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OzET

Epilepsi tekrarlayan ndbetlerin varligi ile belirgin ve siklikla gegici biling ka-
yiplarina neden olan bir hastaliktir. Absans epilepsi modeli icin kullanilan de-
ney hayvanlar olarak bilinen Genetik Absans Epilepsili Sicanlar (GAERS) gene-
tik olarak belirlenmis nobetler gecirmekte olup, 1980'li yillardan itibaren in-
san absans epilepsi modelini teskil edecek sekilde deneysel ¢alismalarda kulla-
nilmaya baslanmigtir. Bu calismada, absans epilepsi modeli icin kullanilan GA-
ERS sicanlarda beyinde karbonhidrat metabolizmasinda anahtar bir enzim olan
glukoz-6-fosfataz aktivitesindeki degisiklik histokimyasal metotlarla arastiril-
mis ve hipokampusdaki glukoz metabolizmasi — glukoz-6-fosfataz — epilepto-
genez iligkileri kontrol grubunu olusturan Wistar albino sicanlarla kiyaslanarak
belirlenmeye calisilmistir. Kontrol gruplarinda, epileptik olmayan Wistar albi-
no (Rattus norvecigus) 4 aylik (n: 4), erkek, 220-240 gr agirhiginda sicanlar kul-
lanildi. Deney gruplarinda ise 6 aylik (n: 4), 250-300 gr agiriginda, EEGde ab-
sans nobetler gegirdikleri belirlenmis olan GAERS sicanlar kullanildi. Her iki de-
ney grubunda hipokampusun Dentat Girus (DG) ve Cornu Ammonis (CA) bolge-
lerine glukoz—6-fosfataz histokimyasi uygulandi. Kontrol grubu sicanlara kiyas-
la GAERS sicanlarda DG ve CA bdlgelerinde glukoz—6-fosfataz reaktivitesinde bir
artis oldugu enzim histokimyasi uygulamasi sonrasi saptandi. Sonug olarak, ge-
neralize konvulzif ataklann glukoz kullanimini arttirdiginin bilinmesinden yola
clkarak epilepsi vakalarinda merkezi olarak verilecek glukoz—6- fosfatazin teda-
viye yonelik olarak kullanimini destekler deneysel calismalarin da ileride yapila-
bilecegini diisiinmekteyiz.
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HISTOCHEMICAL DISTRIBUTION OF GLUCOSE -6- PHOSPHATASE IN HIPPOCAM-
PUS OF GENETIC ABSANCE EPILEPTIC RATS (GAERS)

ABSTRACT

Epilepsy is a disease with repeated seizures and usually caused transient
ischemic attacks. Genetic Absence Epilepsy Rats from Strashourg (GAERS)
were recently used as a model for absence epilepsy. It has been used in
experimental research in order to form the human absence epilepsy model
since 1980. The aim of this study is to reveal changes in glucose—6—phos-
phatase activity which is the key enzyme of carbohydrate mechanism, at
light microscopical levels by means of histochemical methods in GAERS's
brain. The correlation between the glucose metabolism and epileptogen-
esis has also been tried to be evaluated in this study. In control groups,
non-epileptic Wistar albino, 4-months old, male, (220-240 gr) rats were
used (n: 4). Six-months old, (250-300 gr) GAERS rats with previously
determined absence seizures constituted the experimental group (n: 4)
Glucose—6-phosphatase histochemistry were examined within hippocam-
pal Dentate Gyrus (DG) and Cornu Ammonis (CA) regions. Glucose—6—phos-
phatase reactivity were determined to be increased in DG and CA1 region
in GAERS groups compared to the control group. As a result, based on the
knowing generalized convulsive seizures increases the glucose utilization,
glucose—6—phosphatase may be given in experimental studies, in order to
treat with glucose—6—phosphatase in the cases of epilepsy in the future.
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Giris Ote yandan Genetik Absans Epilepsili Sicanlar (GAERS) ab-
sans epilepsi modeli icin kullanilan deney hayvanlari ola-

Epilepsi tekrarlayan nobetlerin varlidi ile belirgin ve siklik-
rak bilinmektedir. Bu hayvanlar Wistar irkindan olup, ge-

la gecici biling kayiplarina neden olan bir hastaliktir. Son ) i Sy i ) -
yillarda epileptik nébetlerin olusturdugu néronal hasarin netik olarak belirlenmis nébetler gecirmektedirler. 1980’1

aydinlatilmasi hususunda yogun arastirmalar yapilmak- yillarin ilk basinda norofizyolojik, farmakolojik ve genetik
tadir. calismalarda insan absans epilepsi modelini teskil edecek

sekilde kullaniimaya baslanmistir (1, 2, 3).

