
ERC YES ÜN VERS TES

MSEL ARA TIRMA PROJELER  B

KOM SYON BA KANLI INA

                                           Kayseri

Fen Bilimleri Enstitüsü bünyesinde dan manl  yürüttü üm Abdulkadir

TA DEM R’in “V TAM N B6 C VE E LE KANAB NO D ETK LE N

PEN NLE UYARILAN EP LEPT FORM AKT TEYE ETK ” isimli doktora tez

çal mas  biriminiz taraf ndan FBD-09-956 kodu ile desteklenmi tir. Bir y ll k ek süre

kullanarak çal man n biti  tarihi 15.06.2012 olarak onaylanm . Çal mam  sona

erdirmemize kar n, ö rencinin Enstitü kadrosunda olmas  ve ö retim üyeli i için yeni bir

kadro bulabilmesi için zamana ihtiyaç has l olmu tur. Bu nedenle Abdulkadir TA DEM R

yasal süresini kullanmak istemektedir. Dolay yla tez çal mas n sunumunu bu sürenin

sonunda gerçekle tirecektir.

Yukar da belirtilen nedenlerle yürütücüsü bulundu um projenin biti  tarihi sona

erdi inden yeni bir proje talebini gerçekle tirememekteyim. Sunulan sonuç raporunun geçici

kabulünü veya tez çal mas  sonuçlanana kadar sürenin uzat labilmesini ve bu ekilde yeni

proje ba vurular n sa lanmas  hususunu bilgilerinize arz ederim.

26.06.2012

Prof. Dr. Nusret AYYILDIZ

Tel.: 33071



T.C.
ERC YES ÜN VERS TES

MSEL ARA TIRMA PROJELER
KOORD NASYON B

B6,C VE E V TAM NLER LE KANAB NO D ETK LE N
PEN NLE UYARILAN EP LEPT FORM AKT TEYE ETK

Proje No: FBD–09–956

Doktora Tez Projesi

SONUÇ RAPORU

Proje Yürütücüsü
Prof. Dr. Nusret AYYILDIZ
ERÜ Fen Fakültesi/Biyoloji

Ara rmac lar
Prof. Dr. Erdal A AR

OMÜ T p Fakültesi/Fizyoloji
Prof. Dr. Mustafa AYYILDIZ
OMÜ T p Fakültesi/Fizyoloji

Yrd. Doç. Dr. Sedat PER
Bozok Üni./Fen Fakültesi/Biyoloji
Ar . Gör. Abdulkadir TA DEM R

ERÜ Fen Fakültesi/Biyoloji

Haziran 2012

KAYSER





i

TE EKKÜR

Bu projeyi FBD-09-956 kodu ile destekleyen Erciyes Üniversitesi Bilimsel

Ara rma Projeleri Birimi’ne te ekkür ederiz.



