceklestirilir:

1. Doygunluk (saturasyon) testleri: Kp ve Bmax (bir doku kesitinde veya hedef alanda

goriilebilecek maksimum baglanma ki bu oradaki total reseptdr veya protein
miktarinin gostergesidir)’1 pratik olarak hesaplamak i¢in kullanilir. Bunun igin,
yaklagik olarak ayni reseptor konsantrasyonuna sahip farkli doku kesitleri ayni
radyoligandin artan konsantrasyon serisine maruz birakilir. Bunun i¢in ayni beyin
dokusundaki bitisik anatomik pozisyonlardan alinmig ardisik kesitler kullanilir.
Dengeye ulasan baglanma seviyesi 0l¢iiliir yani ligandin konsantrasyonu artirilsa
da baglanma diizeyi artik degismiyorsa o noktada baglanmanin dengeye ulastigi
diistiniiliir ve lineer olmayan bir grafik modeli kullanilarak uygulanan radyoligand
konsantrasyonuna kars1 baglanma derecesini gosteren bir egri ¢izilir.

2. Inhibisyon (Rekabet, Kompetisyon, Uzaklastirma) deneyleri: Otoradyografi,

rekabet halindeki bir soguk bilesigin (yani radyoaktivitesi olmayan bir bilesik)
afinitesini belirlemek i¢in de kullanilabilir. Bunun i¢in inkiibasyon soliisyonu
icerisindeki radyoligand konsantrasyonu sabit tutulurken, farkli kesitlerde soguk
bilesigin degisen ve giderek artan konsantrasyonlart kullanilir. Radyoligandin
oOlgiilen spesifik baglanmasi, uygulanan soguk bilesigin konsantrasyonuna karsi
egri olarak ¢izilir (fonksiyon olarak) (97).

Bir ligandin ilgilenilen bir hedef proteine baglanma 6zellikleri, ayn1 zamanda,
sabit bir radyoligand konsantrasyonundaki baglanma diizeyinin, bir soguk ligandin
artan konsantrasyonlarimin mevcudiyetinde Olcilildiigii rekabet¢i deneyler ile de
belirlenebilmektedir. Bu deneylerden IC50 degeri belirlenebilir. IC50 degeri,

radyoligand1 baglanma bdlgelerinin  %50'sinden uzaklastiran soguk ligand
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konsantrasyonunu gosterir. IC50 degeri, radyoligandin sabit konsantrasyonuna bagl
olarak deneyden deneye degisebilir. IC50 temelinde, inhibitor sabiti K;, Cheng-Prusoff

denkleminden hesaplanir:

IC50
1+ Xd

Burada [S] radyoligandin sabit konsantrasyonudur ve Kp, doyma deneyleri ile
belirlenen radyoligand i¢in Kp'dir (101). Kj, radyoligand mevcut degilse spesifik
baglanma bolgelerinin %50'sini baglayacak olan soguk ligand konsantrasyonunu

gosterir (102). K; boylece soguk ligandin hedef proteine olan afinitesini tahmin eder.

3. Grup karsilastirmasi: in vivo PET'de ve in vitro diger protein saptama metodlarinda

oldugu gibi, hasta veya model organizmanin kontroliinde veya ila¢ tedavisi
karsilagtirmalarinda hedef proteindeki farki 6lgmek i¢in otoradyografi
kullanilabilir. Bunda, farkli gruplardan elde edilen doku kesitlerine aym
radyoligand konsantrasyonlari eklenir, baglanma 6l¢iiliir ve sonuglar karsilastirilir.
Iki tiir karsilastirma yapilabilir: i) Toplam reseptdér yogunlugu veya Bmax
olgiilebilir ki bu Kp degerinin 4 veya 5 kat tizerinde bir inkiibasyon konsantrasyonu
kullanildiginda miimkiindiir i) Kp ve Bmax'1 birlestiren baglanma potansiyeli veya
BP olgiilir. Bu, Kpden daha diisiik radyoligand konsantrasyonlar1 ile
gerceklestirilebilir. Ornegin, deneydeki degiskenlerin radyoligand afinitesini

degistirip degistirmediginden emin olunmak icin bu tahliller kullanilabilir.

Radyoaktivite goriintiileme, geleneksel olarak rontgen filmleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ancak fosfor goriintii plakalar1 (IP) veya gaz dedektorleri (103)
gibi daha yeni yontemler ¢cok daha yiiksek hassasiyet ve ¢oziiniirliik saglamaktadir.
IP'ler, 1sikla uyarilabilir fosfor (BaFBr:Eu?") ile kaplanmis yar1 esnek ekranlardir.
Radyoaktif beyin kesitleri bu plakalarla yakin temas halinde tutulur. Dokudaki
proteine baglanan radyoniiklidlerden yayilan iyonlastiric1 radyasyon, plaka i¢indeki
Eu?"1 Eu*''ya doniistiiriir ve yayilan elektron da brom iginde hapsolur. 1P isikla

3+1

uyarildiginda brom, yakalanan elektronlar1 serbest birakarak Eu’"'y1 "uyarilmig"

Eu?*'ya doniistiiriir. Uyarilmis Eu?*, goriintii plakasi tarayicisindaki fotogogaltici
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tiipler tarafindan alinir ve 16 bitlik bir goriintiiye dijitallestirilir (yani her pikselin 0 ile
65.536 arasinda bir gri skalaya sahip oldugu parlaklik yayarak stabil hale gelir) (104).
Bir otoradyografi deneyi gerceklestirmek icin gerekli pratik adimlar Sekil 7'de
gosterilmistir. Yeni bir radyoligand degerlendirildiginde, bizim ¢laigmamizda da

oldugu gibi ¢ok sayida degerlendirme ve optimizasyon yapilir.

= .
U x g (— ‘ = —l
Dondurq_lmus(beyin Kesit alma Preinkiibasyon ile
dokusu ornegi yikama

In-vitro otoradyografi

Radyogligand ile
inkiibasyon
|mage P ; 1 {

Kaset igerisinde fosfor

Goriintileme ile plakaya maruz birakma Yikama ile
otoradyogramin baglaqmayan
eldesi radyoligandin

uzaklastiriimasi

Sekil 7: Otoradyografi basamaklari

Enzim veya reseptor hedeflemesi ilk olarak 1939'da [!*!'T]-iyodiir kullanilarak
insanlarda gergeklestirilmistir. O zamandan beri, bu alanda uzun bir yol kat edilmistir.
2010 yilinda, 2600 yeni radyoligandin in vitro veya in vivo olarak test edildigi ve
bunlarin %20'sinin insanlarda test edildigi tahmin edilmektedir (105). Terapotik
etkinlikleri dogru bir sekilde degerlendirmek i¢in ilag¢ gelistirmeden once bir PET
radyoligand: gelistirilmelidir. Radyoligand gelistirme asamasi, once hedef se¢imi ve
radyokimya ile baslar, sonra in vitro ve in vivo testler ile devam eder ve son olarak

insan Uzerindeki testler ile tamamlanir.

Radyoligand gelistirmenin ¢ok maliyetli bir is oldugunu belirtmek gerekir.
Maliyet, radyo-etiketleme, hayvan caligmalari, insan c¢alismalar1 vb. ile iligkilidir.
Radyoligand gelistirmenin bu multidisipliner yaklagiminda kimyagerleri, biyologlari,
fizikgileri ve matematikcileri iceren ve farkli adimlarda ve siireglerde gerekli
olabilecek muazzam bir maliyeti vardir. Bu mali yiikii azaltmanin tek yolu iiretilen

veri kalitesini etkilemeden tiim asamalarda optimum sonuglar tiretmektir. Bunu akilda
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tutarak, asagida agiklanan tiim adimlar, bir radyoligandin basarisini giivenle dnermek

icin gereken deney sayisini azaltarak yiiksek kaliteli veriler liretme niyetindedir.
1.9.3. Hedef Tamimlama ve Radyokimya

Genomik Oncesi ¢agda, ila¢ etkinligi calismalari, in vitro deneyler ve/veya
postmortem caligmalarin yardimiyla hastaliklarin genetik baglantilar1 bulundu ve bu
da hastaliklarin temelinde olabilecek ilgili hedef proteinler i¢in ipuglar1 dogurdu. Son
yillarda, gen haritalama ve dizileme nedeniyle ek ve daha ileri genetik hedefler
belirlendi (105). Bununla birlikte, PET ve otoradyografi gibi orijinal ve konvansiyonel
yaklagimlar hala glindemdedir, gilivenilirdir ve olduk¢a basarili sonuglar
saglanmaktadir. Molekiiler biyolojideki ilerlemeler nedeniyle, ilgi duyulan bir¢ok
hedef daha da belirgin sekilde ortaya cikti ve radyokimyasallarin hedefe olan
ozgiinliiklerinin artirilmasinda fayda sagladi. Merkezi sinir sistemi alani igindeki ilgili

hedefler (reseptdr, protein vs.) asagidakileri igerir, ancak bunlarla sinirli degildir:

1. Potansiyel ila¢ hedefleri olan veya olabilecek tek bir proteinin goriintiillenmesi

(Levetirasetamin hedefi olarak SV2A)

2. Qlag hedefi olmayabilen ancak ayirict tami ile ilgili olan tek bir proteinin

goriintiilenmesi (Sinaptik dansitenin/sinaps sayisinin bir belirteci olarak SV2A)

3. Protein kiimelerinin goriintiilenmesi, kiime halinde bir grup proteinin hastaligin
ilerlemesi  i¢in  belirteg  olarak  kullanilabilecegi  durumlarda  (6rnegin

ndrodejenerasyonda Amiloid B, ve tau proteinlerinin birlikte goriintiilenmesi gibi)

4. Norobiyolojiyi anlamaya yardimci olabilecek hedef her tiirlii protein veya enzim
icin goriintiileme (6rnegin nikotik asetil kolin reseptdrlerinin goriintiilenmesi veya

inflamasyonun bir belirteci olarak TSPO proteininin goriintiilenmesi).
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2. GEREC-YONTEM
2.1. in-vivo Temporal Lob Epilepsi Modeli

Calisma protokolii Kurumsal Hayvan Bakim ve Kullanim Komitesi tarafindan
onaylanmistir (Onay no. EGEHAYMER-2019-003) ve tiim c¢aligmalar Laboratuvar

Hayvanlarmin Insani Bakimi ve Kullanimi Politikasina uygun olarak yapilmustir.

Iyi bir bilimsel ¢aligma sordugunuz bilimsel sorulara yanit ararken kurdugunuz
hipoteze yonelik en uygun test yontemlerinin se¢ilmesi ile ve hipotezinizi test ederken
kullandiginiz yontem ve gereglerin gegerliligi ve tekrarlanabilirligi ve en dnemlisi
neden o yontemleri sectiginizi agiklayabilmenizle miimkiindiir. Bu amagcla asagida bu
tezin olusturulmasinda kullandigimiz deneysel yontemi ve sebeplerini agiklayarak

basliyoruz.

Yapilan ¢aligmalara gore sistemik ve intraserebral KA uygulamasi noronlarda
asir1 uyarilmaya ve eksitotoksisiteye sebep olan iyi bir epilepsi modeli olugturmaktadir
(106). Bu tez c¢alismasi kapsaminda sonuglarin tekrar edilebilirligi ve metodlar

arasindaki tutarhilik agisindan her iki modeli de kullanmay1 uygun gordiik.

Calhismamizda hem sistemik hem lokal modelin kullanilacak ve

Kkarsilastirilacak olmasinin altinda vatan metodolojik sebep:

Sicanlarda hem sistemik hem de intrahipokampal enjeksiyonlarin, KA
reseptorlerine etki ederek eksitotoksisiteye ve epileptik ndbetlere neden olacagini
biliyoruz (106). Hipokampus, KA eksitotoksisitesi i¢in en savunmasiz bolgedir ve
epilepsi patolojisi i¢in nobet baglangic noktasi olarak adlandirilir (25). Uygulamalar
ister sistemik (i.p.) ister intrahipokampal yapilsin hipokampilis KA’ten en ¢ok
etkilenen bolge olacaktir. Ancak sistemik KA uygulamasinin indiikledigi ndronal
lezyonlar daha fazla bolgeyi kapsamaktadir. Ciinkii korteks, serebellum, bazal
ganglionlar, talamus gibi ekstrahipokampal bdlgelerin de KAR vardir. KA
eksitotoksisitesi bu bolgeleri de etkilemekte ve noronal degisikliklere neden
olmaktadir (107). Bu siire¢ farkli beyin bolgeleri arasinda ndbetlerin yayilmasinda rol

oynayabilir.
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Intrahipokampal ve sistemik enjeksiyonlar sonrasi status epileptikusa kadar
olan latent periyod, davranis belirtileri, latent ve kronik ddnemlerin
elektroensefalografik ozellikleri benzer sonuglar dogurmaktadir. Ana fark, her
uygulama yolunun neden oldugu néropatolojik hasarin kapsamudir. Intraserebral
uygulama temporal lob epilepsili insanlarda oldugu gibi, tek tarafli temporal lob
lezyonlar1 iiretmektedir (108). Bir metodun ya da digerinin se¢imi cevaplanmasi
gereken sorulara bagli olacaktir. KA’nin intraserebral uygulamasi sinirl patolojik
lezyonlarda epileptiform aktiviteyi, SV2 izoformlarinin hipokampiisteki ve
projeksiyon yaptig1r bolgelerdeki degisimlerini arastirmak icin kullanilabilir. Oysa
birden fazla beyin bdlgesinin KA’ya hassasiyetini ve tiim beyinde SV2 izoformlarinin
daha yaygm bir epileptik duruma yanitin1 incelemek igin sistemik uygulama

kullanilmalidir.

Kainik asidi intrahipokampal yolla uyguladigimizda, bu model temporal lob
epilepsisini birebir taklit edecek ve nobet baslangic bolgesi hipokampus olacak,
eksitotoksisite 6zellikle bu bolgelerde meydana gelecektir (108,109). Nobetler, sadece
iktal aktivitelerle diger bolgeler arasinda yayilacak (110). Bu modelde
eksitotoksisitenin bolgeler arasi yayilmasi beklenmemektedir sadece iktal aktivite ve

desarjlar yayilacaktir.

Ote yandan, KA ip olarak uygulandig1 zaman, ¢ogunlukla yine hipokampiise
etki ederek hipokampal bdlge kokenli nobetlere yol acacak (giriste bahsedildigi gibi
KAR’larin hipokampiiste zengin olmasindan dolay1) ancak bunun yami sira
hipokampiis dist bolgelere de ulasan KA bu bolgelerdeki reseptorleri araciligiyla da
ekstrahipokampal ndbet baslangic bdlgeleri olusturabilecektir (111). Intraserebral ve
sistemik uygulamalar sonucu olusan ndropatolojik deigsiklikler ayni olmasina ragmen

bu degisikliklerin kapsami sistemik uygulamalarda daha biiytiktiir.

Ozetlemek gerekirse; intrahipokampal enjeksiyon, hipokampiisiin CA3-CA4
bolgelerini tercihli bir sekilde tahrip etse de sistemik KA uygulamasi, total beyin
eksitotoksisitesine neden olmaktadir. Literatiir incelendiginde ister sistemik ister
serebral uygulama yoluyla olsun KA epilepsi modelleri ile SV2A seviyeleri arasindaki

iliski kurulmamistir. Bu sebeple SV2A’nin KA ile indiiklenen epilepsi patolojisindeki
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roliinii ortaya koyarken her iki modeli de degerlendirmek ve varsa modeller arasi
farkliligr ortaya koymak oOnemli olacaktir. Ciinkii calismanin amact SV2A’nin
epilepside sadece hipokampal bolgede nasil degistigi degil; SV2 seviyeleri agisindan
ekstrahipokampal bolgelerdeki farkliliklar1 da belirlemek ve bdlgeler arasi nobet
yaytliminin degerlendirilmesinde SV2A bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilir mi

sorusunun cevabini ararken her iki modeli birlikte degerlendirerek karsilastirmaktir.

Calhismamizda intraserebral uygulama olarak intraserebroventrikiiler

veya intraamigdaloidal enjeksivonun degil intrahipokampal uygulamanin

secilmesinin ve doz seciminin arkasindaki sebep:

Levesque ve Avoli’nin 2013 (24) yilinda yaptig1 derleme makalede KA’ ’nin
intraserebral ve sistemik uygulamalarmin meydana getirdigi noropatolojik,
davranigsal ve elektroensefalografik oOzellikler incelenmektedir. Burada KA’nin
intraserebral uygulama ile verilmesi i¢in 3 farkli uygulama bi¢imi 6nerilmektedir: 1.
Intraserebroventrikiiler (i.c.v.), 2. Intraamigdaloidal, 3. Intrahipokampal (IHP)(24).
Literatiir incelendiginde KA’nin i.c.v. enjeksiyonlarinda 0.8 pg’dan daha yiiksek
dozlar kullanildiginda hipokampiisiin kaudal bolgeleri hasaralanmakta ¢iinkii verilen
doz beyin omurilik sivisinin dolastig1 tiim beyin dokularini etkilemekte ve 6zellikle
smirlt bir sekilde lokal olarak hipokampiiste ndbet baslangi¢ zonu olusturulmasinin
online ge¢mektedir (112). Beynin tiim bdlgelerinin KA eksitotoksisitesinden
etkilenmesini istedigimiz uygulama grubu zaten sistemik (i.p.) uygulama ile
olusturulacaktir. Intraamigdaloid enjeksiyonlar da ise hem mortalite orami diger iki
uygulamaya gore daha yiiksektir hem de noébet basglangic noktasi amigdala olup
ndbetler buradan Once ipsilateral hipokampiise sonra kontralateral amigdala ve
hipokampiise ulagir (112,113). Ayrica yine intraamigdaloid enjeksiyonlarda generalize
ndbetler elde etmek i¢in letal doz olan 1.6 pg’lara kadar ¢ikilmasi gerekmektedir bu
da mortaliteyi %55’e yikseltir ve salivasyon ve exophthalmos gibi ek
komplikasyonlara da yol agar (112,114). Intrahipokampal enjeksiyonlar ise 6liim
oraninin daha az olmasi, 0.4-1.0 pg gibi ilimli KA dozlarinin kullanilmasi, spesifik
olarak hipokampiisin CA3 ve CA4 noéronlariin hasarlanmasi, nobet baslangic

zonlariin hipokampiis olmasi agisindan bizim ¢aligmamiz i¢in daha uygundur (115).
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Noronal dejenerasyonlarin tipi, davranigsal sonuclar, elektroensefalografik
ozellikler her 3 uygulama grubunda da ayni olmasina ve temporal lob epilepsisini iyi
bir sekilde temsil etmelerine ragmen hipokampiise spesifik sirli bir uygulama
yapilmas1 amaglandigindan ve ndbetlerin hipokampiisten baslamasi istendiginden
ozellikle intrahipokampal uygulama tercih edilmistir ve sistemik uygulama ile

karsilastirilmistir.

2.1.1. Deneysel Dizayn 1: Sistemik KA Uygulamas: ile Epilepsi Modeli

Olusturulmasi

Eriskin erkek siganlar (ortalama 200-250 gr) standart 12 saat 1s1k 12 saat
karanlik dongiistinde tutularak su ve gidaya erisimleri serbest birakilmigtir. Tiim
deneyler deney hayvanlar yerel etik kurulunun kurallarina ve hayvan refahina uygun

yapilmustir.

Sistemik KA ile indiiklenen TLE olusturmak i¢in Sprague-Dawley yetiskin
erkek siganlara (200-250 g) 10 mg/kg KA intraperitoneal olarak uygulanmistir.
Verilecek KA miktar1 her bir siganin viicut agirligina gore belirlenmistir, steril salin
sollisyonu icerisinde c¢ozdiiriilen KA soliisyonu 6nce pH’s1t 7.4 olacak sekilde
ayarlanip sonra oda 1sisinda intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte edilmistir. Her bir
hayvana enjekte edilen hacimsel miktar kalbe olan vendz doniisiin artisin1 6nlemek
icin 300 mikrolitre olarak belirlenmistir. Zamana dayal1 bir ¢aligma olusturmak igin,
hayvanlarin beyinleri farkli zamanlarda 6rneklenmistir (1, 3, 5, 10, 15, 30, 60 ve 90
(status epileptikustan sonra gegen giin sayisina gore (pds)). Hayvanlar gruplara
rastgele atanmistir ve her grupta (n=8) olacak sekilde ayarlanmistir. Kontrol grubu
intraperitoneal steril salin enjeksiyonu ile olusturulmustur ve ayni 6rneklem gruplari
(enjeksiyondan sonra 1, 3, 5, 10, 15, 30, 60 ve 90 giin sonra), her grupta n=8 olacak
sekilde gruplanmistir. Sakrifikasyon ketamin (75-100 mg/kg i.p.)- ksilazin (10 mg/kg

1.p.) anestezisi altinda servikal dislokasyon ile yapilmistir (Sekil 8).
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x
w

Nobetlerin derecelendirilmesi

Sekil 8: Sistemik deneysel tasarim

2.1.2. Deneysel Dizayn 2: Lokal KA Uygulamasi1 ile Epilepsi Modeli

Olusturulmasi

Eriskin erkek siganlar (ortalama 200-250 gr) standart 12 saat 151k 12 saat

karanlik dongiisiinde tutularak su ve gidaya erigimleri serbest birakilmistir.