Gonderilme Tarihi: 26 Ekim 2010 - Revizyon Tarihi: 26 Ekim 2010 - Kabul Tarihi: 30 Aralik 2010
ileti§im: Gozde Erkanli Sentiirk - Tel: 0(216) 4580868 « E-Posta: gozde.senturk@acibadem.edu.tr

26



Sentiirk Erkanli ve ark.

i Sekil 1. Glukoz-6-fosfataz histokimyasi uygulanmig kontrol

e - hipokampusunda reaktivite gozlenmeyen (—) CA1 (A, B) ve DG (C)

Bu calismada, GAERS'lerde beyin dokusunda karbonhid-
rat metabolizmasinda anahtar bir enzim olan glukoz-6-
fosfataz aktivitesindeki degisiklik, histokimyasal metotlar-
la 151k mikroskopi diizeyinde arastirilmis ve hippokampus-
daki glukoz metabolizmasi — glukoz-6-fosfataz - epilepto-
genez iliskileri belirlenmeye calisiimistir.

Gereg ve yontem

Deney gruplari

Kontrol gruplarinda; epileptik olmayan Wistar albino
(Rattus norvecigus). 4 aylik, erkek, 220-240 gr (n=4) agir-
dinda sicanlar kullanildi. Deney gruplarinda ise 6 ay-
lik, 250-300 gr agiriginda, (n=4) EEG'de absans ndbet-
ler gecirdikleri belirlenmis olan GAERS sicanlar kullanildi.
Deneyler siiresinde sicanlar, standart pellet yem ve mus-
luk suyu ile beslendi ve her kafeste li¢ sican tutuldu. 20+3
°C de sicakhgi kontrolli bir odada tutulan sicanlara 12
saat aydinlik/ karanlik ortam saglandi. Sicanlar Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji
Anabilim Dali Hayvan Laboratuari’'ndan temin edildi.

Glukoz-6-fosfataz histokimyasal metodu

Tim sicanlara intraperitonal ketamin-rompun ile de-
rin anestezi uygulandi ve perflizyon fiksasyonu uygulan-
masindan hemen Once heparinize edildi. Her bir sican
icin dakikada 50 cc gidecek sekilde (+4° C) transkardiyak

bolgesi. A; x40, B ve C; x200.

perflizyon gerceklestirilerek 0,1 M( pH 7,2) Na-Kakodilat
+ %2 glutaraldehit ile perflizyon yapild. Fiksatif perfiizyo-
nunu takiben, perflizyon kesilmeksizin, her bir sican icin 50
cc (+4°C) 0,1 M pH 7,2 Na-Kakodilat+ 0,23 M sukroz (~%8)
ile perflizyon uygulamasina devam edildi. Perfiizyon bi-
timini takiben sicanlar dekapite edildi ve karacigerleri ile
beyinleri ¢ikarildi. Karaciger dokusu histokimyasal meto-
dun kontroliint gerceklestirmek lzere alindi.

Cikarilan karaciger ve beyin dokulari yine ayni tampon
icerisine daldirildi (+4° C) {0,1 M pH: 7,2 Na-Kakodilat+
0,23 M sukroz (~%8) }.

Karaciger ve beyin dokulan sirasiyla vibratom kesitler
alinmak dzere vibratom havuzuna alindi. {vibratom ha-
vuzu: 0,1 M pH 7,2 Na-Kakodilat + 0,23 M sukroz (~%8)}.
Vibratomda yaklasik 10-20 p'luk kesitler i1sik mikroskopik
diizeyde inceleme yapmak tizere alindi.

