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ABSANS EPILEPSiI PATOFIZYOLOJISINDE NETRIN-1’iN YERI
The Role of Netrin-1 in Absence Epilepsy Pathophysiology
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Amag: Netrin-1 proteininin embriyonik gelisim boyunca akson
y6neliminde ve hicre géctinde etkin rol oynadigi bilinmektedir.
Ayrica netrinin epilepsi patofizyolojisinde anormal sinaps
gelisimi ve néron gdcline katilabilecegi de gosterilmistir.
Ancak absans epilepsinin gelisim slrecindeki etkisi heniz
bilinmemektedir. Bu calismada Wistar Albino Glaxo/Rijswijk
(WAG/RI)) siganlarin korteks ve talamus dokularindaki netrin
ekspresyon diizeylerinin saptanmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismada genetik absans epilepsili 2 ve
6 aylik erkek WAG/Rij siganlar (n=14) ile epileptik olmayan 2
aylik ve 6 aylik erkek Wistar kontrol siganlar (n=14) kullanildi.
Anestezi altinda dekapite edilen tlim siganlarin korteks ve
talamus dokulari izole edildi. Gruplar arasindaki netrin-1
ekspresyonunun diizeyi standart teknikler kullanilarak
Western Blot yontemiyle tayin edildi ve dansiteler arasindaki
farklar gruplar arasinda karsilastirildi.

Bulgular: Elde edilen verilere gore; absans epilepsili WAG/RIj
sicanlar ile epileptik olmayan Wistar siganlarin beyin korteks
ve talamus  bolgelerinde  netrin-1  ekspresyonu
saptanmamistir.

Sonug: Bu calisma, netrin-1 ekspresyonunun absans
epilepsideki etkisinin Western Blot yontemiyle arastirildig ilk
calismadir. Elde edilen bulgulardan yola ¢ikilarak molekdler
ve histolojik yontemleri igeren kapsamli calismalar
planlanmali, deneysel olarak elde edilen netrin-1 bulgulari
konfirme edilmelidir.

Anahtar Kelimeler: WAG/RIij sigan, Absans epilepsi, Netrin-1

ABSTRACT

Aim: Itis known that netrin-1 protein features in axon drift and
cell migration during embryologic development. Also it is
shown that netrin can attend abnormal synapse development
and neuron migration within epilepsy pathophysiology.
However the effect of netrin on absence epilepsy progress
process hasn't known yet. In this study, we aimed to
determine expression level of netrin in cortex and thalamus
tissues of Wistar Albino Glaxo/Rijswijk (WAG/RIj) rats.

Material and Method: 2 months old and 6 months old male
WAG/Rj rats (n=14) with absence epilepsy and for control 2
months old and 6 months old non-epileptic male Wistar rats
(n=14) are used. All of the rats are decapitated under
anesthesia and their cortex and thalamus tissues are isolated.
Netrin-1 level of the groups are determined by Western Blot
method by using standart techniques and differences
between dansities of the groups are compared.

Results: According to data obtained, there was no netrin-1
expression in brain cortex and thalamus tissues of WAG/RIj
rats with absence epilepsy and non-epileptic Wistar rats.

Conclusion: This is the first study that searched the effect of
netrin-1 expression on absence epilepsy by Western Blot
method. By evaluating the findings obtained, extensive
researches that contain molecular and histological methods
must be planned, netrin-1 findings that are obtained
experimentally must be confirmed.
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GiRiS

Absans epilepsi, genelde 4-12 vyaslar arasinda
gorilen, yaklasik 6-7 yil kadar stiren bir cocukluk cagi
epilepsisidir. Elektroensefalografi (EEG)'de absans
ndbetlere, ¢ift tarafli senkron ve simetrik, 2.5-3.5 Hz
frekansli, 100-1200 uV genlikte diken-dalga desarijlari
(DDD) eslik eder (1). Absans epilepsi deneysel
modelinde  insandaki absans  epilepsi ile
benzerliklerinden dolayi, inbred olarak retilen
Wistar Albino Glaxo from Rijswijk (WAG/Rij) ve
Genetic Absence Epilepsy Rat from Strasbourg
(GAERS) irki  genetik epilepsili siganlar tercih
edilmektedir (2, 3). Absans epilepsi modellerinde,
DDD’lerin olusumundan temelde talamokortikal
dongudeki anormal salinimlarin sorumlu oldugu ve
bu ossilasyonlarin olusumunda retikiler talamik
cekirdeklerin  pacemaker  aktivite  goOsterdigi
bilinmektedir. Bu desarjlar, 2-3 aylikken belirginlesip
(daha erken yaslarda gérilmemekle birlikte), 6 aylik
sicanlarda tam olarak goriilmektedir. Bu DDD'lerin
her iki hemisfer kortekste ve talamusun lateral
parcasinda cift tarafli ve senkron olarak gozlendigi
ancak  limbik
bilinmektedir (4, 5).
Epilepsi, poplilasyonda %0,5-1 prevalansi ile kronik
epileptik
karakterize yaygin norolojik bozukluklardan biridir