Hayvanlar 6nce viicut agirliklarina gore belirlenen ketamin (75-100 mg/kg
1.p.)- ksilazin (10 mg/kg i.p.) anestezisi altina alinmigtir. Daha sonra agr1 algilart ayak
tabanini bir pensle sikistirma yontemi ile kontrol edilerek agr1 duyulart olup olmadigi
kontrol edilmistir. Agrili uyarana ayaklarin1 ¢ekerek yanit veren hayvanlara ek doz
anestezik yapilmistir (6nceki dozun yarisi kadar). Anestezi altindaki siganin kafa derisi
trag edilmistir ve batikonla temizlenmistir. Bistiiri ile ortalama 1 cm uzunlugunda diiz
ve net bir kesik atilmistir. Aciga ¢ikan kafatasinda kaygan bir zemin yaratan periost ve
bag dokunun uzaklastirilmasi saglanmistir. Bregma ve gercek lambda noktalar1 bir
stabilo kalem yardimu ile ayrimi1 gozle daha kolay olacak sekilde isaretlenmistir (Sekil
9). Hayvan daha sonra stereotaksik ¢erceveye kulak barlari yardimi ile oturturulmus,
cenesi de ayni stereotaksik cer¢evenin agizlik kismina sabitlenmistir. Bu asamada
hayvanin dilinin hava yolunu kapatmamasina 6zen gosterilmistir. Hayvan g¢erceveye
sabitlendikten sonra kafatasinin diiz bir diizlemde oldugundan emin olunmus eger

egim varsa gerekli diizenlemeler yapilmistir (Sekil 10).
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Sekil 9: Kafatasinda Bregma ve Lambda gibi referans noktalarin gosterilmesi

Stereotaksik cihazda bulunan hem drill hem de enjektoére bregma ve lambda
noktalar1 tanitilmig, atlas entegre otomatik bir sistem olan cihazda hedef bdlge
otomatik olarak secilmistir. Enjeksiyon i¢in secilen koordinat hipokampiisiin CA3
bolgesidir ve Paxinos and Watson’in sican beyin atlast kullanilarak (116)
belirlenmistir. Bregma referans noktasi alinarak ve anterior posterior (AP) —2.04 mm;
mediolateral (ML) 1.10 mm; dorsoventral (DV) 3.81 mm koordinatlar1 kullanilmistir.
Bu koordinat hipokampiisiin en rostral kismindaki CA3 grubu hiicreleri
hedeflemektedir. Bu koordinatin segilmesinin sebepleri 1) bu bolge hipokampiisiin en
rostal yani anterior-posterior diizlemde en u¢ noktasidir. Dolayis1 ile CA3 hiicre
grubuna toksin enjekte edilirken, enjektdr ucunun oradan gegerken olusturacagi
travmatik hasarimin hacimsel olarak kapsaminin en aza indirilecegi alandir ve inceleme
yapilacak bolgelerde yani hipokampiisiin daha kaudal ve ventral bolgelerinde (yani
bregmaya -3.6 mm ve -5.2 mm mesafesindeki CA3 hiicrelerinde) goriilen etkinin
enjeksiyonun kendi travmatik hasar1 olmadigindan sadece KA’nin yikici etkisi
oldugundan emin olunacaktir 2) Dorso-ventral diizlemde bu koordinat daha dorsaldeki
bir CA3 bolgesini hedeflediginden yine bu diizlemde enjektdriin gidecegi mesafenin
en minimal mesafe oldugu saptamistir, boylelikle baska iligkili beyin dokularina
verilen travmatik zararin kapsami minimal diizeyde tutulmustur. 3) Bu nokta beyni
besleyen ana arterlerden uzaktir ve enjeksiyonun kanama ya da hipoksi olusturma

etkisi bu sekilde elimine edilmeye ¢alisilmistir.
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Enjeksiyondan once hedef bdlgenin hemen iizerindeki kafatasi kemiginde
ortalama 0.8 mm (bu mesafe hayvandan hayvana farklilik gostermektedir) drill
yapilmis, drille kafatasinin asildigi diisiiniildiigiinde kortekste bir hasar vermemek i¢in
kontrollii ilerleme yapilmis ve bir insiilin enjektorii ile gercekten duranin asilip
astlmadig1 kontrol edilmistir. Daha sonra yukarida verilen koordinatta enjeksiyon
gerceklestirilmistir. Hayvanlara bu otomatize stereotaksik robot (Neurostar GmbH,
Almanya) kullanilarak steril salin i¢inde ¢oziindiiriilmiis 0.8 pg/2 pl (1.875 mM) KA
enjekte edilmistir. Enjeksiyon 30 gauge kaniil ile 1.0-ul Hamilton mikrosiringasi
kullanilarak, akis hiz1 1ul/dk olacak sekilde gergeklestirilmistir. Uygulama hizi KA
gibi glutamaterjik sistemi uyaran ajan veya toksinler i¢in onemlidir. Ciinkii ketamin
ksilazin gibi NMDA reseptor blokaj1 yapan ajanlar ile anestezi saglanmisken tam tersi
antagonistik bir mekanizma ile NMDA reseptorlerine baglanip uyaran KA gibi bir
madde aniden enjekte edildiginde sicanlarin stereotaksik girisimi esnasinda
uyanmalarina sebep olabilir. Ayrica enjeksiyon i¢in girilen bolgede enjeksiyondan
sonra 5 dk beklenerek soliisyonun geri tepmesi engellenmistir. Enjeksiyon tek tarafli
(unilateral) gergeklestirilmistir. Enjeksiyonun yapildigir bolgedeki kafatasi agiklig
dental dolgu maddesi ile kapatilmistir. Dental dolgu maddesi s1v1 ve kat1 formda olan
iki kimyasalin karistirilmasi ve polimerize olmast ile is gormektedir. Ancak polimerize
olurken 1s1 ¢ikartmayan bir malzeme secilmesi onemlidir. Bu polimerizasyon stiresi 2
dk icerisinde tamamlanir ve hayvan anesteziden uyanmadan once siitur islemi, tek ve
devamli siitur tipi halinde yapilmis, hayvanlara batikon ve lidokain agr1 kesici
uygulamasi yapilmistir. Hayvanlar dikisleri iyilesene kadar tekli kafeslerde tutulmus

(ortalama 4-5 giin). Giinliik post-operatif bakimlar ise aksatilmamistir (Sekil 11).
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Sekil 10: Stereotaksik enjeksiyon

Ayni sekilde kontrol grubuna da 2 pl steril % 0,9’luk izotonik salin soliisyonu
ayni koordinatlara enjekte edilmistir. Kontrol hayvanlar1 sham operasyon geg¢irmis
enjeksiyonun igerigindeki farklilik haricinde kontrol hayvanlari her tiirli sekilde KA

uygulanan hayvanlarla ayn1 uygulamalara tabi tutulmustur.

Intrahipokampal uygulama bdlgesinin dogrulugunun gésterilmesi igin 1 sicana
2ul KA solusyonu karistirilmig 2pul evans mavisi enjekte edilerek enjeksiyon bolgesi

gosterilmistir.
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Sekil 11: Hayvanlarda cerrahi girisim prosediirleri

A) Bistiiri ile kafa derisinin ac¢ilmas1 B) bag dokunun temizlenmesi C) hayvanin
stereotaksik cergeveye yerlestirilmesi D) drill ve enjeksiyon E) dental dolgu maddesi

uygulamasi F) Siitur atma

Uygulamalardan sonra yine lokal uygulama tasariminda da sistemik uygulama
tasariminda oldugu gibi zamansal bir izlem siireci olusturulmus benzer sekilde
siganlarin beyinleri farkli zamanlarda 6rneklenmistir (1, 3, 5, 10, 15, 30, 60 ve 90
(status epileptikustan sonra gecen giin sayisina gore). Hayvanlar gruplara rastgele
atanmis ve her grupta n=8 olacak sekilde ayrilmistir. Kontrol grubu ise
intrahipokampal salin enjeksiyonundan sonra 1, 3, 5, 10, 15, 30, 60 ve 90 giin olarak
farkl1 gruplara ayrilmistir. Otanazi ketamin (75-100 mg/kg i.p.)- ksilazin (10 mg/kg
1.p.) anestezisi altinda servikal dislokasyon ile yapild1 (Sekil 12).
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Wistar erkek sigan
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Sekil 12: Lokal deneysel tasarim

Hem gri tonlu hem de renklendirilmis otoradyogramlar gézlendiginde (Sekil
13) her hayvanda enjeksiyon bolgesi mikroenjektoriin gecerek hasarladigi dokudan ve

otoradyogramda olusturdugu silik goriintiiden dogrulanmistir.

Bregmaya -1.88 mm
uzakliktaki enjeksiyon

Sekil 13: Enjeksiyon bolgesinin dogrulanmasi
2.1.3. Nobet (konvulsiyon) derecelerinin ve sikh@nin Racine skalasma gore

degerlendirilmesi

KA modeli, epileptik insanlarda da gozlemlendigi gibi, baslangigta yikict bir
hasar meydana getiren status epileptikus ve bunu takiben tekrarlayan nobetler ortaya

cikana kadar gozlenen bir latent period meydana getirerek iyi bir epilepsi modeli
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olusturur (24). Calismamizda hayvanlarda epilepsi olusumu nobet (status epileptikus)
gecirilmesi ile belirlenmistir ve ndbetler derecelendirilmistir. Enjeksiyondan sonra
tiim siganlar izlenmis ve video kayitlar1 alinmistir (Sekil 14). Intrahipokampal KA
uygulanmig hayvanlar anesteziden uyandiktan ortalama 2 saat sonra ve intraperitoneal
KA uygulamasindan ortalama 20 dakika ila 3 saat sonra nobet gecirdigi gozlenmistir
ki bu veri literatiirle uyumludur (117,118). Bu silirede ndbet gegirmeyen hayvanlar
KA’ya karst direngli  olabilecekleri  disiiniilerek  ¢alisma  sonuglarinin

standardizasyonu i¢in ¢aligmadan ¢ikarilmistir.

Sekil 14: Video goriintiileme ve davranissal degerlendirme sistemi

Nobet degerlendirmesi, Racine'nin nobet siniflandirmasina dayanarak
yapilmigtir (119). Kullanilacak degerlendirmeler su sekildedir: reaksiyon yoksa 0;
stereotipik agiz hareketleri, goz kirpma ve hafif fasiyal klonuslar var ise 1; kafa
sallama ve c¢oklu fasiyal klonuslar varsa 2; 6n ekstremitede ani myoklonik refleksler
ve seyirmeler gozlenirse 3, 6n ekstremitede klonik konvulsiyonlar ve ayaga kalkma
hareketleri meydana gelirse 4, genel klonik konviilsiyonlar ve denge kaybi1 gozlenirse
5 puanlama degeri kullanilacaktir (Sekil 15). Status epileptikus en az 40 dakika siiren
generalize konvulsiyonlar olarak tanimlanmaktadir ve Racine’in siniflandirmasinda 4.
ve 5. puanlama derecesi status epileptikus kapsamina girmektedir (117). Bu nedenle
sadece 4. ve 5. dereceye ulasarak status epileptikus gegiren hayvanlar calismaya dahil

edilmistir.
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Sekil 15: KA ile tedavi edilen siganlarda nobet derecelerinin gosterilmesi

A) Wet-Dog shake (Islak kopek tarzi silkelenme) B) On ekstremitede klonus C) Ayaga
kalkma, sahlanma D) Tonik-klonik aktivite, postiir kaybi ve ardindan diisme,

ekzoftalmi ve tiikiiriik salgilanmasi esliginde

Deneyin  sonlandirilmasinda  anestezi  altinda  servikal dislokasyon
kullanilmistir. Enjeksiyon sonrasi hem i.p. hem de intrahipokampal uygulama
grubunda boliim 2.1.1 ve 2.1.2°de belirtildigi gibi farkli zamanda (ilk ndbetten 1 giin,
3 giin, 5 giin, 10 giin, 15 giin, 30 giin, 60 giin, 90 giin sonra) érnekleme yapilarak nobet
sonrasi zamansal degisimler ortaya konulmustur. Deney sonunda beyin bolgeleri buz

iizerinde disekte edimistir.
2.1.4. Kesit Alma Asamalar

Kesitler Leica marka frozen mikrotom kullanilarak alindi. Dondurucudan
cikarilan beyin ornekleri 6nce 15 dk mikrotom igerisinde -20°C ye uyum saglayana

kadar beklendi. Bu asama kesit alirken doku yirtilmasi olmamasi adina dnemlidir.
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Daha sonra beynin kaudal kismi bir bistiiri ile diiz olacak sekilde kesildi ve doku
gdmme maddesi ile mikrotom’un tutucu kismina sabitlendi. On ¢alismamizda 8-20 pm
araliginda bir kalinliga sahip bir kesitin otoradyografi ¢alismasi i¢in uygun oldugu
anlasildi. Hedef proteinin 6l¢iilmesi istenilen her bir bolge (Region of interest, ROI)
anatomik veya histolojik hiicre tabakalari, sigan beyin atlasina gore belirlendi ve
kesitler sican beyin atlasinda belirtilen bregmaya olan uzakliklarina uygun sekilde
alind1. Her bir ROI i¢in bir lam {izerine 4 veya 5 ardisik kesit alinarak teknik replikalar
olusturuldu. Ayrica bir hayvan i¢in bu sekilde en az 3 lam olusturuldu (Sekil 16).

Sekil 16: Kesit alma agamalari
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2.1.5. Hedef Bolgeler (ROI)

Kesitin bregmaya

olan uzakhg ROI (Hedef bolge) Sag Sol Total
(mm)
Prefrontal Korteks + + +
+3.2 Orbitofrontal Korteks + + +
Singulat Korteks + + +
Striatum (CPU) +
+1.2 Sensori-Motor Korteks +
Nukleus Akumbens +
-0.9 Korpus Kallosum - - +
Cal + + -
Ca3 + + -
Dentate Girus + + -
-3.6
Talamus - - +
Hipotalamus - - +
Temporal Korteks + + +
Piriform Korteks + + +
Ventral Hipokampiis + + +
dCAl + + -
vCAl + + _
Dentat Girus GD (granular
-5.2 dorsal) + + -
Dentat Girus GD (granular
+ + -
ventral)
vCA3 + + -

Tablo 6: Olciim yapilan ROI’lerin tablo halinde verilmesi

Tablo 6’da hedef proteine baglanan radyoligandin baglanma seviyesinin
Olgiilecegi bolgeler ve atlasa goére anatomik pozisyonlar1 ve adlandirilmalar

belirtilmigtir. Ayrica enjeksiyon yapilan taraf ile yapilmayan taraf arasinda bir
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karsilagtirma yapilip yapilmadigi da spesifik olarak o bolge igin belirtilmistir. Sekil
17°de ise atlas tlizerinde Ol¢iim yapilan RO[I’lerin smirlart renkli ¢izilerek

gosterilmistir.
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Sekil 17: Ol¢iim yapilan ROI’lerin atlas iizerinde simirlariin gésterilmesi
Bregmaya olan mesafelerine goére A) +3.2 mm B)+1.2 mm C) -0.92 mm D) -3.6 mm E)
-5.2 mm

2.1.6. Radyoligand Baglama Calismasi
2.1.6.1. [PHJUCB-J'nin memeli sinir dokusunda baglanma 6zelliklerinin belirlenmesi

Oncelikle protokoliin optimize edilmesi icin otoradyografi kullamlarak,
SV2A'y1 hedefleyen radyoligand [*H]JUCB-J'nin baglanma o6zellikleri, sigan, domuz

ve insan olmak {izere {ic memeli tiirliniin serebral korteksinde arastirildi.

Otoradyografinin dogrulanmasi ve optimizasyonu i¢in si¢an beyinleri
kullanildi. Ancak bu siganlar yukarida in vivo temporal lob epilepsisi modelinin
olusturulmasinda kullanilan siganlardan bagimsiz siganlardir ve Kopenhag iiniversitesi
vivaryum’undan uygun etik kurulla elde edilmistir. Bu ¢alismalarda bir disi Sprague
Dawley sican1 (Charles River (Almanya)) ve bir erkek Long Evans sigani (Charles
River (Almanya)) kullanildi. Sprague Dawley sigani 12 haftalikken ve Long Evans 20
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haftalikken (~400g) sakrifiye edildi. Beyinler hizla ¢ikarildi ve tamamen donana kadar
toz haline getirilmis kuru buz {izerine yerlestirildi. Ayrica 9 haftalikken (~ 20 kg)
sakrifiye edilen bir disi evcil domuzdan (ID #123) bir domuz beyni elde edildi.

Insan korteksi, ilaca direngli temporal lob epilepsisinin tedavisi icin beyin
cerrahisi sirasinda temporal korteksin boliimlerinin rezeksiyonu yapilan 38 yasindaki
bir kadin hastadan (Hasta kodu: HB53) elde edildi. Dogrulama i¢in kullanilan tim
beyinlerden, bir kriyostat kullanilarak 20 pm kalinliginda si¢anlar i¢in koronal olmak
kaydiyla kesitler alindi ve Onceden pozitif yilikle kaplanmis lamlara yerlestirildi
(Superfrost PLUS kat. # JISO0AMNZ, Thermo Scientific). Kesitler daha sonra oda

sicakliginda bir saate kadar kurutuldu ve kullanilana kadar -80°C'de saklandi.
Kullanilan bilesikler ve radyoligand isaretleyici-izleyiciler:

Radyoligandlar yani [PHJUCB-J (UCBI1537649, (R)-1-((3-((11)C-metil-
(11)C)piridin-4-il)metil)-4-(3,4,5-triflorofenil)pirrolidin-2 - bir) bilesikleri, UCB
pharma sirketi (Braine I'Alleud, Belgika)’nde sentezlendi ve Quotient Bioresearch Ltd.
(Birlesik Krallik) tarafindan radyo-etiketlendi. Bu bilesigin spesifik aktivitesi 24
Ci/mmol ve radyokimyasal konsantrasyonu 1 mCi/mL (20.04.2016) olarak belirlendi.

Her deney icin deney giiniine ait spesifik aktivite belirlendi.

Brivaracetam (BRIVIACT, 10 mg/mL) ve Levetiracetam (KEPPRA, 100
mg/mL), farmasdtik iirlinler olarak UCB Pharma S.A'dan (Briiksel, Belcika) elde

edildi ve Rigshospitalet'teki eczane tarafindan saglandi.

Her ii¢ tiirden (insan, domuz, si¢an) elde edilen beyin kesitleri hem gri hem de
beyaz madde i¢eriyordu. SV2A, presinaptik vezikiillerin zarinda konumlandig igin,
kesitlerin sadece gri cevher kisimlarinda [FHJUCB-J baglanmasi gozlendi beyaz
cevherde gozlenmedi (Sekil 18). inkiibasyon soliisyonuna [PHJUCB-J’nin yani sira 10
mM olan yiiksek bir Levetiracetam konsantrasyonunun eklenmesiyle, radyoligandin
neredeyse tamamen uzaklastigi ve baglanma gostermedigi gozlendi. Bu, [PH]JUCB-

J'nin baglanmasinin SV2A'ya yani sinapslara 6zgii oldugunu gostermektedir.
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" insan Domuz Sigan

Sekil 18: Insan, domuz ve sigan bdliimlerinin goriintiisii
(Bu galisma V. Fagerholt ile is birligi icinde yiiriitiilmiistiir.)

Gri ve beyaz cevher, insan kesitinde sirasiyla G ve W kisaltmalar1 ile
gosterilmektedir. Her tiir i¢in sol taraftaki kesitler 6 nM [PH]JUCB-J ile inkiibe edildi
ve total baglanma gosterildi. Sag taraftaki kesitler ise 6 nM [PH]JUCB-J ve 10 mM
levetirasetam ile inkiibe edildi ve spesifik olmayan baglanma gdsterildi. Soldaki total
baglanma kesitlerinde tiim gri cevher siyahtir, bu da neredeyse hi¢ baglanmanin
goriilmedigi beyaz cevhere kiyasla gri cevherde [PH]JUCB-Jnin yiiksek oranda
baglandigin1 gosterir. Spesifik olmayan baglanmay1 gosteren kesitlerde neredeyse
higbir [PHJUCB-J baglanmasi gozlemlenmedi. Ancak yine de spesifik baglanmanin
hesaplanmas1 TB-NSB=SB olacak sekilde hesaplandi.

2.1.6.2. Inkiibasyon ve maruz kalma siiresinin belirlenmesi

[PHJUCB-J'nin beyin Kkesitlerine baglanmasi ig¢in yeterli olan optimal
inkiibasyon siiresini belirlemek i¢in, sigan beyin kesitleri artan siirelerde (15, 30, 60,
120 dakika) 6 nM [PH]JUCB-J ile inkiibe edildi. Beyin kesitlerinden elde edilen
baglanma sonuglarina gore farkli inkiibasyon siirelerinin baglanma diizeylerine pek
etkisi olmamustir. Bu analizin sonucunda baglanma diizeyleri, [PHJUCB-J ile 15
dakika 127.4 = 11.5 fmol/mg tissue equivalent (TE), 30 dakika 141.9 + 3.5 fmol/mg
TE, 60 dakikada inkiibasyon i¢in 148 + 4.8 fmol/mg ve 120 dakikada inkiibe edilen
kesitler i¢in 131.5 + 13.9 fmol/mg TE olarak belirlenmistir. Normalde tam baglanma
icin 15 dk yeterli olsa da uzun siireli inkiibasyonun spesifik olmayan baglanmay1
artirmamasi gercegi ile, doku mevcudiyeti ve biitiinliigliniin bozulmamasini da dikkate
alarak doygunluga tam ulagmay1 saglamak i¢in bu tezdeki deneylerde inkiibasyon 60
dakika olarak belirlenmistir (Sekil 19).
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Inkiibasyon siiresi (6nM 3[H]UCB-J ile)

15 dk 30 dk 60 dk 120 dk

Artan radyoaktivite
! Azalan radyoaktivite

Bregmaya -3.6 mm pozisyonundan koronal kesit alinmigtir, n=5

160
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- - -
N
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Sekil 19: Sican beyin kesitlerinde radyoligandin inkiibasyon siiresinin test edilmesi

Kesitler, goriintiileme plakasina (fosfor plake) maruz kaldiktan bes giin sonra

gorilintiilendi. Her zaman noktasi i¢in temsili bir boliim gosterilmistir
2.1.6.3. Saturasyon deneyleri

Daha 6nce agiklanan deneysel kosullar ve tampon ¢ozeltiler, saturasyon analizi
i¢in de kullanildi. Saturasyon analizinin inkiibasyon kismui i¢in, kesitler (n = 6), [*H]-
UCB-J'nin degisen konsantrasyonlarmi (0.1, 0.25, 0.5, 1, 3, 6, 12 nM) igeren 6n
yikama tamponu (5SmM MgCl12, 2mM EGTA ve %0.5 BSA (pH 7.4) yani 50 mM Tris-
HCI tamponu) icinde inkiibe edildi ve toplam baglama (TB) belirlendi. Spesifik
olmayan baglanma (NSB)’nin belirlenmesi i¢in ayni degisen ve konsantrasyonda
[PHJUCB-J igeren tampon soliisyonu serisine ek olarak her birine 10 mM
Levetirasetam (Keppra, UCB pharma, Briiksel, Belgika) eklenerek ikinci bir seri
olusturuldu. Kesitler 60 dakika bu soliisyonlarda inkiibe edildi. Inkiibasyonun
sonlandirilmasi i¢in kesitlere 4°C’de 6n inkiibasyon tamponu ile 5 dakikalik {i¢ yitkama

yapildi ve ardindan yine 4°C’de deiyonize H,O (dH2O) i¢inde hizli durulama yapildu.