Vibratomda elde edilen yaklasik 10-20 p'luk kesitler jela-
tin kaph lamlar {izerine alindi ve oda i1sisinda kurutuldu.
Lamlarin yarisina substrath diger yarisina substratsiz in-
kiibasyon uygulandi. (37° C, 15 dakika){inkubasyon med-
yumu: 4 cc. % 0,125 Glukoz 6-fosfat + 4 cc, Tris-malate
buffer pH 6,7 + 0,6 cc, %2 kursun nitrat + 1,4 cc. Distile
su}(4). Filtre edilmeyi takiben 0,1 N NaOH ile pH dl¢cimi
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yapildi. (pH 6,7). 2 kez distile suda iyice yikamay: takiben
(2 dk), parcalar %1 amonyum siilfit ile muamele edildi.
(2 dk). Daha sonra distile suda yikandi ve gliserin jel ile
kapatilan kesitler Olympus BX 51 fotomikroskopu ile go-
rintulendi.

Bulgular

Glukoz-6-fosfataz histokimyasi uygulanmis kontrol si-
canlarin hipokampusundaki tim Cornu Ammonis (CA)
bolgelerinde (Sekil 1A, B) ve Dentat Girus (Sekil 1C) bol-
gesinde yer alan néronlarda yaygin bir reaktivite gordl-
memistir.

Glukoz-6-fosfataz histokimyasi uygulanmis GAERS gru-
bundaki sicanlarin 6zellikle CA1 (Sekil 2A, B, C) ve Dentat
girus (DG) (Sekil 2D) bolgelerinde yaygin olarak reaktif
noronlar ve glia hiicreleri gorilmektedir. CA1 ve DG bol-
gesinde kontrole oranla artmis reaktiviteye karsilik her n6-
ronun boyali olmadigi da izlenmektedir (Sekil 2C ve 2D).

Tartisma

Tipik absans epilepsisi, davranis aktivitesinin ve dis uya-
ranlara tepkinin aniden kesilmesinin yani sira EEG'de bila-
teral senkronize diken ve dalgalarin eslik etmesi ile karak-
terizedir (2).

Sekil 2. glukoz-6-fosfataz
histokimyasi uygulanmig GAERS
sigan hipokampusunda reaktivite
gozlenen (—) ve gozlenmeyen ()
*| néronlar. CA1 (A, B, C) ve DG (D)
bolgesi. A; x100, B ve D; x200,

C; x400.

Ote yandan GAERS sicanlar absans epilepsi deneylerinde
kullanilan deney hayvanlari olarak bilinmektedir. Bu hay-
vanlar Wistar irkindan olup, genetik olarak belirlenmis no-
betler gecirmektedirler. 1980’li yillarin ilk basinda nérofiz-
yolojik, farmakolojik ve genetik calismalarda insan absans
epilepsi modelini teskil edecek sekilde kullaniimaya bas-
lanmistir (1, 2, 3,5, 6).

Bu calismada, absans epilepsi modeli icin kullanilan
GAERS'lerde beyinde karbonhidrat metabolizmasinda
anahtar bir enzim olan glukoz—-6-fosfataz aktivitesindeki
degisiklik histokimyasal metotlarla 151k mikroskopisi diize-
yinde arastinimis ve hippokampusdaki glukoz metaboliz-
masi - glukoz-6-fosfataz — epileptogenez ilskileri belirlen-
meye caligiimistir.

Beyin arteriyel kandan %10 glukoz ve %50 oksijen alir.
Memeli beyninde glukoz temel enerji kaynadi olup, be-
yin fonksiyonlari icin en énemli substrattir. Beyinde, no-
ron ve glialarda 6zellikle glukoz saglayan tasiyici protein-
ler bulunur (7). Histokimyasal ¢alismalarda; memeli bey-
ninde 6zellikle néron hiicre gévdelerinde ve dentrit kok-
lerinde bazi enzimlerin aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Beyindeki enzimatik aktivitenin azalmasi ya da degisme-
si sonucunda glikolitik yoldaki glukoz, glukoz-6-fosfataz
gibi bazi maddelerin konsantrasyonlari da degismektedir
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(8). Glukoz-6-fosfataz hem glukoneogenez hem de gliko-
lizde en son asamalari katalize eden bir enzimdir. Ozellikle
karaciger gibi dokularda glukoz sentezinde cok 6nemli bir
rol oynamaktadir.