yapilarda  ortaya  cikmadig

spontan tekrarlayan nobetler ile
(6, 7). Epileptogenezis gibi patolojik durumlarda
noronal aglarin yeniden organize olmasi adina aktif
bir sinaptogenez sireci s6z konusudur (8). Sinaps
olusumu ve devamliliginin saglanmasinda etkili
oldugu bilinen netrin ailesinin ozellikle
sinaptogenezis ve sinaptik fonksiyon igin yeni
regllatorler olabilecegi vurgulanmaktadir (9, 10).

Netrin-1, gelisim  esnasinda  akson

yoneliminde etkili olan 60-80 kD agirhiginda laminin

sinirsel

benzeri bir proteindir (11). Netrin-1'in embriyonik
gelisim boyunca akson vyoneliminde ve hiicre
gbclinde etkin rol oynadigi bilinmektedir (12). Netrin
ailesi Uyelerinden biri olan netrin-1’in kortikal
sinapslarda arttigi ve sinaptogenezisin erken
postnatal peryotlarinda maksimum diizeye ulastig
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belirtilmektedir. Goldman ve ark.‘nin yaptiklari bir
calismada juvenil (postnatal 5 ve 20 ginlik)
sicanlarin korteks dokularinda artan netrin-1’in
eksitator sinapslarla yakindan iliskili oldugunu
gostermislerdir (13).

Netrin-1’in néronal gelisim siirecindeki etkisinin yani
sira ekstraselliiler matriks ve/veya membranlarda da
etkin olabilecegine dair kanitlarin var olmasi Gzerine
netrin molekillinin epilepsi patofizyolojisindeki roli
son zamanlarda arastirma konusu olmasi agisindan
glncelligini korumaktadir. Bu alandaki ¢alismalarin
neticesinde netrinin epilepsi patofizyolojisinde
anormal sinaps gelisimi ve nodron gocline
katilabilecegi birka¢ ¢alisma ile gosterilmistir (14).
Ancak absans epilepsinin genetik bir modeli olan
WAG/RIij sicanlardaki epilepsinin gelisim slirecindeki
etkisi heniz c¢alisiilmamistir. Bu ¢alismada ise
WAG/RIij siganlarin korteks ve talamus dokularindaki
dizeylerinin

netrin  ekspresyon saptanmasi

amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Hayvanlar

Calismada genetik absans epilepsili 2 ve 6 aylik erkek
WAG/RIij sicanlar (n=14) ile 2 ve 6 aylik epilepsi
olmayan Wistar kontrol sicanlar (n=14) kullanildi.
Tim hayvanlar standart laboratuvar kosullarinda,
12/12 saat aydinhk karanlik déngisinde, 21 + 2°C
sicakhk, %50 nem, yiyecek ve icecek alimlari serbest
olacak sekilde barindinldi. Etik kurul onayi Diskapi
Yildirnm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alind..

Western Blot Analizi

Tum hayvanlar ketamin (100 mg/kg-ip) ve
klorpromazin (1 mg/kg-ip) anestezisi altinda perfiize
edildikten sonra dekapite edildi. Korteks ve talamus
dokulari izole edilerek soguk zincirle molekiler
calismalarin yapildigi Turgut Ozal Universitesi Tip
Fakdiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na
gotirildu. Molekiler calismalarin yapilacagl gline
kadar -80 °C’'de muhafaza edildi. Tim dokulardaki
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netrin-1'in ekspresyon diizeyi standart Western Blot
protokolii ile belirlendi (15).