Yikandiktan sonra, lamlar hizla havada kurutuldu ve bir paraformaldehit buhar
odasinda gece boyunca soguk depoda (4°C) sabitlendi. Ertesi giin, kesitler fazla nemi
gidermek i¢in 45-60 dakika bir eksikatdre tasindi ve daha sonra trityum duyarh
goriintii plakalar1 (BAS-IP TR2040, Science Imaging Scandinavia AB, Nacka, Isvec)
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ile otoradyografi i¢in bir kasete yerlestirildi ayn1 kasete radyoaktif trityum standartlari
ARC (American Radiolabeled Chemicals, Inc, ABD) ve [*H] mikro 6lgekli Batch 21 A
(GE Healthcare, UK) da eklendi. Goriintii plakalar1 ii¢ giin boyunca radyoaktif
maddeyle muamele edilen lamlara maruz birakildi. Pozlamadan sonra, goriintii
plakalar1 bir Fujifilm BAS 1000 tarayict (Fujifilm Europe, GmbH, Duesseldorf,
Almanya) kullanilarak okundu. Kalibrasyon, kantifikasyon ve veri degerlendirmesi

Image J yazilim1 (NIH Image, Bethesda, MD, ABD) kullanilarak yapildi.

Decay correction yani zamana baghh radyoaktif bozunma miktarinin
diizeltilerek hesaplandigi trityum standartlarinin dort parametreli genel egri uyumu
(David Rodbard, NIH), ortalama piksel yogunlugunu (gri tonlamali) mg doku basina
nanocurie cinsinden hesaplanan radyoaktivite miktarina yani nCi/mg TE (Tissue
equivalent)'ye doniistiirmek i¢in kullanildi. TB, lamlarda kortikal gri cevherde
belirlenirken; NSB levetirasetam uygulanan kesitlerin gri cevherinde ve tiim
lamlarinin kortikal beyaz maddesinde belirlendi. Son olarak, radyoligandin bozunma
diizeyi ile diizeltilmis spesifik aktivitesi nCi/mg TE'yi fmol/mg TE'ye doniistiirmek
icin kullanildi. Spesifik baglanma, TB ve NSB arasindaki fark olarak hesaplandi.

Veriler, GraphPad Prism (v. 9.0.0; GraphPad Software, San Diego, CA, ABD)
kullanilarak analiz edildi. Tiim radyoligandlar i¢in dogrusal olmayan regresyon analizi
(One site-Fit total ve non-spesific binding) kullanildi. Doygunluk deneyleri igin
kullanilan curve fitting, "one-site fitting total and non-spesific binding fonksiyonu"
idi. Kullanilan fitting yontemi, “regression with no weighting” idi. Bu deneyin
sonunda Kp ve B max degerleri belirlendi, bu degerler bir canliya ait doku 6rneginde
hedef proteini goriintiilemek i¢in gereken radyoisaretleyicinin inkiibasyonda
kullanilmas1 gereken konsantrasyonunu ve dokudaki beklenen maksimum baglanma

diizeyini belirlememize yardimci olmustur.
2.1.6.4. Inhibisyon (Displacement/Uzaklastirma) deneyleri

Inhibisyon veya rekabet¢i baglanma calismasi i¢in koronal beyin béliimleri
kullanild1. Bu asamada kullanilan tiim otoradyografi prosediirii yukarida belirtildigi
sekilde gergeklestirilmistir. Sadece [PHJUCB-J radyoligandinin baglanmasini inhibe

edebilecek 3 farkli soguk ligandin farkli konsantrasyonlar1 ile 3 farkli seride
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inkiibasyon gerceklestirilmistir. SV2A proteinine baglanan ancak baglandigi igin
radyoligandin baglanmasin1 engelleyerek 1s1ma meydana gelmesini engelleyen
ligandlara bu agamada soguk ligand adi1 verilmistir. Otoradyografi prosediiriinde her
bir kesit 6 nM [*HJUCB-J konsantrasyonu igeren soliisyona sokulurken, ayni
solusyona artan konsantrasyonlarda soguk ligandlar yani levetirasetam (0 uM — 27.3
mM), brivaracetam (0 pM — 3.03 mM) ve UCB-J (radyo-isaretsiz) (0 uM — 37.5 pM)
ilave edilmistir. Bu deneyin sonunda log ICso, ICso, K; gibi degerler genel bilgi
kisminda verilen denklemlerle belirlenmistir. Bu degerler bir radyoligandin
baglanmasinin inhibe edilerek tamamen uzaklastirilmast i¢in gereken soguk liganda

ait konsantrasyon degerlerini belirlememize yardimci olmaktadir.

2.1.6.5. Sistemik ve lokal KA uygulamasi yapilan si¢anlardan elde edilen beyin

kesitlerinde yapilan baglanma deneyi

Her hayvandan (n=8) 20 um kalinliginda seri koronal kesitler, siiper donmusg
cam lamlara (Thermo scientific) monte edildi. Beyin kesitleri, % 0.5 bovin serum
albiimini (BSA), 5 mM MgCI2, 2 mM EGTA igeren 50 mM Tris-HCI tamponu (pH
7.4) iginde oda sicakliginda 10 dakika boyunca iki kez 6nceden inkiibe edildi. Onceki
doygunluk baglama ¢alismalarimiza gore, 6 nM [°’H]-UCB-J tam doygunluk gosterdi
(Sonuglara 3.1.2.1 béliimiinden ulasilabilir). Bu nedenle inkiibasyon, 6 nM [*H]-UCB-
J (UCB Pharma, Belgika) iceren bir 6n inkiibasyon tamponu i¢inde 60 dakika boyunca
gerceklestirildi. Daha sonra, lamlar 10 dakika boyunca buz gibi soguk bir 6n
inkiibasyon tamponunda iki kez yikandi ve bir paraformaldehit odasinda gece boyunca
kurutulmadan 6nce kisa bir siire buz gibi distile suya daldirildi. Lamlar daha sonra [*H]
standart ARC (American Radiolabeled Chemicals, Inc, ABD) ve [*H] mikro olgekli
Batch 21A (GE Healthcare, UK) ile birlikte 4°C'de ii¢ glin boyunca FUJI goriintiileme

fosfor plakalarina maruz birakildi.

Radyoligandla baglanmis lamlarin fosfor plakalara maruziyetinden sonra
goriintli plakast bir FUJIFILM Biyo-Goriintiileme Analizorii BAS-2500 cihaz ile
tarandi. Cihazin ayarlar1 standart ayarlar olarak belirlendi (standar ayarlar: resolution
100, gradation 16bit, dynamic range selector L5 S100 (latitude and sensitivity)).

Otoradyogramlar1 iceren goriintii dosyalari, gorlintii dosyalarin1 agmak ig¢in ISAC
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eklentisi kullanilarak “Fiji, ImageJ” yazilimi kullanilarak analiz edildi. [*H] mikro
Olcekli standardinin (ARC) gri degerlerinden ve bilinen mevcut [3H]
konsantrasyonlarindan (0.561-27.3 nCi/mg TE) standart bir egri olusturuldu. Her
goriintii dosyasi i¢in (ROI) Fijiden Ol¢iilen gri seviyelerin radyoaktivite seviyelerine
doniistliriilmesi i¢in standart egrilerden interpolasyon yapildi. Buna izin veren
Rodboard islevi kullanilarak her bir gri deger i¢in bilinen radyoaktivite degerlerinden
kurulan standart egriden bilinmeyen radyoaktivite diizeyleri belirlendi (120). Her doku

kesiti i¢in ti¢lii 6l¢iimler yapilarak teknik replikalar olusturuldu.

Beyaz cevher baglanmasi, spesifik olmayan bir baglanma olarak belirlendi.
Beyaz cevherdeki baglanma 6lgiildii ve ROI 6l¢limlerinin gri cevher degerlerinden
cikarildi. Gri cevher optik yogunluklari, bilinen konsantrasyonlarin [nCi/mg]
standartlariyla iliskilendirildi. Interpolasyonlu degerler daha sonra dokudaki baglh
radyoligand [fmol/mg TE] miktarina hesaplandi.

2.2. Temporal Lob Epilepsisi Hastalarindan Elde Edilen Doku Uzerine
Analizler

2.2.1. Biyopsilerin Toplanmasi ve Hasta Onami

Operasyondan once her hastadan yazili bilgilendirilmis onam alinmistir.
Calisma tasarimi Rigshospitalet, University of Copenhagen kurumuna ait klinik
arastirmalar yerel etik kurulu tarafindan onaylanmistir (Ethical statement no: H-2-
2011-104). En az 2 ila 3 antiepileptik ilaca yanit vermeyen ve nobetleri kontrol altina
alimamayan ilaca direngli tip hastalar Copenhagen University, Neurocentre, Epilepsy
Clinic departmaninda goérev yapan ndrolog Prof. Dr. Lars Hageman Pinborg (MD,
Ph.D.) tarafindan EEG ve Manyetik rezonans goriintileme (MRG) bulgular1 da
dikkate alinarak cerrahi rezeksiyona yonlendirilmistir. Cerrahi islemler Norosirurji
Profesorii Jesper Bo tarafindan gerceklestirilmistir. Klinik degerlendirmeler,
semptomatik bulgular, MRG ve EEG bulgulari 15181nda hasta onay1 ile anestezi altinda
cerrahi islemler yapilmistir. Calismanin bu kismi, Universite Hastanesi Kopenhag
Noroloji  Departmanindaki nérologlar ve noérosirurji uzmanlar1 tarafindan

gerceklestirildi. Tez kapsaminda cerrahi miidahaleler yer almadigi i¢in islemin
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detaylarinin verilmesi uygun bulunmamis sadece rezekte dokunun 0&zellikleri
verilmistir. Okuyucunun anatomik olarak ¢ikarilan biyopsiye dair fikir elde edebilmesi
icin kisa bir bilgi saglanmistir (Detayl bilgi i¢in 2.2.2.). Rezeksiyondan saniyeler
icerisinde elde edilen doku kuru buzda dondurulup (Sekil 20), sonraki analizler i¢in

biyobankaya transfer edilmis ve -80°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 20: Bir TLE hastasina ait rezekte doku 6rnegi

Epilepsi cerrahisi i¢in hasta se¢imi, once cerrahi oncesi degerlendirmeden
faydalanmas1 gereken potansiyel cerrahi adaylarini belirlemeyi ve ardindan
degerlendirilen her bir bireyde cerrahi i¢in risk:yarar oraninin kabul edilebilir olup
olmadigini belirlemeyi amagclayan iki asamali bir prosediirdiir. Ilk adima girmek igin
iic ana kriter yerine getirilmelidir: (i) hasta (veya kii¢iik ¢cocuklar ve zihinsel engelli
hastalar i¢in ebeveynleri) cerrahi 6ncesi degerlendirmenin amacini anlamali ve cerrahi
tedavi olasilig1 ilizerinde anlagsmaya varmalidir. (ii) hasta, uygun tibbi tedaviye
ragmen, engelleyici nobetler gecirmelidir ve (ii1) mevcut goriintiilleme ve elektroklinik
veriler, cerrahi olarak tedavi edilebilir bir epileptik sendrom olasiligt ile tutarh
olmalidir (121). Ayrica spesifik olarak hastanin uzun siiredir terapi gordiigii 2 veya 3
antiepileptik ilagtan faydalanmamasi, nobetlerin mezial temporal lob baslangich
olusu, hastada ani epileptik ndbet bagli 6lim (SUDEP) riskinin artmasi, ndbetlerin
auralt olusu (tipik olarak koku, epigastrik duyu, korku, deja vu), MRG bulgularinda
mezial temporal skleroz pozitif (MTS+) veya negatif (MTS-) olmasi, video EEG
telemetrisi ile 6n temporal bolgeye lateralize (6rn., F7/T1 veya F8/T2) iktal ve
interiktal desarjlarin varlig ile epileptojeniz zonun sinirlarinin belirlenebiliyor olusu,

EEG bulgular1 ile ayni tarafta lateralize veya daha biiylikk olan temporal lob
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hipometabolizmasi, néropsikolojik bozukluklar ve hafiza kayiplar1 hastanin cerrahiye

aday olduguna isaret eder (122).
2.2.2. Temporal Lobe Epilepsisi’nde Lobektomi ve Cerrahi Prosediir

Orta fossa ile aynm1 hizada olacak sekilde ve Sylvian fissiirii agi8a ¢ikaracak
sekilde bir temporal kraniotomi yapilir. Rezeksiyonun posterior genisligi baskin
temporal lobda 4,5 cm, baskin olmayan lobda ise 5,5 cm olarak belirlenir. Ik asama,
koronal diizlemde temporal boynuzu medial sinir olarak tutarken, lateral neokorteksin
ve Sylvian fissliriine paralel olan fusiform girusun bir boliimiiniin ¢ikarilmasindan
olusur. Daha sonra amigdala, unkus, fimbria, hipokampus ve kollateral eminens tespit
edilir, kesilir ve islemi tamamlamak i¢in parahipokampal girus ile birlikte rezeke edilir
(123). iki temel yaklasimla epileptojenik zon ¢ikarilir. Bu yaklagimlar 1) anterior
temporal lobektomi 2) spesifik amygdalaoidal hippokampal diseksiyondur (Sekil 21).

e I\
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Sekil 21: Temporal lobektomi asamalar1 ve anterior temporal lobektomi ve amigdalo-

hippokampektominin sematize 6zeti (124)
2.2.3. Hastalara Ait Veriler

Insan neokorteks ornekleri, Kopenhag, Rigshospitalet'teki N&roloji ve
Norosiriirji Departmaninda temporal lob rezeksiyonu ameliyat1 gegiren ilaca direngli
temporal lob epilepsi hastalarindan alindi. Bu c¢alismada epileptojenik bolge olan
hipokampiise ulasmak i¢in ¢ikarilan temporal neokorteks dokusu kullanilmistir.

Calisma Danimarka Baskent Bolgesindeki Etik Kurul tarafindan onaylandi (H-2-
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2011-104) ve ameliyattan once tiim hastalardan yazili bilgilendirilmis onam alind1.
Tablo 7, ¢aligmada kortikal dokusu kullanilan 22 TLE hastas1 (13 kadin ve 9 erkek,
yaglar1 18-58) hakkinda bilgi vermektedir. Nobet tipi tiim hastalar i¢in Fokal Bozulmusg
Farkindalik Nobetleri (Focal Impaired Awareness Seizure, FIAS) idi ancak degisken
sikliklarda idi (1 ila 12 ndbet/ay). Kisilerin epilepsiden muzdarip olma siireleri yani
epilepsi siiresi 4-44,5 yil araliginda idi. MRG sonuglarina gore 3 hasta disinda tiim
hastalarda MTS bulgusu goriildii. Hipokampusun histopatolojik incelemesi ile de teyit
edildigi gibi hastalardan biri histolojik olarak normal hipokampusa sahipken, 20
hastada hipokampal skleroz (HS), bir hastada gliozis saptandi. Ancak, hemen hemen
tiim hastalarda histopatolojik incelemeye gore kortikal doku normaldi, ancak 2 hastada
fokal kortikal displazi (FCD) tespit edildi. Tiim hastalar i¢in, rezeke edilen alan1 yani
hem hipokampus hem de neokorteksi igeren alanda EEG parametrelerinde
anormallikler vardi. Incelenen temporal kortekste iktal veya interiktal aktivitelerin
varlig1 gibi kalitatif EEG bulgular1 da Tablo 7°de belirtilmistir. Onceki veya yeni ilag
tedavileri ve son levetirasetam dozundan rezeksiyona kadar gegen siire Tablo 7'de

listelenmistir.
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Cerrahi

Son LEV
Epilepsi . Operasyona
Cerrahi Interiktal LEV Dozundan
Hastasi Nobet . Histo- Yakin
. Girisim Nobet EEG Iktal MRG veya Rezeksiyona
Ornek Cinsiyet Olmasi Sikhig1 Patolojik . Zamanda
Sirasindaki Tipi EEG Bulgusu BRIVA Kadar
Siiresi (Kez/Ay) . Bulgu Kullanilan
Yas1 (Dominant) Gegmisi Gegen Siire
(Y1) Antiepileptik
. (Saat)
Ila¢
HS, korteks OXC + PN
HB2 E 50 44,5 FIAS 1 n.a. n.a. Sag MTS - nr.
normal Clonazepam
HS, korteks
HB4 K 58 11 FIAS 55 n.a. n.a. Sol MTS LEV LTG, TPM nr
normal
Hipokampus
HBS E 30 17 FIAS 5 n.a. n.a. Normal n.a., korteks LEV LEV 4s
normal
HS, korteks LEV, CBZ,
HBS K 42 39 FIAS 2,5 n.a. n.a. MTS LEV 4s
normal CLB
Sag Sag
HBY9 K 41 25 FIAS 1 Temporal Temporal =~ Normal Normal LEV LAC, LEV 7s
Korteks Korteks
Sol Sol
HS, korteks LAC, VPA,
HB10 E 57 4 FIAS 2 MTS - nr
Temporal Temporal normal CBZ
Korteks Korteks
HS, korteks
HB11 E 33 17 FIAS 2 n.a. n.a. MTS LEV LAC, TPM n.r.
normal
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HB12

HB14

HB15

HB16

HB18

HB20

HB21

HB27

HB29

56

33

28

47

55

18

49

39

28

15

18

52

25

36

22

FIAS

FIAS

FIAS

FIAS

FIAS

FIAS

FIAS

FIAS

FIAS

10

3,5

4,5

n.a.

n.a.

n.a.
Sol

Temporal
Korteks

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

Temporal

Korteks

n.a.

n.a.

n.a.
Sol

Temporal

Korteks

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

Temporal

Korteks

MTS

MTS

MTS

MTS

MTS

MTS

MTS

MTS

MTS

HS, korteks
normal
HS, korteks

normal

HS, korteks
FCD

HS, korteks

normal

HS, korteks
normal
HS, korteks
normal
Hipokampuste
Gliozis,
korteks
normal
HS, korteks
normal
Hipokampus
n.a., korteks

normal

LEV

LEV

LEV

LEV

LEV

LEV

LEV

LEV

TPM, LEV

TPM, LEV

OXC, TPM,
LEV

VPA, LTG,
LAC, TPM

CBZ, ZNS

LEV

LTG, LAC,
CBZ

PER, LAC,

ZNS

LEV, CLB,
LTG

4s

4s

4s

n.r.

n.r.

7s

n.r.

n.r.

4s
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Hipokampus
Temporal Temporal
HB33 E 51 30 FIAS 3,5 MTS n.a., korteks LEV LEV, LAC 4s
Korteks korteks
normal
Hipokampus
Temporal Temporal
HB34 K 58 14 FIAS 3 MTS n.a., cortex LEV LTG, LEV 4s
Korteks Korteks
normal
Temporal Temporal HS, kortkes
HB48 E 36 26 FIAS 12 MTS LEV LTG, LEV 4s
Korteks Korteks normal
Temporal Temporal HS, korteks LEV, LTG, ZNS,
HB51 K 44 6,5 FIAS 4,5 MTS 7s
Korteks Korteks normal BRI BRI
Hipokampus
Temporal Temporal FEN, LTG,
HB53 K 38 35,5 FIAS 4,5 Normal normal, LEV 7s
cortex Korteks LEV, LAC
korteks FCD
Temporal Temporal HS, korteks CBZ,LEV,
HB55 K 52 38 FIAS 4 MTS LEV 4s
Korteks Korteks normal LAC

Tablo 7: TLE hastalarina ait klinik veriler

Hastalarin hepsi Fokal Bozulmus Farkindalik Nébetleri (Focal Impaired Awareness Seizure; FIAS) olarak bildirilen ndbet tipi olarak rapor
edilmistir. Diger kisaltmalar su sekildedir: Kadin (K), Erkek (E), MTS (Medial Temporal Skleroz), HS (Hipokampal Skleroz), FCD (Fokal
Kortikal Displazi), MRG (Manyetik Rezonans Goriintiileme), EEG (Elektroensefalografi), AED'ler (Anti-epileptik ilaglar); Karbamazepin
(CBZ), Brivaracetam (BRI), Klobazam (CLB), Fenitoin (FEN), Lakozamid (LAC), Levetiracetam (LEV), Lamotrigin (LTG), Okskarbazepin
(OXC), Valproat (VPA), Zonesamid (ZNS), Perampanel (PER), Pregabalin (PN), Topiramat (TPM), n.r. (ilgili degil), n.a. (mevcut degil)
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2.2.4. In-vitro Otoradyografi ile insan Beyin Dokusunda UCB-J Baglanma

Karakterizasyonlar (Ki, ICso, Kp ve Bmax Degerlerinin Belirlenmesi)

[PHJUCB-J radyo-izleyici kullanildi. [*HJUCB-J, [PH]JUCB1537649/UCB-
J((R)-1-((3-((11)C-metil-(11)C)piridin-4-il)metil)-4- (3,4,5-trifloro fenil)pirolidin-2-
on), UCB Pharma S.A. (Briiksel, Belcika) tarafindan sentezlendi ve saglandi ve
Pharmarom, Quotient Bioresearch (Birlesik Krallik) tarafindan radyo etiketlendi.
[*HJUCB-J'nin spesifik aktivitesi 24 Ci/mmol ve radyokimyasal konsantrasyonu 41.7
MBq (20.04.2016) idi. Radyo etiketli olmayan UCB-J, UCB Pharma (Briiksel,
Belgika) tarafindan saglandi. Levetiracetam (Hospira, 100mg/mL) ve brivaracetam

(Briviactd 10mg/mL), UCB Pharma S.A.'dan (Briiksel, Belgika) satin alinmustir.