Glukoz-6-fosfataz nukleer bdlgede ve endoplazmik re-
tikulumda yer almaktadir. Hiicrenin bu her 2 bdlgesi bir-
cok faktor tarafindan etkilenmektedir. Glukoz-6-fostataz
membranla iliskili olmasindan dolayi, lipide bagimh bir
sistem olusturmaktadir. Bu nedenle aktivitesi lipid perok-
sidasyonuile rahatlikla bozulabilmektedir (9). Bobreklerde
yliksek dozda ve uzun sureli siklofosfamid uygulamasinin
olusturdugu yapisal degisiklerin yani sira glukoz-6—fos-
fataz aktivitesindeki degisiklikler de arastinlmistir (10).
Ayrica serabral korteks ve kalp kasinda da glukoz-6—fos-
fataz aktivitesi incelenmistir.(11). Glukoneogenik dokular
olan karaciger ve bobrek korteksinde bulunan glukoz-6-
fosfataz enziminin ayni gen tarafindan sentezlendigi be-
lirlenmistir (12) Son yillarda 6zellikle Alzheimer hastaligin-
da beyindeki glukoz-6-fosfataz seviyesindeki degisiklikleri
belirlemeye yonelik arastirmalar siirmektedir (13).

Beyinde de enerji kullanimi néronal fonksiyonu ile iliskili-
dir (14). Eriskin bireylerin néronlar tamamen glukoza ba-
gimli olup, glikojen rezervleri bulunmaz. Glukoz metabo-
lizmasindaki degisiklikler epilepside baslica nébet aktivi-
tesi olusturan etkenler arasindadir. Generalize konvulzif
ataklarin glukoz kullanimini arttirdigi bilinmektedir (15).
Nobetler sirasinda beyinde bir enerji bosalmasi gercek-
lesmektedir. Bu durum, absansa bagli ataklarda da ortaya

Tesekkiir

c¢ikmakta olup, GAERS’lerde yapilan calismalarda sereb-
ral kan akisinda bir azalma oldugu ortaya konmustur (1)
Buna bagl olarak beyin glukoz aliminda da bir azalma ola-
bilecegi disiinilebilinir. Yine benzer bir calismada (3) eris-
kin GAERS'lerde metabolik aktivitede bir artis oldugu goz-
lenmistir. Beyin travmalarinda da glukoz metabolizma-
sinda belirgin bir artis oldugu bildirilmektedir (16) Eriskin
GAERS'lerin beyin bolgelerinde metabolik aktivitenin art-
t1g1 bilinmektedir (2). Metabolik aktivite artisi da glukoz
kullanimi ile iliskilendirilmektedir. Biz de bu calismamizda
literatlire uyumlu olarak kontrol Wistar albino sicanlara ki-
yasla GAERS sicanlarda daha belirgin bir glukoz-6-fosfa-
taz reaksiyonu izledik. Bu artisin GAERS lerdeki metabolik
aktivite artisinin bir yansimasi oldugunu diisinmekteyiz.

Sonuc olarak, GAERS sicanlarda glukoz metabolizmasinda
kontrol Wistar albino sicanlara kiyasla daha belirgin bir ar-
tis oldugu sdylenebilinir. Ancak ileriye yonelik olarak yapi-
lacak calismalarda aktivitede artis gosteren noéronlarin sa-
yimi ile daha kesin bir sonuca varilabilecegini diistinmek-
teyiz. ilerideki calismalarda bu sonuca dayanarak taze do-
kuda perfilizyon fiksasyonu yapmaksizin histokimyasal
metodu uygulamayi planlamaktayiz.

Elde ettigimiz verilere dayanarak, generalize konvulzif
ataklarnin glukoz kullanimini arttirdiginin bilinmesinden
yola cikarak epilepsi vakalarinda merkezi olarak verilecek
glukoz-6-fosfatazin tedaviye yonelik olarak kullanimini
destekler deneysel calismalarin da ileride yapilabilecegi-
ni disiinmekteyiz.

Bu arastirma makalemizde kullanmis oldugumuz Genetik Absans Epilepsili Sicanlarin (GAERS) temininde ¢ok degerli yardimlar bulunan,
Marmara Universitesi Tip Fakiltesi Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji Anabilim Dali égretim tiyesi Prof. Dr. Filiz Onat'a tesekkiir ederiz.
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