Tim korteks ve talamus dokularinda protein
ekstraksiyonu ticari kit (CelLytic M Cell lysis reagent,
Sigma, St. Louis, MO) ile tarif edildigi gibi uygulandi.
Protein konsantrasyonu Bradford (Biorad) yontemi
kullanilarak yapildi. Herbir 6rnek icin 10 ug protein
%4-5’lik sodyum dodesil siilfat (SDS) poliakrilamid
jele yiklendi. Proteinler nitroseliildz membrana
(Millipore, Billerica, MA) transfer edildi ve 1 saat
bloklama soliisyonu ile bloklandi. Bloklama sonrasi
membranlar 4°C’'de bir gece primer antikorlar
Netrin-1: Anti-Netrin 1 antikoru (Abcam, cat.no.
ab126729) ile inkibe edildi. Sonrasinda HRP ile
konjuge edilmis sekonder antikorlar ile inkiibe edildi.
Kemiliminesans saptama kiti (ECL; Amersham
Biosciences, ingiltere) kullanilarak protein bantlari
gorintilendi. Bantlarin yogunlugu Quantitiy One
(Bio-Rad) Software programi kullanilarak belirlendi.
Bantlarin yogunlugu beta-aktin (Abcam) antikoruna
gore normalize edildi.

Her iki grupta 2 aylik sicanlarin ortalama agirliklari
165,7 £32,3 gr, 6 aylik sicanlarin ortalama agirliklari
274,5 +£28,2 gr olarak saptandi. Protein ekstraksiyonu
sonrasl boya baglama esasli yontem olarak en yaygin
kullanilan Bradford yontemiyle vyapilan miktar
tayininde 2 ve 6 aylik WAG/Rij ile 2 ve 6 aylik Wistar
sicanlar icin sirasiyla 5,8+2,8, 8,613,4, 5,2+3,1,
9,243,2 mg/ml dlizeyinde protein varlig saptandi.
Tum gruplarda deney protokolil 4 kez tekrar edilmis
tiim calismalarda i¢ kontrol olarak kullanilan Actin
icin pozitif bulgu elde edildi. Ancak netrin-1 i¢in hicbir
grupta ekspresyon saptanamadi (Sekil 1).
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Sekil 1. ki (a) ve alt1 (b) aylik Wag/Rij ve Wistar
sicanlarm korteks ve talamus dokularindaki Netrin-1
ekspresyon goriintiisii.

Epileptogenezis gibi patolojik sartlarda ndéronal
aglarin yeniden organize olmasi adina aktif bir
sinaptogenez  slireci s6z  konusudur  (8).
Posttravmatik epilepsi ve status epileptikusta,
anormal aksonal filizlenme  ve anormal
sinaptogenezisin epileptik olusumuna katki sagladigi
gosterilmektedir (16). Ayrica néronal yaralanmayi
takiben temporal lob igcinde aksonal filizlenme ve
sinaptik reorganizasyonun temporal lob epilepsisi
(TLE) patogenezini de kapsadigi bildirilmektedir (17).
Pereno ve ark. (2010) direngli TLE'nin deneysel
modellerinde kainik asit uygulanimi sonrasinda
amigdalada noéron filizlenmesinin reaktif
sinaptogenezis slreci icin 6nemli bir kanit
olabilecegini bildirmislerdir (18). Elektrokonviilsif
terapi sican modelinde tekrarlayan nébetlerin sican
hipokampusunda norojenezi, sinaptogenezi ve
sinapslarin yeniden olusumunu uyardigl tasarim
tabanli stereology kullanarak hipokampusun alt
bolgelerindeki farkli sinaps tiplerine ve nd&ron
sayilarina gore saptanmistir. Ayrica hipokampal CA1
bolgesinde filizlenen sinaps ve toplam sinaps
sayisinda onemli bir artis belirlenmistir (19).
Dolayisiyla netrin ailesi de sinaps olusumunun ve
devamliliginin saglanmasinda etkili oldugu igin

netrinlerin, sinaptogenezis ve sinaptik fonksiyon igin



yeni regilatorler olabilecegi vurgulanmaktadir (9,
10).

insandaki absans epilepsi ile benzerliklerinden dolayi
gecerli bir genetik model olarak kullanilan WAG/RIij
sicanlarda EEG’de kendiliginden goriilen DDD’ler
talamokortikal dongtideki anormal salinimlardan
kaynaklanmaktadir. DDD’ler, bu sicanlarda 2-3
ayhkken belirginlesirken (daha erken yaslarda
gorilmemekle birlikte), 6 aylik sicanlarda tam olarak
gorilmektedir. Calismamizin sonucunda netrin-1'in
hem WAG/Rij hem de Wistar sicanlarda yasa bagh
olarak eksprese edilmedigi bulunmustur. Ancak bu
on bulgularin daha kapsamli molekiler ve histolojik
yontemler ile konfirme edilmesine ihtiyag vardir.
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