Bolim 2.1.63 ve 2.1.64’de de belirtildigi sekilde saturasyon ve
inhibisyon/uzaklastirma deneyleri yapildi. Bu sayede belirlenen Kj, ICso, Kp ve B max
degerleri yorumlanarak, sicanlarda oldugu gibi insan dokusunda da SV2A proteinini
tespit etmek icin gereken radyoligand konsantrasyonu, dokuda beklenen maksimum
baglanma ve bu baglanmanin spesifikligini dogrulamak, SV2A’dan bagka bir hedefe
baglanmadigin1 gostermek i¢in 3 farkli soguk liganda ait inhibisyon konsantrasyonlari

belirlenmistir.

2.2.5. Es Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR) ile SV2

Gen Ailesine Ait Uyelerin Gen ifade Diizeylerinin Saptanmasi

RT-qPCR, molekiiler tip, biyoteknoloji ve teshiste nicel veri analizi
gereksinimini karsilayan ve mRNA Ol¢iimii i¢in tercih edilen bir yontem haline
gelmigtir. PCR kullanilarak, DNA'da veya tamamlayict DNA (cDNA) sablonunda
belirli bir dizi kopyalanabilir ve diziye 6zgii oligoniikleotitler, 1s1ya dayanikli DNA
polimerazlar1 ve termal dongli kullanilarak bir milyon katma ytiikseltilebilir.
Konvansiyonel PCR yontemleri kullanirken, jel elektroforezi ve goriintii analizi ile
amplifikasyondan sonra saptama ve niceleme yapilmaktadir. Ancak, gergek zamanh
veya nicel PCR'de (gercek zamanli PCR veya kantitatif PCR/qPCR), PCR iiriinii her
dongiiniin sonunda 6l¢iiliir ve nicelendirilir. RT-qPCR, floresan raportdr boyalari
kullanir ve hedef gene ait analiz, her PCR dongiisii sirasinda tiretilen DNA miktariyla

dogru orantili olan floresan sinyalindeki artisin Ol¢lilmesine dayanir. Bireysel
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kuyucuklarda gerceklesen reaksiyonlar, floresansin tanimlanmig bir esik arka plan
floresansinin iizerine ¢iktigi, esik dongiisii (Cycle threshold, Ct) veya gegis noktasi
(Cycle crossing point, Cp) olarak bilinen bir parametre olan bir PCR dongiisii ile
karakterize edilir. Hedef genin miktar1 ne kadar yiiksek olursa, Ct o kadar diisiik olur,
yani floresans 151ma o kadar erken bir dongiide ortaya ¢ikar. Floresanin 1s1ma miktarina
kars1 dongii numarasina ile bir grafik ¢izilir, sistem PCR dongiilerinin ¢alismasi

strasinda iiriin birikimini temsil eden bir amplifikasyon grafigi olusturur (Sekil 22).
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Sekil 22: Bagil floresan ve dongii sayis1

Her numuneden gelen floresan sinyalini gosteren bir ¢izim, dongii numarasina
karsi ¢izilir. https://www.rhenium.co.il/curveshapes/ adresinden alinmistir.

Gergek zamanli PCR reaksiyonunda her dongii ii¢ temel adim olusmustur ve

40 dongii boyunca calistirilmistir.

1. Denatiirasyon (Denaturation): Daha yiiksek sicaklikta inkiibasyon, cift iplikli
dsDNA'y1 tek iplikcikler (ssDNA) halinde "eritmek" ve ssDNA'daki ikincil yapiy1

gevsetmek i¢in kullanilmistir. Genellikle, DNA polimeraz, aktivite kaybetmeden
dayanabilir, tipik olarak 95 °C civarindadir. GC igeriginin arttirtlmasiyla denatiirasyon

sicaklig arttirilabilir.

2. Baglanma (Annealing): Tamamlayict diziler bu adim sirasinda hibritlestirilir, bu

nedenle primerlerin erime sicakligina (Tm) dayali olarak uygun bir sicaklik kullanilir.

Genellikle, primerin (Tm) degerinin bes °C alt1 se¢ilmistir.
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3. Uzatma (Extention): DNA polimerazin aktivitesi 70-72°C'de optimaldir ve

primerlerin uzamasi saniyede 100 baza kadar bir hizda meydana gelir.

Kantitatif ters transkripsiyon PCR (RT-qPCR), baslangic materyali RNA
oldugunda kullanilmistir, burada RNA 6nce ters transkriptaz ile cDNA'ya kopyalanir,

daha sonra qPCR reaksiyonu i¢in bu iiretilen cDNA sablon olarak kullanilir.
2.2.5.1.Primerlerin Dizayni

Primerler Primer-BLAST kullanilarak tasarlanmistir ve asagidaki kriterler géz
ontinde bulundurulmustur: Primer uzunlugu 18-25bp, iiriin boyutu 70-200bp, erime
sicakligl (Tm) 62-65 °C, ekson-intron baglanti araligi, GC igerigi 50- %60 olmasi
sartiyla in silico olarak dizayn edilmistir ve LGC Biosearch teknolojilerinden
(Kopenhag, Danimarka) satin alinmistir. Ayrica, primerler primer-dimer yoksa ve 1.8-

2.1 arasinda bir etkinlige sahipse kabul edilmistir.

Gen Gen Id Sekans Baz Uriin Tm
Cifti Uzunlugu

sv24 NM 0148494 | F:5-AGCGTGATGTCCTGTGTCTC-3¢ 20 bp 168 bp 59.97
R:5-GCCAAAAGCTGTGGTCCTCTT-3¢ 21 bp 59.96

SV2B NM 0011675802 F: 5-“TGCCCTGTACTGTGTGATGG 20 bp 70 bp 59.68
R: 5- CATGGCAAACCAAACCACGG 20 bp 60.60

sv2c NM 0149793 | F:5-ATGATCGGTGGCATCTACGC-3’ 20 bp 117 bp 633
R:5“-GACGATGACAAACACACGCC-3’ 20 bp 62.6

GAPDH NM_002046.7 F:5¢- 23bp 113 bp 58.49
CATGAGAAGTATGACAACAGCCT-3’ 22bp 59.10

R:5’-AGTCCTTCCACGATACCAAAGT-
3

Tablo 8: SV2A, SV2B, SV2C ve GAPDH genlerine ati primerlerin 6zellikleri
2.2.5.2.Doku homojenizasyonu ve RNA elde edilmesi

Toplam RNA, 22 TLE hastasinin temporal korteks rezeksiyonlarindan Quick-
RNA MiniPrep Kiti (ZymoResearch, R10564) kullanilarak ekstre edildi.

Protokol sunlardan olusur: (I) Tampon Hazirlama, (II) Numune Hazirlama ve

(III) Toplam RNA Saflastirma.
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v 24 ml RNA Yikama Tamponu konsantresine (Wash buffer concentrate) (R1054) 96

ml %100 etanol (104 ml %95 etanol) veya 48 ml RNA Yikama Tamponu
konsantresine (R1055) 192 ml %100 etanol (208 ml %95 etanol) eklendi

v Liyofilize DNaz I, DNaz/RNaz-i¢cermeyen su ile sulandirildi, nazikge ters gevirerek

karistirildi ve donmus alikotlar su eklenerek sakland1
(II) Numune Hazirlama

Tim adimlar1 oda sicakliginda gerceklestirildi ve 10.000-16.000 x g'de 30 saniye
santrifiijlendi.

1. Uygun miktarda taze veya donmus numune RNA Lizis Tamponuna daldirildi ve
homojenize edildi

2. Partikiil kalintilari gidermek icin santrifiijlendi ve temizlenen siipernatanti
niikleaz icermeyen bir tiipe aktarildi

I1I) Toplam RNA Saflagtirmasi

Tiim adimlar oda sicakliginda gergeklestirildi ve aksi belirtilmedik¢e 10.000-16.000 x
g'de 30 saniye santrifiijleme yapildu.

1. RNA Lizis Tamponunda parcalanan numuneyi bir Toplama Tiipilindeki Spin-
AwayTM Filtresine (sar1) aktarildi ve genomik DNA'nin ¢ogunu ¢ikarmak igin
santrifiijlendi.

Filtreden gegirilen s1viy1 saklandi

2. Filtrelenerek elde edile siviya (1:1) hacim etanol (%95-100) eklendi ve iyice
karistirildi. Ardindan numune bir Toplama Tiipii i¢indeki bir Zymo-SpinTM HICG
kolona (yesil) aktarildi. Bu sefer filtreden gecgen siv1 atildi.

3. Kolona DNase I uygulamasi yapildi

(D1) Kolon 400 ul RNA Yikama Tamponu ile yikandi ve santrifiijlendi. Kolondan
gecen sivi1 atildi

(D2) Niikleaz igermeyen bir tiipte 5 ul DNase I (1 U/ul), 75 ul DNA Digestion Buffer
eklendis ve karigtirildi. Karisimi dogrudan kolon matrisine eklendi.
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(D3) Kolon oda sicakliginda (20-30°C) 15 dakika inkiibe edildi.

4. Kolona 400 pul RNA Prep Buffer eklendi ve santrifiijlendi. Kolondan gegirilen
stvi atildi

5. Kolona 700 pl RNA Yikama Tamponu eklendi ve santrifiijlendi. Kolondan
gecirilen s1vi atildi

6. 400 pl RNA Yikama Tamponu eklendi ve yikama tamponunun tamamen
cikarilmasini saglamak i¢in kolonu 1 dakika santrifiijlendi. Ardindan kolon dikkatli
bir sekilde niikleaz igermeyen bir tiipe aktarildi

7. 100 pl DNase/RNase-Free Water dogrudan kolon matrisine eklendi ve
santrifiijlendi

2.2.5.3.Niikleik Asit Safliginin ve konsantrasyonunun degerlendirilmesi

RNA igerigi, bir Nanodrop 2000 spektrofotometre (Thermo Scientific)
kullanilarak ol¢tilmiistiir. Niikleik asit ve proteinler sirasiyla 260nm ve 280nm'de
maksimum absorbansa sahiptir. Absorbans orani, niikleik asit ve protein
ekstraksiyonundaki saflig1 6l¢mek i¢in kullanilir. ~2.0 oran1 genellikle RNA igin "saf"
olarak kabul edilir. Benzer sekilde, 230 nm'deki absorbans, diger kontaminasyonlarin
sonucu olarak kabul edilir; bu nedenle, A260/A230 orani da siklikla hesaplanir ve
genellikle 2.0 araligindadir. Bununla birlikte, ekstraksiyon prosediirlerinden
kaynaklanan artik kimyasal kontaminasyonlar, niikleik asit konsantrasyonunu tahmin
ettigimizden daha fazla etkileyebilir ve diger analizlerin (cDNA eldesi ve PCR)
sonucunu da etkileyebilir. Ornegin, diisiik bir A260/A280 orani, 280 nm veya daha
azinda kontaminasyondan kaynaklanabilir. Bu, ekstraksiyon isleminde kullanilan
reaktiflerle iliskili kalint1 fenol kontaminasyonundan kaynaklanabilir. Benzer sekilde,
diistik bir A260/A230 orani, 230 nm veya daha azinda, baz1 protokollerde ¢okeltme

icin kullanilan karbonhidrat, artik fenol, artik guanidin ve glikojen nedeniyle olabilir.
2.2.5.4.Ters transkripsiyon ile cDNA sentezi

cDNA, ImProm-II™ Ters Transkripsiyon Sistemi (Promega, ABD)
kullanilarak 0.2pg RNA'dan sentezlendi. Konsantrasyon bir spektrofotometre
(NanoDrop, ABD) kullanilarak 6l¢iildiikten sonra, numuneler 1 pl Oligo(dT)15 primer
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(0.5 pg/reaksiyon) ile karistirild1 ve bir iCycler (Bio-Rad) i¢inde 60 °C'de 5 dakika
inkiibe edildi ve inkiibasyondan sonra 5 dakika buz iizerinde bekletildi. Daha sonra
ters transkripsiyon reaksiyon karigimi (ImProm-II'TM 5X Reaksiyon tamponu, MgCIl2,
dNTP karisimi, rekombinant RNasin riboniikleaz inhibitorii, ImProm IITM Ters
transkriptaz, niikkleaz igermeyen su) her numuneye ilave edildi. Son olarak, érnekler
cDNA sentezi igin iCycler'a yerlestirildi. Ters transkripsiyon i¢in kullanilan dongiiler
25 °C'de 5 dakika, 42 °C'de 60 dakika ve 70 °C'de 15 dakika idi. cDNA O6rnekleri 2
dakika boyunca buz iizerine yerlestirildi, ardindan 80 pl 0.5xTris-EDTA tamponu
(Fluka 93302) eklendi ve -20 °C'de saklandh.

2.2.5.5.RT-qPCR

RT-qPCR, 5 pl cDNA, 15 pl ana karisim (iQ SYBR® Green Supermix
(BioRad, California, ABD) ve ana karigima her primerden 15 pmol ekleyerek total 20
ul reaksiyon karisiminda gergeklestirildi. Light Cycler 480 Real-Time PCR Sistemi
(Roche Diagnostics, IN) kullanilarak 40 ila 50 dongii i¢in 94 °C'de 30 saniye, 60 °C'de
15 saniye ve 72 °C'de 15 saniye ve ardindan bir erime egrisi programi ile sabit bir
dongiisel reaksiyon kuruldu. Kalip cDNA 6rneginin eklenmedigi kontrol (NTC), ve
her 6rnege ait pozitif kontrol liger kopya halinde kuyucuklara ekildi ve her 96
kuyucuklu plaka i¢in plakalar arasi kalibrator de reaksiyoan dahil edildi, bu yaklagim
plakalar1 karsilagtirmamizi sagladi. Amplikonlar Tablo 8'de listelenen primer setleri
kullanilarak iiretildi. Housekeeping genlerin validasyonu yapildi. GAPDH bu deney
icin internal kontrol yani housekeeping gen olarak secildi ve tim SV2 genlerinin

ekspresyonu housekeeping geninin ekspresyonuna gore relatif olarak olgiildii.
2.2.5.6.Ifade diizeylerinin hesaplanmasi

Cq degerleri 6l¢iildiikten sonra, kalibrator 6rnegine gore test drnegindeki hedef
genin ekspresyon diizeyini belirlemek i¢in farkli yontemler kullanilabilir. Bunlardan

birincisi 2-*4¢4 denklemini kullanan Livak Y6ntemidir (125).

Goreceli gen ekspresyon analizi i¢in Livak yontemi yaygin olarak
kullanilmaktadir ve gerceklestirilmesi kolaydir. Bu yontem hem hedef hem de referans

genlerin, %100'e yakin ve birbirinin %5'i dahilinde verimliliklerle amplifiye edildigini
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varsayar. Livak yoOntemini kullanmadan Once, hedef ve referans genlerin
amplifikasyon verimlerini belirleyerek bu varsayimlar1 dogrulamak esastir. Hedef ve
referans genlerin benzer ve neredeyse %100 amplifikasyon verimliligine sahip
oldugunu belirledikten sonra, asagidaki talimatlar kullanilarak hedef genimizin farkl

orneklerdeki ekspresyon seviyesindeki nispi fark belirlenmistir:

1. Hem test numunesi hem de kalibratdr numunesi i¢in hedef genin Cq'sini referans

(ref) genininkine normalize edin:
ACq(test) = Cq (hedef, test) — Cq (ref, test)
ACq(kalibrator) = Cq (hedef, kalibrator) — Cq (ref, kalibrator)
2. Test 6rneginin ACq degerini kalibratoriin ACq degerine normalize edin:
AACq = ACq(test)- ACq(kalibrator)
Ifade oranmi hesaplayin:
2-A8C4 = pormallestirilmis ifade oran

Sonug, test numunesindeki hedef genin, referans genin ekspresyonuna
normalize edilmis kalibratér numunesine oranidir. Hedef genin ekspresyonunun
referans genin ekspresyonuna normallestirilmesi, numune dokusu miktarindaki

herhangi bir farki telafi eder.

Hedef ve referans genler benzer amplifikasyon verimliliklerine sahip degilse,
testleri optimize edebilir veya yeniden tasarlayabilir ya da Pfaffl yontemini
kullanabilirsiniz. Ote yandan, hedef ve referans genler aym amplifikasyon
verimliligine sahipse, ancak verimlilik 2'ye esit degilse, denklemdeki 2'yi gergek
amplifikasyon verimliligi ile degistirerek Livak yOnteminin degistirilmis bir formu
kullanilabilir. Ornegin hem hedef hem de referans genin amplifikasyon verimliligi

1,95 ise agagidaki denklem kullanilmalidir:

Oran = 1,95244C4
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Goreceli gen ekspresyonunu hesaplamak i¢in Livak yontemi, yalnizca hedef ve
referans genlerin amplifikasyon verimleri benzer oldugunda gegerlidir. iki PCR
iiriiniiniin amplifikasyon verimleri ayni degilse, hedef genin farkli 6rneklerde nispi
ekspresyonunu belirlemek i¢in alternatif bir formiil kullanilmalidir (126). Bir referansa
(ref) normalize edilmis bir hedef i¢in test numunesi ile kalibratdr arasindaki ifade

oranini belirlemek i¢in asagidaki denklemi kullandik:

Oran = (Etarget)ACq, hedef (kalibrator - test)/(Eref)ACq, ref (kalibrator - test)
burada Etarget, hedef genin amplifikasyon verimliligidir. Eref, referans genin
amplifikasyon verimliligidir. ACq, ref (kalibratdr - test), kalibratordeki referans genin
Cq'su eksi test numunesindeki referans genin Cq'sudur. ACq, hedef (kalibrator - test),
kalibratordeki hedef genin Cq'su eksi test numunesindeki hedef genin Cq'sudur.
Yukaridaki denklem, test numunelerinde ve kalibratér numunelerinde her genin (hedef
ve referans) ayn1 amplifikasyon verimliligine sahip oldugunu varsayar, ancak hedef ve

referans genlerin ayni amplifikasyon verimliligine sahip olmas1 gerekli degildir.

2.3.Veri Analizi ve Istatistik

2.3.1. Radyoligand Baglanma Analizleri I¢cin

Analiz GraphPad Prism 8.2 yazilimi ile yapilmistir. Veriler, Ortalama +
Standart Sapma (SD) olarak ifade edilmistir. Iki grup karsilastiriliyorken Non-paired-
Student T testi, ¢oklu karsilastirma yapiliyorken tek yonlii varyans analizi (One way-
ANOVA) baglanma seviyesinde grup farkliliklarimi  degerlendirmek igin
kullanilmistir. Baglanma diizeyi ve klinik veriler arasindaki korelasyon Pearson (r)
veya Spearman korelasyon (p) katsayisi kullanilarak degerlendirilmistir. Benzer
sekilde, <0.05'lik bir p-degeri, tiim karsilagtirmalar igin istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir ve posthoc analizler igin, ¢oklu karsilastirmalar i¢in p-degeri

diizeltilmemistir.
2.3.2. Gen ifadesi Analizleri i¢in

Analiz GraphPad Prism 8.2 yazilimi ile yapilmistir. Veriler, ortalama + SD
olarak ifade edilmistir. Iki grup karsilastiriliyorken Non-paired- Student T testi, goklu
karsilagtirma yapiliyorken One way-ANOVA mRNA ifadesindeki grup farkliliklarini
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degerlendirmek i¢in kullanilmigtir. mRNA seviyeleri ve klinik veriler arasindaki
korelasyon Pearson (r) veya Spearman korelasyon (p) katsayisi kullanilarak
degerlendirilmistir. Benzer sekilde, <0.05'lik bir p-degeri, tiim karsilastirmalar igin
istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi ve post hoc analizler i¢in, ¢oklu karsilastirmalar

icin p-degeri diizeltilmemistir
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3. BULGULAR
3.1.[’*H]JUCB-J’nin Sican Beyin Dokusundaki Baglanma Karakteristikleri
3.1.1. Beyin Bolgelerine Ait Kp ve Bmax Degerleri

Stereotaksik bolgeye bagli olarak ayni beyinin farkli bolgelerinde [*HJUCB-
J'nin Kp ve Bmax'indaki varyasyon olasiligini aragtirmak i¢in, dort farkl stereotaksik
bolge incelendi. Ayrica ayni beyin bdlgesinin atlasa goére bregmaya farkl
uzakliklardaki kesitlerdeki baglanma durumunun varyasyonlari da incelendi. Ornegin
hem neokorteks hem de dorsal hipokampus bregmaya iki farkli mesafedeki

stereotaksik kesitte incelendi.

Analizler, ne neokortikal (bregma +1.20 mm'ye kars1 —3.14 mm) ne de dorsal
hipokampal (bregma —3.14 mm'ye kars1 — 4.80 mm) [PH]JUCB-J baglanmasinda Kp
veya Bmax degerlerinde iki stereotaksik bolgede onemli farkliliklar ortaya koymadi.
Bu, bir beyin bolgesindeki [PHJUCB-J'nin baglanma 6zelliklerinin stereotaksik
bolgeye bagl olmadigini gosterir (Sekil 23).

PHJUCBJ [nM] 0.1

P
or.

Bregma
+2.20 mm

Bregma
+1.20 mm

Bregma
-3.14 mm

Bregma
—4.80 mm

Sekil 23: [’HJUCB-J'nin doygunluk baglama ¢alismalar1 i¢in temsili otoradyografik

goriintiiler.

Dort stereotaksik bolge (+2.20 mm, +1.20 mm, —3.14 mm ve bregmadan —4.80 mm)
icin koronal beyin kesitleri (20 pm). Toplam baglanmay1 ve spesifik olmayan
baglanmay1 tanimlamak igin artan konsantrasyonlarda [PHJUCB-J (0.1-12 nM) ve
inhibisyon (displacement) (6 nM [P HJUCB-J ve 10 mM LEVE) ile inkiibe edilmistir.
Her beyin bélgesi igin [PHJUCB-J'nin spesifik baglanmasi, toplam baglanmadan

spesifik olmayan baglanmanin ¢ikarilmasiyla belirlendi. Bar = 4 mm
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Sekiz beyin bolgesinin tiimii igin [PH]JUCB-J'nin KD degerleri, doygunluk
baglama c¢aligmalarindan tiiretildi ve 1.35 nM ila 2.76 nM araliginda bazi farkliliklar
gosterdi. Bununla birlikte, her beyin bolgesi igin [PHJUCB-J'nin spesifik baglanma
analizleri, Kp degerinin belirli bir beyin bolgesinde diger beyin bolgelerine gore
onemli Slgiide bir farki olmadigini ortaya ¢ikardi. Bu nedenle, ortalama Kp (1.97 +
0.17 nM) degeri hesapland1 ve bu deger prefrontal korteks, neokorteks, dorsal striatum,
septum, dorsal hipokampus, ventral hipokampus, merkezi talamik ¢ekirdek ve niikleus
akumbens'teki [*HJUCB-J'nin karsilastirilabilir Bmax degerlerini belirlemek i¢in egri

olusturmada kullanildi (Sekil 24 ve Tablo 9).
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Sekil 24: [*HJUCB-J’nin Sprague Dawley sican beyninde doygunluk baglama

caligmalarindan tiiretilen bolgesel spesifik baglanma egrileri

[*HJUCB-J'nin prefrontal korteks (PFC) (donanma), merkezi talamik ¢ekirdek
(mor), ¢ekirdek akumbens (pembe), neokorteks (kirmizi), dorsal hipokampus ( siyah),
ventral hipokampus (kahverengi), septum (turuncu) ve dorsal striatum (yesil)’daki
spesifik baglanma egrileri [fmol/mg TE]. Belirli beyin bélgeleri igin [PHJUCB-J'nin
bolgesel Kp (nM) ve Bmax [fmol/mg TE] degerleri tiiretilmistir. Korpus kallozum
(mavi) referans bolge olarak secilmistir. Y ekseni, X ekseninde verilen belirli
[PH]JUCB-J konsantrasyonlar1 (0,1, 0,25, 0,5, 1, 3, 6 ve 12 nM) ile orantili [*H]JUCB-
J'nin spesifik baglanma degerlerine [fmol/mg TE] karsilik gelir. Veriler fmol/mg TE
cinsinden ortalama + SEM'i temsil eder. Grafik, GraphPad Prism 7.0'da
olusturulmustur. N = 3/bolge, teknik ii¢ kopya.
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[*HJUCB-J Baglanma Karakteristigi

Beyin Bolgesi
Bmax [fmol/mg TE] £ SEM Ortalama KD (nM)

Neokorteks 472.3+3.7
Dorsal Striatum 393.1 £8.0
Nukleus Akumbens 482.2 +8.1
Septum 409.9 + 6.6

. 1.97+0.17
Dorsal Hipokampiis 4499 £4.6
Ventral Hipokampiis 414.5+£10.8
Prefrontal Korteks 618.5+10.2
Merkezi Talamik Cekirdek 508.9+£10.5
Korpus Kallozum 13.1+1.2 Belirlenmedi

Tablo 9: Sprague Dawley sican beyninin ¢esitli beyin bolgelerinde [3H]JUCB-J'nin

baglanma ozellikleri

Tabloda gosterildigi gibi bolgesel Bmax degerlerinin dogru belirlenmesi i¢in
her beyin boélgesi icin spesifik baglanma egrisi i¢in ortalama Kp (1.97 £ 0.17 nM)
ayarlandi. N = 3/bolge, teknik ii¢ kopya

3.1.2. Levetirasetam, Brivarasetam ve UCB-J icin Sican Korteksindeki ICso ve

KiDegerleri

Sican korteksindeki veri analizinden ICso'nin levetirasetam igin 53.8 pM
oldugu belirlendi; bu deger Brivaracetam i¢in 6.8 uM ve soguk UCB-J i¢in 59.8 nM
olarak saptandi. Levetirasetam i¢in Log ICso -4.3 olarak hesaplanirken; brivaracetam
ve UCB-J i¢in Log ICs sirasiyla -5.2 ve -7.2 olarak belirlendi. Ki degeri levetirasetam
icin 13.3 pM; Brivaracetam i¢in 1.7uM ve soguk UCB-J i¢in 15.5nM oldugu saptandi
(Sekil 25 ve Tablo 10).
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Sekil 25: [*’HJUCB-J Si¢an Korteksinde levetirasetam, brivaracetam ve soguk UCB-J

ile inhibisyon

(A) Levetiracetam (0 uM — 27.3 mM), (B) Brivaracetam (0 uM — 3.03 mM) veya (C)
soguk UCB-J (0 pM — 37.5 uM). Grafikler, soguk ligandin bir fonksiyonu olarak

fmol/mg TE cinsinden [*H]JUCB-J baglanmasini gosterir.

SICAN KORTEKS

Levetirasetam Brivarasetam UCB-J [FH]JUCB-J

IC50 53.8uM 6.8uM 50.8 nM

Log ICS0 -4.3 -5.2 -7.2

Ki 13.3uM 1.7uM 15.5nM
Kb 1.9+0.2nM
Brnax 768.4+27.5
fmol/mg TE

Tablo 10: Doygunluk ve inhibisyon deneyleri i¢in baglanma 6zelliklerine genel bakis
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3.2.S1can Temporal Lob Epilepsi Modelinden Elde Edilen Bulgular
3.2.1. Hayvanlardaki Davramigsal Sonuclar Racine Bulgular1 ve Spontan

Tekrarlayan Nobetlerin Ortaya Cikisi

Sistemik KA uygulanan siganlarda ilk status epileptikus enjeksiyonlardan sonra
42+17 dakikada gozlemlenirken, lokal KA uygulanan siganlarda ise uygulamadan
sonra 116 +47 dakikada gozlenmistir. ilk enjeksiyondan sonraki 4 saat igerisinde
siganlarin gegirdigi ndbetler asagida belirtilen davranigsal skala degerlerine gore

degerlendirilmistir (Racine, 1972);

1. Ani davranigsal tutukluk ve hareketsizlik

2. Orafasiyal hareketler

3. Boynun sarsinti ile sirkelenmesi ve kafanin 1slak kopeklerde goézlenen
silkelenme hareketine benzer sekilde sallanmasi

4. Tek veya iki tarafli 6n ekstremite klonus

5. Hayvanin dengesini kaybederek diismesine sebep olacak tonik klonik ndbetler
ve bu siddetli nobetlere eslik eden eksoftalmoz ve salivasyonda artis.

6. Siddetli ziplama ve sigramalar, tiim ekstremitelerin siddetli kasilmalar1 sonucu

Olim

Her iki model i¢in giinliik video kayitlarindan gozlendigi gibi, ilk kez spontan
meydana gelen ve tekrar eden nobetlerin (SRS) baslama zamani hayvanlar arasinda
farklilik gostermemistir. KA ile SE indiiksiyonundan sonra, 14 ila 88 gilin sonra
SRS'ler meydana gelmistir ve SRS’ler, her iki model icin de benzer bir zaman

Olceginde tetiklenmistir.

3.2.2. Sistemik KA ile Olusturulan Epilepsi Modelinde Baglanmanin Zamansal
Ve Uzaysal Degisimi

[*HJUCB-J'nin baglanmasi, gri madde bolgeleri boyunca gozlenmistir. Ancak,
baz1 bolgeler digerlerinden daha fazla isaretlenmistir (Sekil 26). Buna karsilik, beyaz
madde neredeyse hi¢c baglanma gostermemistir. En yogun olarak isaretlenen
bélgelerden biri hipokampiistiir. Ozellikle kornu ammonis ve graniiler hiicre tabakasi

gibi yogun bir sekilde paketlenmis hiicre katmanlarina sahip alanlar, muhtemelen
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yliksek hiicre ve sinaps yogunlugunu yansitan daha biiyiik baglanma seviyeleri
gostermistir. Bu calismada dorsal ve ventral hipokampusun alt bélgelerinde, cesitli
kortikal ve subkortikal bolgelerde ve ayrica beyaz maddede baglanma seviyesi analizi
gerceklestirilmistir. Temsili goriintiiler, akut, sessiz (latent) ve kronik fazlar sirasinda
farkl1 baglanma profilleri gostermistir. Ozellikle, beyaz alanda KA tedavisinden sonra
higbir farklihk gozlenmemistir. iki beyin hemisferinin (sag ve sol) karsilastirirken

hicbir bolgede lateralizasyon bulunmamaistir (p>0.05).
3.2.2.1. Hipokampiis

Baglanma seviyesi, dorsal ve ventral hipokampusun alt bolgelerinde analiz
edilmistir. Epileptogenezin akut fazlar sirasinda hipokampusta baglanmada kademeli
bir azalma olmustur. Ozellikle en diisiik seviye 3 ile 10 giin arasinda gdzlenmistir. 3-
10 giinden sonraki zaman noktalarinda, baglanma profili zamana bagli bir artis
gostermistir. Bu zaman noktalari, epilepsinin latent ve kronik fazlarini ve ayrica [*H]-
UCB-J baglanma seviyesinin restorasyon fazini temsil etmektedir. Ozellikle dentat
girus, diger alt bolgelere gore daha biiylik ve daha kalic1 azalmalar gostermistir (Sekil

26A).

Incelenen tiim bélgelerde, baglanmadaki azalma 5. giinde en biiyiik olmustur
(bazal seviyelere kiyasla p<0.0001). Bu zaman noktasinda, baglanma seviyesi dCA1,
dCA3, dDG'deki kontrole kiyasla %38, %37, %63 daha diisiik bulunmustur (Sekil
26B, 26D, 26F). CA3 (p<0.05) ve DG bolgelerinde (p <0.001) ventral kisimlardaki
azalma dorsal kisimlara gore daha kii¢iik bulunmustur. Burada baglanma seviyesi,
vCAl, vCA3, vDG'deki kontrole kiyasla %29, %34, %51 daha distiktiir (Sekil 26C,
26E, 26G). 30. giinde hem dorsal hem de ventral CA1 ve CA3'teki baglanma seviyeleri
bazal seviyeden istatistiksel olarak farkli bulunmamistir. Diger hipokampal alt
bolgelerin aksine, 30 giin sonra dDG'de biiyiik bir azalma gdzlemlenmistir (Sekil 26F).
Sistemik KA'dan 90 giin sonra, hipokampusun herhangi bir alt boliimiinde kontrol ile

karsilastirildiginda higbir fark gézlenmemistir.
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Sekil 26: Sistemik KA ile olusturulan epileptogenezin akut, latent ve kronik fazlarinda
hipokampiiste [PlHJUCB-J baglanma paternini gdsteren otoradyogramlar ve kantitatif

baglanma diizeyini gosteren bar grafikleri

A) Temsili otoradyogramlar; bregmaya -3.6 mm mesafeden alinan kesitleri
gostermektedir B) dCA1 C) vCA1 D) dCA3 E) vCA3 F) Dentat girus -Granular dorsal
G) Dentat girus-Granular ventral (hipokampiisiin alt bolgeleri 6l¢tiliirken dorsal olarak
adlandirilan alanlar bregmaya -3.6 mm; ventral olarak tanimlanan alanlar bregmaya -

5.2 mm mesafeden alinan kesitlerden dl¢lilmiistiir)
3.2.2.2.Serebral korteks

Serebral korteks boyunca giiclii bir radyoligand baglanmasi goézlenmistir.
Prefrontal korteks (Sekil 27A), orbitofrontal korteks (Sekil 27B), singulat korteks
(Sekil 27C) ve sensorimotor korteks (Sekil 27D) gibi farkli kortikal bolgelerdeki
baglanma degisikliklerinin zaman profili bu bélgeler arasinda ve hipokampuste

benzerlik gostermistir. Hipokampuste ve korteksin tiim boliimlerinde en biiyiik
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azalmalar 5. giinde tespit edilmistir (p<0.0001) (Sekil 27A-D). Baslangi¢ kontrolii ile
karsilagtirildiginda, bu zaman noktasinda baglanmadaki azalmanin singulat,
sensorimotor, prefrontal ve orbitofrontal korteks i¢in sirasiyla %18, %26, %25 ve %15
oldugu tespit edilmistir. 5. giin zaman noktasindan sonra, incelenen tiim neokortikal
alanlarda baglanma seviyesi kademeli olarak artis gdstermistir. Singulat kortekste
baglanma seviyesi, tedaviden 15 giin sonra baslangi¢ kontrollerinden istatistiksel
olarak farkli bulunmamaistir. Orbitofrontal, prefrontal ve sensorimotor korteksler gibi
diger bolgeler i¢in baglanma seviyesi, tedaviden 60 giin sonrasina kadar 6nemli 6l¢iide
diisiik olmaya devam etmistir. Baglanmada singulat korteks ile benzer bir zaman

profili temporal ve piriform kortekslerde de gozlenmistir.
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Sekil 27: Sistemik KA ile olusturulan epileptogenezin akut, latent ve kronik fazlarinda

farkl1 kortikal alanlarda [PH]JUCB-J baglanma paternini gosteren bar grafikleri

A) Prefrontal Korteks (bregmaya +3.2 mm) B) Orbitofrontal Korteks ( bregmaya +3.2

mm) C) Singulat Korteks (bregmaya +3.2 mm) D) Sensorimotor (bregmaya +1.2 mm)
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3.2.2.3.Subkortikal alanlar

Subkortikal alanlarda baglanmadaki zaman profili hem korteks hem de
hipokampustan farkli bulunmustur. Kaudat-putamende 1 giinden sonra hizli bir diisiis
gorlilmiistiir (p<0.01) (Sekil 28B). Cekirdek akumbenste, 3 giin sonra baglanmada
giiclii bir azalma tespit edilmistir (p<0.0001) (Sekil 28C). Striatumda, en diisiik
baglanma seviyesi, 10 giin sonra goriilen incelenen zaman noktalar1 arasinda
bulunmustur (ardindan %43 ve %50) (p<0.0001). Tim subkortikal alanlarda
baglanma seviyesi, 60 giin sonra bazal seviyelerden farkli bulunmamustir (Sekil 28 A-

B).

Buna karsilik, incelenen tiim zaman noktalarinda hipotalamusta [PH]JUCB-J
baglanmasinda hemen hemen hicbir degisiklik gozlenmemistir (Sekil 28D). Ek olarak,
korpus kallozumda herhangi bir zaman noktasinda baglanmada higbir fark

izlenmemistir (Sekil 28E).

A . B Kaudat Putamen Cc Niikleus Akumbens

Baglanma (fmol/mg TE)

Kontrol1 3 5 10 15 30 60 90 Kontrol1 3 5 10 15 30 60 90

D Hipotalamus E Korpus Kallosum

Baglanma (fmol/mg TE)
g

30. gin 60. giin

0
Kontrol1 3 5 10 15 30 60 90 Kontrol1 3 5 10 15 30 60 90

 mm Status epileptikus sonras| gegen zaman (gin) Status epileptikus sonrasi gegen zaman (gtin)

e EE—
Disuk Yiksek

Sekil 28: Sistemik KA ile olusturulan epileptogenezin akut, latent ve kronik fazlarinda
subkortikal alanlarda [*HJUCB-J baglanma paternini gosteren otoradyogramlar ve

kantitatif baglanma diizeyini gosteren bar grafikleri

A) Temsili otoradyogramlar; bregmaya +1.2 mm mesafeden alinan kesitleri

gostermektedir B) Kaudat Putamen (bregmaya +1.2 mm) C) Nukleus Akumbens
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(bregmaya +1.2 mm) D) Hipotalamus (bregmaya -3.6 mm kesitleri gosteren Sekil

26’daki otoradyogramlarda goriilebilir) E) Korpus Kallozum (bregmaya+1.2 mm)

3.2.3. Lokal KA ile Olusturulan Epilepsi Modelinde Baglanmanin Zamansal ve
Uzaysal Degisimi

Sag dorsal hipokampuste gerceklestirilen intrahipokampal KA enjeksiyonlari,
hem hipokampusta hem de ekstra hipokampal bdlgelerde [PH]JUCB-J baglanmasinda
degisikliklere neden olmustur ve zaman profilleri sistemik KA modeline benzerlikler
gostermistir. Lokal uygulamada, uygulamadan 1 ila 3 giin sonra hipokampusun
hiicresel tabakalarinda hizli bir yapisal hasar ve dagilma meydana gelmistir. Temsili
goriintiiler incelenecek olursa, aralikli ve daginik isaretlenme, hiicresel katmanlarda,
ozellikle DG'de kalitatif SV2A azalmalarini yani sinaptik kayiplari gdstermektedir
(Sekil 29A). Ayrica, temporal korteksteki belirli alanlar, heterojen bir baglanma
modeli gostermistir. Bu da yine kortikal alan igerisinde baz1 hiicre gruplarinda SV2A
kaybina bagli seyrek isaretlenmeyi gostermektedir. Erken evrelerde, muhtemelen
hiicre kaybina bagli olarak, enjeksiyon bolgesinin i¢inde ve ¢evresinde goreceli olarak
daha diisiik baglanma seviyeleri goriilmiistiir. Enjeksiyon bdlgesi etrafindaki ani
degisikliklerin yan1 sira, iki hemisfer arasindaki akut fazlarda baglanma seviyesinde
bir lateralizasyon bulunmaktadir. Baglanma profilindeki lateralizasyon, enjeksiyon
bolgesinin i¢inde ve ¢evresinde ve sadece hipokampusu iceren ¢evre dokularda degil,
ayni zamanda temporal ve piriform kortekslerde de goriilmiistiir. Ozellikle
epileptogenezin kronik fazlarinda (10. giin ve sonrasinda) higbir bdlgede

lateralizasyon saptanmamustir.

Ayrica, caligmamizda deneysel yontemler altinda belirtildigi gibi, yas uyumlu
sham-opere kontrol gruplar1 kullanilarak, stereotaksik enjeksiyonun kendisi de doku
lezyonu yapabildiginde, intrahipokampal enjeksiyonun SV2A protein seviyesine yani
[PH]JUCB-J baglanma seviyesine kendisinin etkisi arastirilmistir. ROI'leri (korteks ve
hipokampus gibi 6l¢lim yapilan bolgeler) herhangi bir miidahale olmadan dogrudan
sakrifiye edilen (n=28) ve ayrica sham-opere edilen siganlarda (n=8/grup basina;

intrahipokampal olarak salin enjekte edilen) ve ardindan 1., 3., 5., 10., 15., 30., 60. ve
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90. giinlerde sakrifiye edilen kontrol sicanlarda (korteks ve hipokampus gibi)
karsilagtirdigimizda; baglanma yogunlugu agisindan belirgin bir fark gozlenmemistir.
Bu nedenle kontrol grubu, sahte islem gormiis tiim kontrol gruplarmin ortalama

baglanma seviyesini temsil etmektedir.

3.2.3.1.Hipokampus

Hem dorsal (Sekil 29 B-D-F) hem de ventral alt bolgelerde (Sekil 29 C-E-G)
baglanmada kayda deger bir diislis goriilmiistiir. Lateralizasyon nedeniyle, ipsilateral
bolgedeki baglanmanin azalmasi, her iki hemisferde 6nemli olmasina ragmen, daha

erken zaman noktalarinda daha biiyiiktir.

Hem dorsal hem de ventral hipokampusun tiim ipsilateral alt bolgelerinde 1
giin sonra baglanmada belirgin bir azalma goézlenmistir (Sekil 30, 31). Kontralateral
bolgede, baglanmadaki diisiis 3 giin sonra ortaya c¢ikmistir (p <0.05). Bolgesel
farkliliklar olmasina ragmen, azalmanin biiyiikliigii ipsilateral tarafta 5 giin sonra
belirgin olmustur, ancak tiim bolgelerde 10 giin sonra zirve yapmistir. Disiisler
dCA1'de yaklagik %45 (Sekil 29B), vCAl'de %56 (Sekil 29C), dCA3'te %52 (Sekil
29D), vCA3'te %51 (Sekil 29E), dDG'de %62 (Sekil. 29F) ve vDG'de %52’dir (Sekil
29G). Yukarida aciklandigi gibi, 1 giin, 3 giin ve 5 giin (akut fazlar) sonra ipsilateral
ve kontralateral taraflar arasindaki baglanma seviyesindeki farkliliklar
gozlemlenmistir (p<0.05). Hipokampustaki baglanmanin en diisiik seviyede oldugu
zaman noktasinda 10 gilin civarinda iki bolge arasinda baglanmada bir fark
goriilmemistir. Baglanma seviyesi 90 giine kadar biraz artis gostermistir. KA ile
sistemik tedaviden sonra goriilen zaman profilinin aksine, intrahippokampal KA'dan
sonra baglanma seviyesi hi¢bir hipokampal bolgede kontrol seviyelerine ulagmamistir

(p<0.05).
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Sekil 29: Lokal KA ile olusturulan epileptogenezin akut, latent ve kronik fazlarinda
hipokampiiste [PHJUCB-J baglanma paternini gdsteren otoradyogramlar ve kantitatif

baglanma diizeyini gosteren bar grafikleri

A) Temsili otoradyogramlar; bregmaya -3.6 mm mesafeden alinan kesitleri
gostermektedir B) dCA1 C) vCA1 D) dCA3 E) vCA3 F) Dentat girus -Granular dorsal
G) Dentat girus-Granular ventral (hipokampiisiin alt bolgeleri dl¢iiliirken dorsal olarak
adlandirilan alanlar bregmaya -3.6 mm; ventral olarak tanimlanan alanlar bregmaya -

5.2 mm mesafeden alinan kesitlerden Olc¢lilmiistiir). Okla enjeksiyonun tarafi
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gosterilmektedir. * ile gosterilen istatistiki belirtecler zamansal gruplar arasindaki

farklilig1, alfa ise sag ve sol arasi farklilig1 gosterir

Dorsal Hipokampus (Bregma uzakligi = -3.6 mm)

ilk status epileptikustan sonra gecen zaman (Giin)

Sekil 30: Dorsal hipokampusun alt hiicresel gruplarindaki baglanmalarin daha detayli

otoradyogramlarla gosterilmesi

{lk status epilepticus sonras gecen zaman (Giin)

Ventral Hipokampus Kontrol, -«
(kesitlerin Bregma - . . — ) d
uzakligl = -5.2mm)

ipsilateral

Kontralateral

Sekil 31: Ventral hipokampiisteki baglanma paterninin  representatif

otoradyogramlarla daha detayli gdsterilmesi
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3.2.3.2 Korteks

Kortikal alt bolgelerde goriilen baglanma zaman profilleri, KA'nin sistemik
uygulamasindan sonra goézlenen profillerden farkli oldugu gibi her bir alt kortikal
boliim de birbirinden oldukga farkli bulunmustur. Prefrontal kortekste (Sekil 32A),
herhangi bir zaman noktasinda baglanmada hemen hemen higbir degisiklik
goriilmemistir. Sensorimotor kortekste (Sekil 32B) ilk giinlerde baglanma seviyesi
diisiik bulunmustur ve 3 giin sonra %30'luk bir azalma tespit edilmistir. Ancak 30 giin

sonra lateralizasyona rastlanmamistir (Sekil 32B).

Buna karsilik, temporal (Sekil 32C) ve piriform kortekslerde (Sekil 32D),
sadece 1 giin sonra belirgin azalmalar ve lateralizasyon goriilmiistiir (temporalde %42-
48 ve piriform kortekste %40-49). Hipokampusta ise en diisiik baglanma seviyesi 10
giin sonra goriilmiistiir. Daha sonraki zaman noktalarinda, baglanma seviyesi iki
hemisfer arasinda higbir fark gostermemistir, ancak baglanma seviyesi, tedaviden 90

giin sonrasina kadar her iki taraftaki her iki kortikal alanda daha diisiik kalmistir (Sekil
32C ve 32D).
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Sekil 32: Lokal KA ile olusturulan epileptogenezin akut, latent ve kronik fazlarinda
farkl1 kortikal alanlarda [PH]JUCB-J baglanma paternini gosteren bar grafikleri
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A) Prefrontal Korteks (bregmaya +3.2 mm) B Sensorimotor (bregmaya +1.2 mm) C)
Temporal Korteks (bregmaya -3.6 mm) D) Piriform Korteks (bregmaya -5.2 mm) * ile
gosterilen istatistiki belirtecler zamansal gruplar arasindaki farkliligi, alfa ise sag ve

sol aras1 farklilig1 gosterir
3.2.3.3.Subkortikal alanlar

Se¢ilen subkortikal alanlarda baglanmadaki zamansal profilin de bolgeye 6zgii
oldugu bulunmustur. Ornegin, kaudat-putamendeki baglanma seviyeleri (Sekil 33A-
C) sensorimotor korteksin profiline benzemektedir ve 3 giin sonra gii¢lii bir azalma
gostermistir ve seviye zamanla kademeli olarak bazal seviyelere donmiistiir. Kaudat-
putamen (Sekil 33B) ve niikleus akumbens (Sekil 33C) arasindaki zaman profilleri
benzer bulunmustur. Hipotalamusta, baglanma seviyeleri zaman iginde sabittir, tek bir
zaman noktasinda sadece kiigiik ama kayda deger bir fark bulunmustur (Sekil 33D).
Korpus kallozumda, beynin diger seviyelerinde incelenen diger beyaz cevher
bolgelerinde de gozlendigi gibi (veriler gosterilmemistir) bilateral olarak hi¢gbir zaman

fark goriilmemistir (Sekil 33E, 34).
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Sekil 33: Lokal KA ile olusturulan epileptogenezin akut, latent ve kronik fazlarinda
subkortikal alanlarda [*HJUCB-J baglanma paternini gosteren otoradyogramlar ve

kantitatif baglanma diizeyini gosteren bar grafikleri

A) Temsili otoradyogramlar; bregmaya +1.2 mm mesafeden alinan kesitleri
gostermektedir B) Kaudat Putamen (bregmaya +1.2 mm) C) Nukleus Akumbens
(bregmaya +1.2 mm) D) Hipotalamus (bregmaya -3.6 mm kesitleri gosteren Sekil
26’daki otoradyogramlarda goriilebilir) E) Korpus Kallozum (bregmaya+1.2 mm). *
ile gosterilen istatistiki belirtegler zamansal gruplar arasindaki farkliligi, alfa ise sag

ve sol arasi farklilig1 gdsterir
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Sekil 34: Beynin en biiyiik beyaz cevheri olan korpus kallozumda baglanma paterninin

zamansal olarak gosterimi, kesitler bregmaya -0.9 mm mesafedendir.
3.2.4. SRS Ortaya Cikis Zamam ile Baglanma Diizeyinin Iliskilendirilmesi

Daha once de deginildigi gibi her iki model i¢in giinliikk video kayitlarindan elde
edilen skorlama ile ilk kez spontan meydana gelen ve sonra kendiliginden tekrar eden
ndbetlerin (SRS) baslama zamani hayvanlar arasinda farklilik géstermemistir. KA ile
SE indiiksiyonundan 14 ila 88 giin sonra SRS'ler meydana gelmistir ve SRS’ler, her

iki model i¢in de benzer bir zaman 6l¢eginde tetiklenmistir.

Lokal tasarima baktigimizda deney bitiminde yani 90 giin sonra hi¢ ndbet
gostermeyen hayvanlardaki baglanmaya oranla nobet gecirenlerdeki baglanma daha
diisiiktii (p<0.0001). Ancak erken donemde yani ilk statustan sonraki 30 giin i¢inde
nobet gecirenler ve ge¢ donemde 30 ila 90 giin arasinda ndbet gegirenler arasinda
baglanma agisindan bir fark yoktu. Baglanma diizeyleri sadece hipokampiisiin alt
bolgeleri olan Dentat girus, CA3 ve CA1 bdlgelerinde analiz edildi. Ayrica korelasyon
analizi yapildiginda da bu 3 bdlgedeki radyoligand baglanmasi diizeyi ile hayvanlarin
nobet gecirdigi glin sayist arasinda bir iligki bulunamadi. Yani hayvanlarin sahip
oldugu SV2A diizeyinin o hayvanin bireysel olarak daha erken ya da daha ge¢ SRS

deneyimleyecegini gostermemektedir (Sekil 35).
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Sistemik dizayn incelendiginde ise baglanma diizeyinde ndbet gecirmeyenler,
erken gegirenler ve gec gecirenler arasinda baglanmada 90. Giin sonunda higbir fark
gozlenmemis. Hayvanlarda hipokampiisiin 3 alt bolgesindeki baglanma diizeyi ile SRS

giinii arasinda yine bir iligki saptanmamistir (Sekil 36)
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Sekil 35: Lokal KA uygulamasinda hayvanlarda SRS’lerin ortaya ¢ikma zamani ile sahip olduklar1 SV2A diizeyi arasindaki iligki

A) Deneysel dizayn B) Hipokampiisii alt bolgelerinde (dCA1, dCA3, Dentat girus-granular dorsal) hi¢ SRS gostermeyenler (n=6), erken
(n=6) ve ge¢ SRS gosteren (n=9) gruplarda SV2A diizeyini gosteren [*HJUCB-J baglanma diizeylerini gdsteren bar grafikleri C) dCAI,
dCA3, Dentat girus-granular dorsal bolgelerindeki SV2A diizeyi ve SRS ¢ikis vakti arasindaki korelasyon grafikleri (yesil noktalar erken;

kirmiz1 noktalar ge¢ SRS deneyimleyen siganlari temsil etmektedir).
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Sekil 36: Sistemik uygulamasinda hayvanlarda SRS’lerin ortaya ¢ikma zamani ile sahip olduklar1 SV2A diizeyi arasindaki iligki

Ik SRS'In ortaya ¢ikisina kadar gegen zaman (giin)

ilk SRS'in ortaya ¢ikisina kadar gegen zaman (gin)

A) deneysel dizayn B)Hipokampiisii alt bolgelerinde (dACA 1, dCA3, Dentat girus-granular dorsal) hi¢ SRS gdstermeyenler (n=6), erken (n=6)

ve ge¢ SRS gosteren (n=9) gruplarda SV2A diizeyini gosteren [PH]JUCB-J baglanma diizeylerini gosteren bar grafikleri C) dCA1, dCA3,

Dentat girus-granular dorsal bolgelerindeki SV2A diizeyi ve SRS ¢ikis vakti arasindaki korelasyon grafikleri (yesil noktalar erken; kirmizi

noktalar ge¢c SRS deneyimleyen siganlar1 temsil etmektedir).
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3.3.insan Dokusundan Elde Edilen Veriler
3.3.1. [PHJUCB-J’nin insan Beyin Dokusundaki Baglanma Karakteristikleri

Insan beyninde [PHJUCB-J’ye ait farmakolojik baglanma karakteristikleri
belirlenirken bu degerler ayni zamanda diger ilgilendigimiz tiir olan sican
korteksindeki degerlerle de karsilastirilmistir (Sekil 37). Bu sebeple bu boliimde iki
tiire ait sonuglar sadece korteksle sinirli kalarak karsilagtirmali olarak verilmistir.
Korteksle sinirli kalinmasinin sebebi insana ait sadece kortikal dokunun resekte

edilerek laboratuvarimiza verilmis olmasidir.

Asagida gosterilen saturasyon deneyleri i¢in Bmax insan korteksi i¢in 802.0 +

38.9 fmol/mg TE olarak bulunmustur. Kp ise 4,2 = 0,5 nM olarak belirlenmistir (Tablo
11).

A Sigan korteksi saturasyon B insan korteksi saturasyon
1000- 1000+
@
800 g 8007 _
@ c w
2 / % 'w 600
§ E 600 _r.: §
B0 bo O]
§§ 400 § E 4007
[<] —_—
o $ =
S £ 2001 = 2004 PR
& i -
0 —r 0 S ——
0 5 10 15 0 5 10 15
[*H] UCBJ [nM] [*H] UCB-J [nM]

- Total baglanma

- Spesifik olmayan baglanma (NSB)

- Spesifik baglanma (SB)

[FHJUCB-J 0.1nM 024 nM

[FH]JUCB-J 0.1nM 0.24 nM

Sekil 37: Saturasyon grafigi
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A) Sican Korteksi B) Insan Korteksi. Grafikler toplam baglanmayi, spesifik
baglanmay1 ve spesifik olmayan baglanmay1 gostermektedir. X eksenti, 0.1, 0.25, 0.5,
1, 3, 6 ve 12 konsantrasyonlar1 i¢in nM cinsinden [*PHJUCB-I'yi gostermektedir ve y
ekseni, fmol/mg TE cinsinden baglanmay1 gostermektedir. NSB i¢in korelasyon
katsayist (R2) sican i¢in 0.88 ve insan i¢in 0.89 idi. Veri noktalari, teknik kopyalara
dayali ortalama + SEM'i temsil eder. C) Usste sigan altta insana ait temsili

otoradyogramlar

Insan korteks dokusundaki inhibisyon grafiklerinden elde edilen farmakolojik
baglanma Ozellikleri asagidaki gibidir. ICso, Levetirasetam icin 43.3 uM olarak;
Brivaracetam i¢in 6uM ve soguk UCB-J i¢in 75nM olarak belirlendi. Log ICso
siraystyla levetirasetam, brivaracetam ve soguk UCB-J i¢in -4.8, -5.6 ve -7.1’idi.
Levetirasetam i¢in Ki degeri 21.5 uM, brivaracetam i¢in Ki degeri 0.7 pM ve soguk
UCB-J i¢in Ki degeri 19.2 nM idi (Sekil 38, 39). Tiim yer degistirme baglama

ozellikleri asagidaki Tablo 11°de 6zetlenmistir.

INSAN KORTEKS
Levetirasetam Brivarasetam UCB-J [FH]JUCB-J
IC50 43.3 uM 6 uM 75 M
Log ICS0 -4.8 -5.6 -7.1

Ki 21.5 uM 0.7 uM 19.2 1M
Kb 42+0.5nM
Brnax 802.0 £38.9
fmol/mg TE

Tablo 11: Doygunluk ve inhibisyon deneyleri i¢in baglanma 6zelliklerine genel bakis
Insan Korteksinin Doygunluk Deneylerinde [’H]JUCB-J Baglanmasinin Farmakolojik
Ozellikleri: Kd ve Bmax, bu amagla dogrusal olmayan regresyon ile ham verilerden
kullanilarak hesaplandi, degisken egime sahip bir sigmoidal doz-yanit egrisini

tanimlayan bir model kullanildi.

93



Levetirasetam

7}
£
S o 4007
8
%0 vo 300 -
RS IC5,=53.8 uM
T O 200
8 §
2= 100-
T
&,
c ] 1 i 1
-8 -6 4 2
[Levetiracetam] (Log M)
o UCB-J
% 600+
€ __
=
00 up 400
S E
T o
oM _
g g 200
T
= 0 T T
-10 -8 -6

[UCB-J] (Log M)

=]

600

=
»
(=3
<

(fmol/mg TE)

[3H]UCB-J baglanm:

&

o

Brivarasetam

ICs =6.8 UM

-6 -4 -2
[Brivatiracetam] (Log M)

Total baglanma
Spesifik olmayan baglanma (NSB)

Spesifik baglanma (SB)

Sekil 38: Insan korteksinde Levetiracetam, Brivaracetam ve soguk UCB-J ile

[*HJUCB-J inhibisyon deneyleri

(A) Levetirasetam (0 uM- 27,3 mM), (B) Brivaracetam (0 uM — 3,03 mM) veya (C.)

soguk UCB-J (0 uM — 37,5 uM).
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Levetirasetam

Sican korteks
insan korteks
Brivarase
3.03mM
Sigan korteks 50
insan korteks
Sigan korteks
insan korteks

Sekil 39: Insan ve sican korteks baglanma karakteristiginin temsili olarak karsilastirilmasi
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3.3.2. Temporal Lob Epilepsisi Hastalarinda SV2A, SV2B, SV2C Genlerinin
ifade Diizeyi ve Klinik Veriler ile Tliskisi

Bu calismada kullanilan epileptik hastalarin lateral temporal korteksinden
alinan rezeksiyonlar deneyimli bir histopatolog tarafindan incelenmistir ve dahil edilen
hastalarin ¢ogunda morfolojik olarak normal bulunmustur (22 TLE hastasinin sadece
2'sinde fokal kortikal displazi saptand1). Ayrica, hipokampal veya kortikal morfoloji
ve kalinliktaki herhangi bir degisikligi belirlemek i¢in MR goriintiileme yapilmistir.
Ug istisna disinda tiim hastalarda hipokampusta medial temporal lob sklerozu varken

kortekslerde anormal MRG gdzlenmemistir.

Once RT-qPCR yontemini kullanarak ii¢ farkli SV2 izoformunun (SV2A,
SV2B ve SV2C) mRNA ekspresyon seviyelerini analiz ettik. Bu analiz, beyin cerrahisi
geciren 22 TLE hastasindan alinan beyin dokular tizerinde yapildi. TLE hastalarinin
rezeke edilmis neokorteks doku drnekleri, 6nemli miktarlarda SV2A, SV2B ve SV2C
mRNA'lar1 igeriyordu.

Temporal neokorteks dokularinin qPCR tahminleri, TLE hastalarindan rezeke
edilen tiim dokularm SV2A mRNA ekspresyonu igerdigini ortaya ¢ikardi. Ancak,
referans geni GAPDH'ye normalize edilen SV2A'nin transkript diizeylerinin hastalar
arasinda olduk¢a degisken oldugu gosterilmistir (1.058+0.868). Ayrica aymn
orneklerdeki SV2B ve SV2C mRNA seviyeleri sirastyla de degiskendi ve sirasiyla
SV2B i¢in 0,6599+0,55 ve SV2C igin 0,8786+0,55 seviyesindeydi (Sekil 40).
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Sekil 40: SV2A, SV2B ve SV2C gen ifadesinin 22 hastadaki diizeyinin ve dagiliminin

gosterimi

Gen ifade diizeyi kontrol gene (GAPDH) oranla hedef genlerin seviyesini (fold

change) gostermektedir.

TLE hastalarinin temporal neokorteksinde SV2A ve SV2B arasinda pozitif bir

korelasyon gdzlendi.

Ayrica 22 TLE hastasindan alinan temporal kortekste SV2A ve SV2B
seviyelerinin nispi ekspresyonunu karsilagtirdik; SV2A ve SV2B genlerinin
ekspresyonu 6nemli dl¢ilide korele oldugunu gozlemledik (r=0.5189, p=0.0133). Buna
karsilik, SV2C mRNA seviyeleri ile diger SV2 transkriptleri (SV2ZA mRNA i¢in r=-
0.1462, p=0.5161) ve SV2B icin (r=0.1158, p=0.6080) arasinda bir korelasyon

bulunmada.

TLE hastalarinda ne cinsivet ne de yas SV2 izoformlarinin ekspresyon seviveleri

uzerinde bir etkiye sahip degildir.

Mann-Whitney U Testi kullanilarak yapilan analiz, cinsiyetler arasinda ifade

acisindan higbir fark ortaya koymadi. Ug SV2 transkripti i¢in ifade edilme seviyeleri
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acisindan cinsiyetlere 6zel bir egilim bile yoktu; SV2A (p=0.9734), SV2B (p=0.3650)
ve SV2C seviyeleri (p=0.6642) (Sekil 41).
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Sekil 41: Kadin ve erkek bireylerdeki SV2 gen ifade diizeyinin karsilagtirilmasi

Spearman korelasyon katsayisina gore cinsiyete benzer sekilde; SV2A
(r=0.125, p=0.618), SV2B (= 0.002, p=0.99) veya SV2C (1=0.083, p=0.713)
ekspresyonunun yas ile korele olduguna dair hi¢bir kanmit bulunamadi. Ug izoformdan

herhangi biri yasla birlikte ne artt1 ne de azaldi (Sekil 42).
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Sekil 42: Yas ve SV2 izoform ifade diizeyleri arasindaki iligki

Epilepsi siiresi ve ndbet sikligi, SV2 genlerinin ekspresyonu ilizerinde herhangi bir

modiilator etkive sahip degildir.

Spearman korelasyon katsayisi, epilepsi siiresi (baslangictan itibaren kag yildir
epilepsi hastas1 oldugu) ile SV2 gen ekspresyonu arasinda korelasyon olmadigin
gosterdi. (SV2A (r=0.1283, p=0.569), SV2B (r= 0.217, p=0.330) veya SV2C (r= -
0.154 ,p=0.793) (Sekil 43).
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Sekil 43: Hastaligin siiresi ile kisideki SV2 izoform diizeyi arasindaki iligki

Nobet sikliginin ayrica SV2 gen ekspresyonu (SV2A (1=0.318, p=0.148),
SV2B (r= 0.039, p=0.86) veya SV2C (r= -0.034, p=0.88)) ile iliskili olmadig1 da
gosterilmistir (Sekil 44).
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Sekil 44: Nobet siklig1 (frekansi) ile SV2 izoformlarinin seviyeleri arasindaki iligki

Kirmiz1 noktalar Levetiracetam tedavisi alan bireyleri, siyah noktalar diger

antiepileptik ilag tedavisi bireyleri gostermektedir.

Levetiracetam ilen tedavi gorenler ile diger AED'lerle tedavi edilen hastalar arasinda

SV2 gen ekspresyon diizeyinde hicbir fark yvoktu

Mann Whitney-U test sonuclarina gére, SV2A (p=0.88), SV2B (p=0.35) ve
SV2C (p=0.75) ekspresyon seviyelerinde Levetiracetam ile tedavi edilen hastalar ile

diger AED'ler ile tedavi edilen hastalar arasinda istatistiksel fark yoktu (Sekil 45).
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Sekil 45: Farkli ila¢ rejimleri uygulanan hastalar ile Levetiracetam uygulanan

hastalarin SV2 diizeyleri arasindaki fark
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4. TARTISMA
4.1. *H]JUCB-J Baglanmasinin Hem Insan Dokusunda Hem De Sican
Dokusundaki Karekterizasyonuna Dair Tartisma
Baglanmanin doygunlugu, hedef protein iizerindeki tiim baglanma bolgeleri
ligand tarafindan baglandiginda elde edilir. Maksimum spesifik baglanma, Bmax
olarak adlandirilir. Dengede hedef proteinler iizerindeki baglanma bdlgelerinin
yarisini iggal etmek i¢in gereken ligand konsantrasyonu, baglanma afinitesini yansitan

denge ayrigsma sabiti (Kp degeri) olarak adlandirilir (127).

Diisiik bir Kp degeri, diisiik bir ligand konsantrasyonunun reseptdrlerin yarisini
isgal etmek i¢in yeterli oldugunu ve ligand i¢in yiiksek bir afiniteyi gosterir. Buna
karsilik, reseptorlerin yarisini iggal etmek igin yiiksek bir ligand konsantrasyonu
gerektiginde, Kp degeri yliksektir, bu da ligand i¢in diisiik afiniteye isaret eder
(97,120,128).

NSB ve dolayisiyla yanlis sinyal izlenmesi ile ilgili potansiyel zorluklarin
otoradyografide dikkate alinmasi Onemlidir. Radyoligand ilgili proteine yliksek
ozgilliige sahip olsa da ligand ayrica spesifik olmayan hedeflere diisiik afinite ile
baglanabilir. Bu nedenle, NSB deneysel olarak farkli faktorlerle minimize edilir.
Ornegin; 6n inkiibasyon tamponu, radyoligand ile inkiibasyondan énce numunedeki
cesitli proteinlere spesifik olmayan bir sekilde baglanan ve bdylece radyoizleyicinin
NSB'sini azaltan sigir serum albiimini (BSA) igerir. Ca?* selatlayict EGTA,

inkiibasyon tamponu i¢inde ¢oziiliir ve Ca?"'

ya bagli hiicre yapigmasini sinirlayabilir
ve MgCI?*, endojen peptitler ile spesifik olmayan etkilesimleri engeller. NSB, birkag
yikama adimi sirasinda daha da azalir, ancak bu, radyoligand ile ilgilenilen protein
arasinda yiiksek afinite gerektirir (129). Genellikle, NSB tamamen 6nlenemez ve artan
radyoligand konsantrasyonu ile doygun olmayan lineer bir fonksiyon izleyecektir
(128). Hem sican hem de insan korteksi doygunluk grafiklerinde ve
otoradyogramlarinda goriilecegi gibi bahsedilen tiim bu Oneriler géz 6niine alindigi

halde LEV ile test edilen NSB hala daha radyoaktif 1s1ma vermistir. Yani NSB sifira
inmemis ama ¢ok giiclii bir inhibisyon yine de saglanmistir (Sekil 25, 38).
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NSB i¢in yaygin olarak kullanilan bir gosterge, yiiksek konsantrasyonlarda
etiketlenmemis rekabetci bir ligand kullanan paralel beyin kesitlerinde radyoligandin
uzaklastirilmaya calismasidir. Boylece ilgili protein soguk ligand tarafindan bloke
edilir ve sadece spesifik olmayan yani hedef disinda baska boélgelere baglanan
radyoligand miktar1 saptanir. Radyoligandin etiketlenmemis bir soguk versiyonu,
sicak ligandla ayni hedeflere baglanir, dolayisiyla yiiksek bir soguk ligand
konsantrasyonu tam yer degistirmeye neden olur. Ancak trityum isaretli UCB-J yerine
isaretsiz UCB-J kullanmanin yani yapisal olarak identik bilesikleri kullanmanin
dezavantaji vardir. Soguk versiyonun sadece ilgilenilen bolgeyi degil ayn1 zamanda
isaretli radyoligand gibi ayni spesifik olmayan hedefleri de yerinden etmesi ve
NSB'nin yanlis negatif tespiti ile sonuclanmasi olasidir. Bu nedenle, NSB belirlenirken
sadece spesifik baglanma bolgesini paylasan bir soguk ligand tercih edilir, yani SV2A
baglanma bolgeleri ortak olan LEV veya BRIVA (128).

Radyoligand ve ilgili protein arasindaki spesifik baglanma, toplam
baglanmadan NSB'nin ¢ikarilmasiyla belirlenir. Baglanma artan radyoligand
konsantrasyonlari ile doygun hale geldiginden, spesifik baglanma bir doyma egrisinde
gosterilmektedir. Spesifik baglanma egrisinden baglanma oOzellikleri belirlenebilir.
Bmax maksimum baglanma kapasitesi olarak bulunur ve Kd, Sekil 6'da gosterildigi
gibi maksimum baglanma bolgelerinin yarisini isgal etmek i¢in gereken radyoligand

konsantrasyonu ile belirlenir.

Onceki ¢alismalarda ¢alismamizla uyumlu olarak insan dokusunda 2,9-3,2 nM
Kp degerleri rapor edilmistir (18,130,131). Otoradyografi baglama caligsmalarinin,
bulunan Kp degerinin 10 katlik bir konsantrasyonun baglanma boélgelerini doyurdugu
ve boylece maksimum protein yogunlugu hakkinda bilgi sagladigini diisiindiiriir. Yani
belirlenen Kp degerinin 0.1-10 katinin esas deneysel g¢alismalarda kullanmasi
gerektigi one siirtilmistiir (130). Ligand ¢cok maliyetli bir iiriin oldugundan, Kd'nin 10
kat1 olan bir konsantrasyonun kullanilmasi genellikle finansal olarak miimkiin degildir
ve bu nedenle daha diisiik konsantrasyonlar kullanilabilir. Bu tezin deneyinde ve
mevcut literatiire dayanarak belirlenen Kp degerine bagli (Sican 1.97 nM, insan 4.2

nM) olarak makul olan 6nM'de bir konsantrasyon kullandik.
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Genel olarak, tiirler arasinda gézlemlenen Kp farkliliklar1 6nemsiz bir 6neme
sahip goriinmektedir. Sonuglardan ve literatiirden elde edilen genel bilgi, [PHJUCB-J
baglanmasinin sigan ve insanda benzer oldugudur. Bu projedeki Ki degerleri ile teyit
edildigi gibi, ayrica [*HJUCB-J baglanmasinin tiirler arasinda degismedigi yani
SV2A'nin tiirler arasinda korundugunu gosterir. Sigan korteksindeki [PH]JUCB-J
caligmalar1 insanlardaki veriler transle edilme 6zelligine sahiptir. Bu iddia, norolojik
hastaligt olmayan insanlardan alinan dokular iizerinde yapilacak gelecekteki
caligmalarda daha da dogrulanmalidir. Levetirasetam, brivaracetam ve soguk UCB-J
icin SV2A’ya baglanma kapasitelerinde veya afinitelerinde belirgin farkliliklar
gozlendi. Levetirasetam en diislik afiniteye sahiptir, bunu sirayla brivaracetam ve
UCB-J izlemektedir. UCB-J'nin hem si¢an hem de insan korteksinde Racetam'dan 100
kat daha giiclii oldugu goriilmektedir. [°H] radyo etiketi, sicak ve soguk UCB-J
bilesikleri arasindaki tek yapisal farki sundugundan, bu durum zaten beklendigi
gibidir. Brivaracetamin levetirasetamdan 10 kat daha yiiksek SV2A afinitesine sahip
oldugu daha oOnce gosterilmistir (132); benzer sekilde levetirasetam ile
karsilastirildiginda brivaracetamin daha yiiksek bir afiniteye sahip oldugu bulmustur.
Bu bulgunun klinik sonuglar olabilir, ¢linkii daha yiiksek afiniteye sahip bilesikler
hastalara daha diisiik bir dozda verilebilir ve bu nedenle daha az hedef dis1 yan etkiye
neden olur. Bu nedenle, brivaracetam hasta gruplariin tedavisi i¢in en azindan kagit

iizerinde daha iyi bir se¢im gibi goriinmektedir.

4.2. In Vivo Calismalarimizin Sonuclarina Dair Tartisma

Bu ¢alisma hem sistemik hem de lokal KA uygulamasinin, uygulamay: takiben
ilk giinlerde hem hipokampal alanlar hem de hipokampal alan dis1 bolgelerde gri
cevher alanlarinda [*PH]JUCB-J'nin baglanmasinda azalmalar iirettigini gdstermektedir.
Iki bagimsiz hayvan deney modelinde oldukca benzer degisikliklerin gdsterilmesi
bulgularin tekrarlanabilirligine isaret etmektedir. Baglanmadaki degisikligin
biiytikliigii, bolgeler arasinda ve iki farklit KA modeli arasinda farklilik gostermektedir.
Onemli olarak ve asagida tartisildigi gibi, baglanmadaki azalmayi, ¢ogu beyin

bolgesinde tam bir restorasyon izlemektedir.

Hipokampus beklendigi lizere en c¢ok etkilenen bolge olmustur. Bu durum,

hipokampusun KA noérotoksisitesine karsi en savunmasiz bolge oldugu ve KA
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reseptorlerinin  diger bolgelere gbére bu bolgede daha fazla oldugu gergegiyle
uyumludur (44,107). Hipokampusta erken hasar olusmasi da bu bolgenin nobet
baglangic yeri olmasi gergegini desteklemektedir. Beyaz cevherde [PHJUCB-J
baglanmasi ihmal edilebilir diizeydedir ve sinaptik bdlgelerin yoklugundan dolay1
uygulama yolundan bagimsiz olarak KA uygulanmasindan etkilenmez (133). Bu
bulguyla uyumlu bir sekilde, beyaz cevher daha 6nce in vivo goriintilemede SV2A
radyoligandlari i¢in bir referans bolge olarak kullanilmistir (18,133). Bolgeye 6zgii bir
degisim ve diizenleme oldugunu 6ne siiren sekilde hipotalamusta baglanmada hemen

hemen higbir degisiklik gézlenmemistir.

KA modeli tam anlamiyla TLE’ nin translasyonel bir hayvan modelidir ¢ilinkii
hastaligin tiim semptomatik ve klinik bulgularini taklit ettigi gibi; serebral korteks ve
hipokampustaki dejeneratif ve noroplastik degisiklikleri de gdstererek patolojik
siiregleri de taklit eder (1,134—137). Hipokampusta [*HJUCB-J baglanmasinin zaman
profili, erken asamalarda kademeli bir diisiis ve sonraki takip eden asamalarda
ilerleyici bir restorasyon gostermistir. Baglanmadaki azalma hiicre 6liimii, sinaptik
kay1p ya da vezikiil sayisindaki degisikliklerden kaynaklanmig olabilir. Baglanmadaki
yiikselme, genellikle latent ve kronik epileptogenez donemlerinde meydana gelen ve
memelilerde aylar veya yillar boyunca siiren sinaptik yeniden yapilanmanin bir sonucu

olabilir (8).

Plastik degisikliklerin bircogu, eksitator ve inhibitdr sinapslar arasinda
dengesizliklere neden olmaktadir ve 6zellikle hipokampal yapilarda anormal sinaptik
plastisiteye, yeni ama islevsiz sinaptik aglarin kurulmasina ve glial hiicre sayisinda
artis ile gliozise yol agmaktadir (5,138,139). Latent fazlardaki bu anormal yeniden
diizenleme nedeniyle, hastalarda epilepsinin ayirt edici semptomu olan spontan
tekrarlayan nobetler meydana gelmektedir (140). Radyoligand baglanma seviyesinin
sinaptik yogunlugu yansittig1 goéz oniine alindiginda (16), kronik dénemlerde bazal
seviyelere geri dénen [PHJUCB-J baglanmasini gosteren verilerimiz bu dénemlerde
sinaptik yapilanmaya isaret ediyor ve kaybolan sinapslarin yerine yenilerinin
yapilandigin1 gosteriyor olabilir ancak baglanmadaki bu yogun artisin islevsel
sinapslar olarak ortaya cikip ¢ikmadigi belirsizdir. Deneysel dizaynda kullanilan

hayvanlarda kronik donemlerde spontan nobetlerin ortaya ¢iktigi diisiiniildiiglinde
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baglanma diizeyindeki bu yeniden artisin, saghikli bir geri kazanim degil,
disfonksiyonel sinapslarin ortaya ¢iktigi bir geri donilisiim veya yeniden yapilanma

oldugu diisiiniilebilir.

[PHJUCB-J baglanmasi tarafindan yansitilan sinaps yogunlugundaki
iyilesmenin mutlaka geri doniisimli  bir iyilesme olmayabilecegini, ancak
hipokampusta daha uyarilabilir aglara dogru kayan sinapslardaki degisiklikleri temsil
edebilecegini diisiinmekteyiz. ['*F] Florodeoksiglukoz (['*F]FDG ) ligand: ile yapilan
bir in vivo goriintiileme ¢aligmasi, epileptik siganlarda beynin zamana bagli metabolik
degisikliklerini gostermistir (141). Mevcut bulgularimiza benzer sekilde, status
epileptikuslu sigan beyinlerinde, epileptogenezin akut ve latent fazlarinda beyin
glukoz metabolizmasinda kademeli bir azalma gozlenmistir. Lokal KA
enjeksiyonundan sonra [PH]JUCB-J baglanmasindaki azalmaya benzer sekilde latent ve
kronik fazlarda hipokampusta glukoz hipo-metabolizmasimin kalici olmas: dikkat
cekicidir. [PHJUCB-J baglanmasi ve ['®F]JFDG baglanmasinin zaman profilindeki
ortlisme, erken donemlerde sinaptik kayip ve bu kayba eslik eden hipometabolizma,;
kronik donemlerde ise sinaptik yeniden yapilanmaya ve bununla iligkili nispeten

hizlanan metabolizma arasindaki bir iligkiyi gosteriyor olabilir.

Iki farkli KA uygulama yolunun tercih edilmesindeki amacimiz ise, ipsi ve
kontralateral bolgelerde [PHJUCB-J baglanmasimin zaman profilindeki olasi
degisiklikleri aragtirmakti. Ve daha detayl1 olarak anlatacak olursak temel amacimiz;
lokal uygulamada iiretilen epileptojenik bolgeden kalkan interiktal desajlarin,
kontralateral bolgeye gegerek diger hipokampiis veya beynin diger hemisferindeki
peri-hipokampal alanlarda sinaptik dansitede meydana getirecegi degisiklikleri ve bu
degisikliklerin zamanlamasini ve boyutunu belirlemekti. Sistemik enjeksiyonlarin tim
beyin eksitotoksisitesine neden oldugu, lokal intraserebral enjeksiyonlarin ise bolgesel
eksitotoksisiteye neden oldugunu ortaya konmustur (24,142). Sonuglarimiz,
baglanmadaki azalmanin, lokal uygulamadan sonra daha erken meydana geldigini ve
bunun muhtemelen bir akut néronal kaybin sonucu oldugunu géstermektedir (143). Bu
nedenle, intrahipokampal KA akut nekrotik 6liimii indiiklerken, sistemik uygulamada
daha sonraki zaman noktalarinda programlanmis hiicre 6liimii nedeniyle hiicreler

kaybedilir (144). Ote yandan, baglanmadaki azalmalarin maksimuma ulastig
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noktalarin lokal tedaviden 10 giin sonra ve sistemik tedaviden 5 giin sonra oldugu
goriilmiistiir. Lokal tedavi modelinde cerrahi operasyon esnasinda anestezi igin
kullanilan ketaminin antagonistik etkisi bu zaman farkliliklarina katkida bulunuyor
olabilir. Ketaminin NMDA reseptorlerine KA ile yarismali olarak baglandigini ancak
antagonist olarak calistigini1 biliyoruz (145). Ketaminin KA'nin lokal tedavideki

etkisini daha 6nceki caligmalarla uyumlu olarak hafiflettigi 6zetlenebilir (146).

Onceki ¢aligmalar, hipokampustaki intraserebral KA enjeksiyonlarinin, enjekte
edilen bolgede 48 saat icinde hiicre oliimlerini tetikledigini, ancak daha sonra iktal
aktivitenin yayilmasi yoluyla kontralateral bolgede de hiicresel kaybi indiikledigini
gostermistir (147). Nobet iktal aktivitesi, aksonal projeksiyonlarla hipokampusun
dorsalinden ventral kisimlarima ve ekstrahipokampal ve kontralateral bolgelere
yayilabilmektedir (109,147,148). Anormal elektriksel aktivitenin yayilmasi, 5 giin
icinde diger uzak bolgelerde sinaptik yogunlukta degisikliklere neden olabilmektedir
(147,149). Bu bilgilerle tutarli bir sekilde, calisgmamizdaki ilk 3 giin iginde
enjeksiyonun ayni tarafindaki hipokampus, temporal korteks ve piriform kortekste
baglanmadaki ani azalmay1, karsi taraftaki bolgede gecikmeli bir azalma takip etmistir.
Bu azalma paterninde gdzlenen bu lateralizasyon tedaviden 10 giin sonrasina kadar

yani akut fazlarla sinirl kalmis ve daha sonra kaybolmustur.

KA'ya kars1 daha savunmasiz olan ndronlar, 6zellikle DG, CA1 ve CA3
bolgelerinin GABAerjik interndronlaridir (143,144). Bu bolgelerdeki calismamizda
gozlemlenen azalma bu nedenle GABAerjik interndronlarda bdyle bir azalmayi
yansitiyor olabilir. Bu varsayim, [’H]-UCB-J'nin baglandig1 SV2A ekspresyonunun
GABAerjik néronlarda daha bol oldugu ger¢egiyle de uyumludur.

Sistemik modelde, hipokampusta ve serebral korteks boyunca baglanmadaki
azalmanin, uygulamadan aylar sonra tam iyilesme ile bazal seviyelere dondiigiinii bu
caligma ile ortaya ¢ikardik. Aksine, lokal KA enjeksiyonlar1 hipokampus, temporal ve
piriform kortekste biiylik azalmalara yol agmistir, ancak bu seviyeler tedaviden 3 ay
sonra bile bazal seviyelere donmemistir. Lokal KA tedavisinin, davranigsal
semptomlarda kendini goOstermeyen ancak beyin devrelerinde daha siddetli

degisikliklere ve farkli sonuglara neden oldugu diisiiniilmektedir. Caligmamizda
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sadece video bazli davranigsal yani konvulsiyonel nobetler degerlendirilmistir. Her iki
modelde de yani sistemik ve lokal uygulamalarda spontan nobetlerin ortaya ¢ikisi
benzerdir ancak konvulsiyonel olmayan ve EEG analizi ile ortaya konabilecek diger
epileptiform aktivitenin de c¢alisilmasi gerekliligini bir kez daha vurgulamak isteriz.
Ancak sunu da belirtmeliyiz ki Serrano ve ark., 2020 (20), KA enjeksiyonunun
elektrografik sonuglarini zaten incelemis ve ['SFJUCB-H baglanmas: ile EEG
parametreleri (ndbet sayisi/hafta, ortalama ndbet siiresi vb.) arasinda anlamli bir iligki
bulamamiglardir. Hem bu bulgular hem de Levesque ve Avoli'nin (2013) (24) zaten
hem yerel hem de sistemik KA modellerinin davranig kaliplarinin benzer oldugunu
one siirmesi, iki modeli ayirt etmek i¢cin EEG analizi yapmamiz1 engelledi. Buna
ragmen, her iki modelde de hastalik semptomlarinin ortaya ¢ikma zamanlamasinin
birbirinden farkli olmadigin1 ve siganlarin hipokampuslarinda sahip oldugu SV2A
seviyesi ile SRS nin ortaya ¢ikis zamanlamasinin higbir iligkisi olmadigini gosterdik
ki bu bizim bilgimize gore yeni bir bulgudur. EEG yerine video kaydina dayal
davranigsal/semptomatik degerlendirmeleri kullanan ve hala epileptogenezde
SV2A’nm rolii hakkinda 6nemli bilgiler saglayan baska faydali ¢alismalar da vardir
(150-152). Bu nedenle, hipotezimiz baglaminda EEG analizi yapilmadan
davranigsal/hastalik belirtilerini incelemenin yeterli olduguna inaniyoruz. Ayrica,
yerel ve sistemik arasindaki SV2A azalma paternleri arasindaki farkliliklarin
arkasindaki mantig1 ele almak i¢in, SRS baslangicina kadar gecen siire (epilepsinin
ay1rt edici semptomu) ile hipokampusun SV2A seviyesi arasinda bir iliski olmadigim

vurgulayan veriler sagladik (Sekil 35, 36).

Ilging bir sekilde, kortikal ve subkortikal bélgeler gibi ekstra hipokampal
alanlar da etkilenmistir. Prefrontal korteks, orbitofrontal korteks, singulat korteks ve
sensorimotor korteks, her iki tedavi modelinde de hipokampusa kiyasla daha hafif
azalmalar goOstermistir. Ancak, azalmalarin bliylikligi tim kortikal alanlar
karsilagtirildiginda temporal ve piriform kortekslerde daha yiiksek bulunmustur.
Onceki galigmalar, KA'nin piriform kortekste (153) ve temporal kortekste (107,154)
belirgin lezyonlar1 indiikledigini ortaya koymustur. Bununla birlikte prefrontal,
singulat ve orbitofrontal korteksler de KA toksisitesinden etkilenmektedir (155,156).
Ek olarak, kaudat-putamen ve accumbens gibi subkortikal bolgeler de baglanmada

onemli azalmalar gostermistir. KA'nin striatal lezyonlara neden oldugu bilinmektedir
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(157). Hipokampus disindaki baglanmanin azalmasi, muhtemelen KA'nin kendi toksik
etkisine degil, iktal aktiviteye atfedilir ki yukarida agiklandigi gibi iktal aktivite
yayilarak ¢oklu beyin agini etkiler (158).

KA modeli temporal lob epilepsisi i¢in onaylanmig ve kabul edilmis bir model
olmasina ragmen, optimizasyon ve yontemin saglam olmasi i¢in hayvan modellerinin
tim hayvanlarda benzer semptomlara neden olmasi gerektigi unutulmamalidir.
Hayvanlarin KA gibi kemo-konviilzan maddelere kars1 bireysel duyarlilig1 nedeniyle,
bu kadar az sayida hayvan popiilasyonu (3R, indirgeme kurali; n, grup basina 8 idi),
SV2A analizinin sonuglarinda biiyiik grup ici varyasyonlara yol agabilir. Bu bireysel
varyasyonlar nedeniyle, baz1 hayvanlar ayn1 dozda KA verilse bile ndbet yagamazlar
ve bazilar1 ilk nobetleri olsa bile daha sonra SRS yasamazlar. Bu nedenle,
tasarimimizin gilivenilirligi i¢in ilk yikict olayin yani statusun boyutunu esit tutmak,
bu zamansal ¢alismada hayvan modelinin optimizasyonu i¢in ¢ok 6nemliydi. Bu
nedenle, KA’dan sonra sadece benzer siddette status epileptikus (RS>4) yasayan
hayvanlar1 ve epilepsinin yani epileptogenezin kazanildiginin bir kanit1 olarak spontan
tekrarlayan nobet yasayan hayvanlar1 ¢alismaya dahil ettik. Diger bir deyisle, kainik
aside daha direngli olan ve herhangi bir baslangi¢ status epileptikus yasamayan ve
kronik donemde SRS gibi herhangi bir semptom gostermeyen si¢anlarin beyininde
major bir sinaptik degisiklik gdzlenmeyecegi diistiniilerek bu hayvanlar ¢alisma dig1
birakilmistir. Bizim yaklagimimiza benzer sekilde, Serrano ve ark., 2020 (20)
caligmast da ayni amag ile sicanlar evre 5 yani tonik-klonik nobet sergileyene kadar
coklu sistemik dozlarda KA uygulamistir; ancak SRS tezahiirii olmayan sicanlari
dislamamislardir. Bunun aksine, Contreras-Garcia ve ark. (2018)(152)’da KA
uygulamas1 sonras derecesi farketmeksizin status  gecirenleri ancak status
gerceklestikten sonra spontan ndbet gosteren siganlari epileptik hayvanlar olarak kabul
edilip calismaya dahil edilmislerdir. Boylelikle bu mantikla si¢anlardaki bireysel
farkliliklar1 en aza indirgeyerek SV2A’nin epileptogenez siirecindeki degisimi
izlenmeye calisilmistir. Bu nedenle biz de deneysel dizaynimizdaki dislama
kriterlerini 6nemli buluyoruz. Ancak bunun in vivo bir deneysel plan oldugu ve
insanlarda bireysel farkliliklarin bu siirece katkisi oldugu unutulmamalidir. Ve biiyiik
orneklemli hayvan calismalar1 ile bireysel farkliliklarinda SV2A ile iliskisinin

kurulmasi gerektigini diistiniiyoruz.
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Hem lokal hem sistemik model karsilastirildiginda lokal KA uygulamasindaki
daha yikict ve geriye donmeyen SV2A azalmasinin, beyne direk bir girisim olan
stereotaksik enjeksiyonun sonucu oldugu diisiiniilebilir. Ancak deneysel dizaynimiz
bu durumu elimine etmektedir. Ciinkii intrahipokampal uygulamanin kendisinin
olusturdugu SV2A diizeyindeki azalma yani [PHJUCB-J baglanmasi diizeyindeki
azalmay1 da spesifik olarak test ettik. Bu amacla sham opere edilen, yani stereotaksik
girisim sirasinda yapilan her bir islemin tekrar edildigi ancak KA yerine izotonik steril
salin solusyonu enjekte edilen hayvanlar da yine farkli zaman dilimlerinde (1, 3, 5, 10,
15, 30, 60, 90 giin sonra) beyinler 6rneklenerek [*H]JUCB-J baglanma paterni izlendi,
ancak kontrol gruplar1 arasinda hicbir degisim gozlenmedi. Ayrica enjeksiyon
noktasinin dorsal CA3 boélgesine yapildig1 ve en rostraldeki (burna en yakin, en ug)
CA3 bolgesi secilerek yapildigi unutulmamalidir. Teknik detaylar incelendiginde
bregmaya -2.04 mm uzaklikta (anterior-posterior diizlem) enjeksiyon yapilip,
baglanma derecesine ait olglimler -3.6 mm uzakliktaki dorsal hipokampiiste
gerceklestirilmistir. Yani enjektoriin hipokampiise girmesi ama en ug bolgeye girerek
en az derecede mekanik hasar vermesi saglanmigtir. Dolayisiyla Ol¢iim yapilan

bolgelerde enjeksiyon kaynakli baglanmada azalma gozlenmemistir.

Onceki ¢aligmalarda TLE hastalarinin hipokampusunda ve neokorteksinde
SV2A mRNA seviyesinde, protein ekspresyonunda ve spesifik radyoligand baglanma
yogunlugunda azalmalar meydana geldigi bildirilmistir (13,14,19,62) ve SV2A
diizeylerinin TLE hastalarinda hipokampal skleroz derecesi ile korele oldugu
gosterilmistir (14). Bu calismalar, TLE hastalarinin beynindeki SV2A diizeyindeki
degisiklikler hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir ve degisiklikler muhtemelen

kalic1 oldugundan lokal KA modelimizin bulgular ile daha iyi uyum saglamaktadir.

SV2A'nin sinaptik yogunlugun giivenilir bir gostergesi oldugu gbéz Oniine
alindiginda, buradaki veriler sadece epileptogenezde degil ayni zamanda diger
norodejeneratif bozukluklarda da otoradyografi ile [’HJUCB-J baglanma seviyesinin
Ol¢iilmesinin, hastalik evresindeki degisiklikleri veya ndronal devrelerin yeniden

diizenlenmesini 6l¢mek icin degerli bir yaklasim oldugunu gostermektedir.
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4.3. TLE Hastalarimin Biyopsi Materyallerinden Elde Edilen Bulgulara Dayah
Tartisma

Lateral temporal korteks, epileptojenik bolgeye ulagsmak ve rezeke etmek icin
beyin cerrahisi ile ¢ikarilan tek doku parcasidir. Canli beyinden alinan doku oldugu
icin, SV2A'nin biyokimyasini ve insanlarda SV2'lerin ekspresyon seviyesi incelemek
icin ¢ok iyi bir firsattir. Calismamizda epileptik bireylerden elde edilen dokularda
SV2A, SV2B ve SV2C’nin gen ifade diizeyleri ortaya konmustur. Ve her bir hastanin
sahip oldugu ifade diizeyi ile klinik verileri ve bireysel farkliliklar iligkilendirilmeye

calisilmistir.

[k 6nce TLE hastalarindan rezeke edilen temporal neokortekste SV2A, SV2B
ve SV2C'nin ekspresyon modelleri gdsterilmistir. 22 TLE hastasinin neokorteksinden
elde edilen mRNA ekspresyonu oOlciimlerine gore, ii¢ izoformun seviyelerinde
degisken bir dagilim vardir. Ugii i¢in de bir noktada birikim gdzlenmemistir. Bu
veriler, hipokampusta SV2 izoformlarmin ekspresyon paterninde bireyler arasi

degiskenligi gosteren dnceki verilerle tutarlidir (14).

Sonuglarimiz ayrica SV2A'yr kontrol deneklerinin kortikal bolgelerinde
olgmeyi hedefleyen ve bireyler arasinda SV2A'nin daginik dagilimini gosteren PET
caligmalariyla da uyumludur (18,21,23,84). Hipokampustaki SV2A diizeyinin bireyler
arasindaki yiiksek varyasyonunun sebebi hipokampustaki patoloji olabilir ki bu durum
patoloji diizeyi ile SV2 diizeyi arasinda korelasyon varhigi gosterilerek
desteklenmistir. Ancak korteksteki SV2 diizeylerinin denekler arasi degiskenligi
biyolojik heterojenligin (egitim, yas, cinsiyet vb) veya hastanin diger klinik
bulgularinin bir sonucu olabilir ve dolayisiyla popiilasyonun degiskenligini temsil
etmektedir. Burada, denekler arasinda genis bir SV2 izoformu ekspresyon seviyesi
aralig1 oldugunu gosterdik. Yas, cinsiyet, ilag tedavi rejimleri, epilepsi siiresi, rezekte
edilen dokudaki gri/beyaz cevher oran1 gibi doku kompozisyonundaki olasi farkliliklar
acisindan popiilasyonun degiskenliginin SV2 izoform seviyesindeki degiskenligin

sebebi olabilecegini dne siirerek bu hipotezimizi degerlendirdik.

Diger taraftan; SV2B ve SV2A'nin neokortikal ekspresyon paterninin korele
oldugunu ve ayn1 yonde hareket ettigini gosterdik. Yani hastalar SV2A’ya sahip
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oldugu oranda SV2B transkriptinin ekspresyonuna sahipler. SV2B'in aksine, SV2C
diger izoformlarin ikisi ile de korele degildir. SV2C'nin insan beyni boyunca daha
kisitlayict bir dagilima sahip olmasi sadece bazal ganglionlarda ifade edilmesi bu
durumun sebebi olabilir (10,22). Aksine SV2A ve SV2B'nin daha yaygin olarak
bulunmasi ve korteksteki seviyelerinin de yliksek olmas ikisi arasindaki korelasyonu
kuvvetlendiriyor olabilir (82). Ayrica, SV2A ve SV2B proteinlerinin bdlgesel olarak
dagilimlarinin Ortlistiiglinii ve hatta bazi rolleri paylastiklarini biliyoruz. Ciinkii
SV2A/SV2B double knock out farelerin, yalnizca SV2A knock out farelerle
karsilastirildiginda (60) daha ciddi sonuglar gostererek daha siddetli nobetler

gecirdiklerini ve dldiiklerini genetik miithendisligi ¢aligmalar1 gostermektedir.

Bekledigimiz gibi, sonuclarimiz cinsiyetler arasinda da fark gostermedi. SV2
izoform seviyeleri degiskendi ve hem kadinlar hem de erkekler arasinda biiyiik bir

varyasyona sahipti.

Daha sonra yas ve SV2 izoform seviyeleri arasindaki iliskiye odaklandik.
Ilging bir sekilde, yetiskinlerin neokorteks dokusunda yas ile SV2 izoform seviyeleri
arasinda bir iligki yoktur. Yas, saglik ve hastalik kosullarinda sinaptik proteom
bollugunun modiilasyonu yoluyla sinaptik plastisite i¢in gili¢lii bir diizenleyici
faktordiir (159). Baz1 6nemli ¢aligmalar, SV2A protein ekspresyon seviyesinin yasa
bagl olarak degistigini gdstermektedir (160,161); bu calismalar ideal olarak yas ve
SV2A diizeyi arasindaki iliskiyi kurmaya ¢aligmigtir. Ancak bu ¢aligmalarin si¢anlarda
dogum sonras1 gelisim siiregleri ile sinirli oldugu unutulmamalidir. Simdiye kadar,
saglikli deneklerde [''CJUCB-J ligandimi kullanarak SV2A'y1 hedefleyen PET
goriintlileme c¢aligmalarindan elde edilen kanitlar, SV2A'nin frontal, oksipital,
temporal ve posterior singulat kortekslerde yasa bagh bir sekilde azalttigini ortaya
koydu (162). Ancak yetiskinlik donemindeki yasin neokorteksteki diger izoform
transkript ekspresyonunu etkileyip etkilemedigi hala tartisiimaktadir.

Bu c¢alismanin bir bagka spekiilasyonu, hastanin ne kadar siiredir epilepsi
hastas1 oldugu ve/veya hastanin ne siklikla ndbet gecirdigi gibi klinik verilerin SV2
izoformlar lizerine etkisidir. Acikladigimiz gibi, bu klinik sonuglarin hi¢birinin SV2

izoform ifadeleri lizerinde etkisi goriilmemistir. Nobet siiresi ve ndbet paterni SV2
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diizeyi ile iligkili degildir. Nobet tipi ile ilgili olarak, tiim hastalarda fokal bozulmus
farkindalik nébetleri (FIAS) goriilmistiir. SV2A ile diger nobet tipleri arasindaki
iliskinin agikliga kavusturulmasinin ¢ok 6nemli oldugunu diisiiniiyoruz. Ancak bizim
calismamizda da oldugu gibi farkl: tipteki epilepsi hastalarinin biyopsilerini depolayan
biyobankalardaki ve kohortlardaki sinirli doku depolar1 nedeniyle bu hedefe ulasmak
zordur. Bunun yani sira epileptik aktivitesi olan veya olmayan farkli bdlgelerin SV2
ekspresyon seviyesi hakkinda farkli sonuglara sebep olabilecegi kanaatindeyiz. Groot
ve ark. (2010) (163), hastalarin korteksinden elde ettigi epileptik aktivitesi olan veya
olmayan peritiimoral korteks dokusunda SV2A immiinoreaktivitesinde 6nemli bir
farklilik gostermedi. Bu nedenle rezeke edilen kortekslerde iktal ve interiktal
aktivitelerin varligr hakkinda gerekli bilgileri Tablo 7’de derledigimizi ve SV2

seviyeleri ile bir iligkileri olmadigini da belirtmek isteriz.

Ayrica LEV ile tedavi edilen hastalar, diger epileptik ilacla tedavi edilenlere
kiyasla SV2 izoform diizeylerinde herhangi bir farklililk gdstermemistir.
Levetirasetamin antikonviilsan etkisini SV2A'y1 baglayarak gosterdigi (2), diger
antiepileptik ilaglarin ise katyon kanallarin1 modiile ettigi ve beynin uyarilabilirligini
azalttig1 iyi bilinmektedir (164). Verilerimizle, levetirasetam tedavisinin, ndbet
Onleyici etkisini uygulamak i¢in SV2 izoform ekspresyonunu modiile etmedigini
ortaya koyduk. Bu bulgu, levetirasetamin nobetlere miidahale etmek icin SV2A'y1

bagladigini ve modiile ettigini gdsteren onceki verilerle uyumludur.

Ancak sonuglarimiz goze alindigindan bu bireylerde hali hazirda epilepsi zaten
kazanildigindan yani epileptogenez ¢oktan bir noktaya ulagtigindan bu seviyelerdeki
degisimin epileptogenezin bir sonucu mu yoksa sebebi mi oldugunu ortaya koymak
zordur. Bu durum yine epileptogenez siirecinde beyin dokusunun farkli zaman
noktalarinda 6rneklenebilme olasiliginin yiiksek in vivo dizaynimizin ne kadar 6nemli

olduguna vurgu yapmaktadir.

Diger yandan kontrol dokusunun yoklugu ve bu diizeyleri saglikl1 ve epilepsili
bireyler arasinda karsilastirilma yapilamamasi da ¢aligmanin diger bir zayif yoniidiir.
Ancak saglikli bir bireyden beyin dokusu oOrneklemenin imkéansiz oldugu

unutulmamalidir. Bu asamada saglikli bireylere ait post mortem dokuda seviyeler
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belirlenip karsilagtirma yapilabilir ki gen ekspresyonu caligmalari i¢in post mortem

doku kullanimi ve RNA eldesi oldukc¢a zordur.

Diger bir yorumumuz ise bu c¢alismayr destekleyecek sekilde
immunohistokimyasal bir boyama ile SV2A, SV2B ve SV2C protein seviyelerinin
neokortekste  gosterilmesi  gerekliligidir.  Epileptojenik  bolgede noroplastik
degisikliklerin varligint dogrulamak icin patolojik ve morfolojik hipokampal muayene
yapilmistir. Her bir dokudaki skleroz derecesi ve varsa korteksteki displazi benzeri
anomaliler doku diizeyinde saptanmistir. Ancak hig¢bir bulgu ile SV2 izoformlarinin
seviyeleri arasinda bir iliski bulunamamstir. Onceki calismalara bakildiginda post
mortem dokular incelenmis ve sklerotik hipokampal dokularda SV2 paraloglarinin
seviyesi bildirilmistir (14,62) ve ayrica hipokampal skleroz derecesi ile ilgili
korelasyonlar1 ortaya konmustur. Ancak, bizim c¢alismamiz 6zgiin olarak
hipokampusta degil neokorteksteki degisiklikleri inceledigi i¢in bu c¢aligmalar
dogrudan birbiri ile karsilastiramayiz. Baglanma ve qPCR ile gézlemlenen herhangi
bir degisikligin hiicresel temeli hakkinda bir immiinohistokimyasal incelemenin ek
dogrulama saglayacagini diistinmekteyiz. Ancak yar1 kantitatif immiinohistokimyasal
analiz yapmamizi engelleyen bazi teknik sorunlar bulunmaktaydi ki; bunlardan en
onemlisi, dokunun fikse edilmemis ve donmus olmasi idi. Ayrica, burada lateral
temporal neokorteksin incelendigi géz onlinde bulundurulmali ve temporal lobun
medial kismindaki odaklar s6z konusu oldugunda, bu tiir analizlerin zaten literatiirde
var oldugu unutulmamalidir. Buradaki diger bir dnemli nokta ise dokuya spesifik
olarak eksprese edilen SV2 izoformu degil bizzat farkli hiicre alttiplerinde mesela
farkli inhibitorik ve eksitatorik hiicrelerde SV2 izoformlarinin ifade diizeylerinin
belirlenmesidir ki bu da tarafimizdan bu tez kapsaminda olmayan baska bir ¢alisma ile

gosterilmistir (165).

Calismanin eksik yonlerinden birisi temporal lob epilepsisi hastalarindan
sadece ilaca direngli tip hastalarin dahil edilmis olmasidir. Mevcut antiepileptik
ilaclardan nobet kontroliinde faydalanan hasta gruplarinin beyin dokularindaki SV2
izoformu seviyeleri hala daha bilmiyoruz. Ancak ilaca yanit veren epilepsi
hastalarinda cerrahi rezeksiyona gerek duyulmadigindan bdyle bir hasta

poplilasyonuna ait taze beyin dokusuna ulagmak miimkiin degildir. Post mortem olarak
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bu iki farkli popiilasyonun Ozellikle SV2A protein ifade seviyeleri agisindan

karsilastirilmasi 6nemli veriler saglayacaktir.

Genel olarak in vivo dizaynlara, biyopsi incelemesine ve klinik verilere
dayanan bu ¢alisma sunu ortaya koymustur: SV2A’nin epileptogenez siirecinden nasil
etkilendigi gosterilmistir, deneysel modellerdeki zamansal ve uzamsal farklar1 aciga
cikarilmigtir. SV2A disinda diger izoformlarin da patoloji i¢in 6nemi giderek artan bir
ilgiyle aragtirilmahdir. Otoradyografi ile [*HJUCB-J baglanma miktarmin
belirlenmesinin klinik 6ncesi in vivo modellerde ve insana ait biyopsilerde SV2A’nin
tespiti icin degerli bir yaklagimdir. Ayrica, patofizyolojilerinde ndronal plastisite
degisikliklerini iceren, sinaptik kaybin temel mekanizma oldugu diger norolojik
bozukluklarda da sinaptik yogunluklart 6l¢mek i¢in bu ydntemin kullanilma

potansiyeli yiiksektir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonuglarimiz, [PHJUCB-J baglanma modelinin zamana dayali profilinin,
epileptogenez siireci sirasinda sinaptik yogunluk degisiklikleri ile paralellik
gosterdigini  gostermektedir.  [PHJUCB-J, presinaptik  belirteg SV2A'ya
baglandigindan, baglanma seviyesinin SV2A seviyesini ve dolayisiyla muhtemelen
sinaps miktarini yansittigini dneriyoruz, bu dnerimiz sicanlarda kainik asit sonrasi
UCB ligand: ile gergeklestirilmis PET goriintiileme sonucu ile de uyumludur (20). KA
tedavisinden sonra akut dsnemdeki [*HJUCB-J baglanma seviyesindeki azalma, hiicre
kaybini, herhangi bir hiicre kaybi1 olmaksizin sinapslardaki hiicre kaybini ve/veya
SV2A protein miktarindaki secici azalmalar1 yansitabilir. Ayrica zamansal profilimize
gore [PHJUCB-J baglanma seviyesinin akut fazlardaki diisiisii epileptogenezin
patobiyolojisinde akut fazlarda meydana gelen sinaptik kayip ile korelasyon
gostermektedir; bunu takiben [PHJUCB-J radyoligandinin kronik fazlarda artan
baglanma diizeyi ayni sekilde patobiyolojide kronik donemlerde gbzlenen sinaptik re-
organizasyonla paralellik gostermektedir. Bu veriler hem SV2A’nin epileptogenez
stirecinde sinaptik dansitede ve plastisitede meydana gelen degisiklikleri
yansitabilecek bir biyobelirte¢ olabilecegini hem de [*HJUCB-J otoradyografisinin

SV2A’y1 takip etmek i¢in kolay, ucuz ve giivenilir bir ara¢ oldugunu gostermektedir.

Ayrica insan dokusundan elde ettigimiz verilere gore SV2A disindaki SV2B
ve SV2C gibi izoformlarin bu patoloji ile degisip degismedigi ortaya koyulmali ve
radyoligandlarin  bu izoformlara spesifitesi veya afinitesi gdz Oniinde

buliundurulmalidir.

One siirdiigiimiiz veriler, otoradyografi ile [’HJUCB-J baglanmasinin
belirlenmesinin, preklinik kullanim icin epilepsideki noéroplastik degisikliklerin
asamalar1 sirasinda SV2A seviyesini izlemek icin degerli bir alternatif yaklagim
oldugunu ve klinik ¢aligmalarla tutarli oldugunu goéstermektedir. Ayrica, bu yontem
patolojilerinin ardinda kilit mekanizma olarak plastik degisiklikleri iceren diger
ndrolojik bozukluk modellerinde sinaptik yogunluk degisikliklerini dlgmek icin de
kullanilma potansiyeline sahiptir. Ancak daha sonraki uygulamalar i¢in asagidaki
sorularin yanitlanmasi1 gerekmektedir; SV2A diizeyindeki degisiklikler dogrudan

sinaps sayisini yansitityor mu? Ve bunu, herhangi bir sinaptik yogunluk degisikligi
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olmaksizin sinaptik vezikiil sayisindaki degisikliklerin veya SV2A protein
miktarindaki degisikliklerin bir yansimasi olarak yorumlamak ne dl¢tide miimkiindiir
(Sekil 46). Ciinkii SV2A baglanmasindaki bir azalmanin vezikiillerde SV2A
yogunlugunun azalmasini, islevsiz SV2A’y1 ya da azalmis sayida vezikiilii temsil
edebileceginden, kesin olarak ndronal kayb1 yansitip yansitmadigi bilinmemektedir.
Tersine, hasarli bir ndronun aslinda ayni yogunlukta SV2A proteinlerini i¢cermeye
devam edip edemeyecegi de bilinmemektedir. Bu yonler agikliga kavusturulmadan
once, sinaptopatilerin bir biyolojik belirteci olarak SV2A'nin uygunlugunun

gosterilmesi gerekmektedir.

Canli beyninde artan veya azalan SV2A-ligand baglanmasinin neyi temsil
ettigi ve sinyalin norodejeneratif ve psikiyatrik hastaliklardaki semptomatik siirecleri
yansitip yansitmadigi ve yontemin erken degisiklikleri tespit etmek icin yeterince
hassas olup olmadigi belirsizligini korumaktadir. Gelecekteki arastirmalar, azalmisg
SV2A-baglanmasinin sinaps kaybini, inaktif noronlarda veya dejenere olmak iizere
olan noéronlarda azalmis protein ekspresyonunu temsil edip etmedigini veya proteazlar
tarafindan aktif olarak bozunup bozulmadigini incelemelidir. Heurling arkadaglari’nin
(2019) sordugu gibi “SV2A4 'nin gériintiilenmesi ve sinaptopatiler igin bir biyobelirte¢

olarak kullanilmasi: 6nemli bir umut 15181 mi yoksa sahte bir safak mi?”

Sekil 46: Degisen SV2A yogunlugu neyi temsil eder?

Ug olasilik: A) Sinaptik vezikiil glikoprotein 2A (SV2A)’ya baglanan radyoligand
seviyesinin degismesi, "sinaptik yogunluk"taki degisikliklerle iliskilendirilebilir ki bu
durum dendritik spine (diken)lerin sayisindaki bir degisiklik olarak orneklebilir) B)
Ayni sekilde sinapsin iglevsel durumuna gore sinaps Oncesi terminaldeki vezikiil

sayisindaki degisikliklerle ve dolayistyla yogunluklarindan ziyade sinapslarin islevsel
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ozellikleriyle iliskilendirilebilir C) Vezikiillerdeki SV2A kopyalarmin sayisindaki
degisikliklerle iliskilendirilebilir. Radyoligand tarafindan etiketlenen SV2A
kopyalarinin sayis1 da degisebilir. Alternatif senaryolar olarak verilen (B) ve (C)

mutlaka genel sinaptik yogunlukta bir degisiklik anlamina gelmez (57).
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