ii

NDEK LER

Sayfa No

TE EKKÜR i

ÖZET iv

ABSTRACT v

1. G 1

2. GENEL B LG LER 4

2.1. Sinir Sistemi 4

2.2. Beyin Korteksi 4

2.2.1. Beyin Korteksindeki Hücre Tipleri 5

2.3. Nöbetler ve Epilepsi 9

2.3.1. Nöbet 9

2.3.2. Epilepsi 9

2.3.3. Deneysel Epilepsi Modelleri 12

2.3.4. Epilepside EEG’nin kullan 14

2.3.5. Epilepsi ile li kili Biyoelektrik Patolojiler (Epileptojenik
epileptiform aktiviteler)

15

2.4. Kanabinoidler 16

2.4.1. Kanabinoidlerin Farmakokineti i 17

2.4.2. Biyotransformasyonu ve Eliminasyonu 17

2.4.3. Endokanabinoid Sistem 17

2.4.4. Kanabinoidlerin Antikonvulsan Etkileri 18

2.5. Vitaminler 19

2.5.1. Vitaminlerin S fland lmas 19

2.5.2. Epileptiform Aktiviteye Vitaminlerin Etkisi 20

2.5.2.1. B6 Vitamini (Piridoksin) 20

2.5.2.2. C Vitamini (Askorbik asit) 20

2.5.2.3. E Vitamini ( -tokoferol) 21

3. GEREÇ VE YÖNTEM 22

3.1. Deney Hayvanlar 23

3.2. Kimyasal Maddeler ve Uygulan ekilleri 23



iii

3.2.1. Penisilin G Potasyum 23

3.2.2. B6 Vitamini (Piridoksin) 24

3.2.3. C Vitamini (Askorbik Asit) 25

3.2.4. E Vitamini ( -tokoferol) 24

3.3. Deney Gruplar 25

3.4. Cerrahi Müdahaleler 26

3.5. Elektrofizyolojik Kay tlar 28

3.6. Elektrofizyolojik Kay tlar n De erlendirilmesi 29

3.7. statistiksel Analiz 30

4. BULGULAR 33

4.1. Penisilinle Uyar lan Epileptiform Aktivite 37

4.2. Kanabinoidlerin Epileptiform Aktiviteye Etkisi 38

4.2.1. CB1 Reseptör Agonisti ACEA’ n n Epileptiform Aktiviteye
Etkisi

38

4.2.2. CB1 Reseptör Antogonisti AM251’ in Epileptiform Aktiviteye
Etkisi

39

4.3. Vitamin ve Kanabinoidlerin Etkile iminin Epileptiform Aktiviteye
Etkisi

40

4.3.1. B6 Vitamini + ACEA Grubunun Epileptiform Aktiviteye Etkisi 40

4.3.2. C Vitamini + ACEA Grubunun Epileptiform Aktiviteye Etkisi 41

4.3.3. E Vitamini + ACEA Grubunun Epileptiform Aktiviteye Etkisi 41

4.3.4. B6 Vitamini + AM251 Grubunun Epileptiform Aktiviteye Etkisi 41

4.3.5. C Vitamini + AM251 Grubunun Epileptiform Aktiviteye Etkisi 42

4.3.6. E Vitamini + AM251 Grubunun Epileptiform Aktiviteye Etkisi 42

5. TARTI MA VE SONUÇ 46

5.1. Penisilinle Uyarilan Epileptiform Aktivite 46

5.2. Kanabinoidlerin Epileptiform Aktiviteye Etkisi 47

5.3. Vitamin ve Kanabinoidlerin Etkile iminin Epileptiform Aktiviteye

        Etkisi

52

KAYNAKLAR 54



iv

ÖZET

Epilepsi, kortikal nöronlardaki anormal ve a  elektriksel aktivite sonucu ortaya ç kan

spontan tekrarlayan nöbetlerle karakterize, önemli ve önlenebilir bir nörodavran sal

bozukluktur. Di er taraftan kanabinoidler presinaptik yoldan antiepileptik etki

göstermektedirler. Ancak bu maddelerin penisilin ile olu turulan deneysel epilepsi üzerine

etkileri ve birbirleri ile etkile imleri hakk nda literatürde herhangi bir bilgiye

rastlanmam r.

Sunulan çal mada, vitaminler (B6, C, E), kanabinoid reseptör agonist ve antagonistleri

ile bu maddelerin birbirleriyle etkile imlerinin penisilinle olu turulan epileptiform

aktiviteye etkisi ara ld . Bu amaçla 91 adet albino erkek Wistar s çan üretan ile

anesteziye al nd ktan sonra sol somatomotor korteksleri aç larak korteks üzerine kay t

elektrotlar  yerle tirildi ve deney düzene ine ba land . Epileptiform aktivite 500 IU (i.c )

penisilin enjeksiyonu ile olu turuldu. Penisilin enjeksiyonundan 30 dk.sonra hayvanlara

ras yla vitaminler (B6 vitamini 40mg/kg ip,  C vitamini 100 mg/kg i.p, E vitamini 500

mg/kg i.m), ve ACEA, AM251 uyguland . Penisilin ile olu turulan epileptiform aktivite

üzerine ACEA antikonvulsan, AM251 ise prokonvulsan etki gösterdi. Vitamin + ACEA

grubunda antikonvulsan etki vitamin grubuna göre daha erken ortaya ç kt . Vitamin +

AM251 ve AM251 + ACEA gruplar nda ortaya ç kan etki tek ba na vitamin grubu ile

istatistiksel olarak anlaml  bir fark olu turmad . Vitamin + AM251 + ACEA grubu ile tek

ba na vitamin grubundan elde edilen sonuçlar benzerdi.

Sonuç olarak kanabinoid CB1 reseptörlerinin epileptiform aktivite frekans  etkiledi i ve

baz  vitaminlerle kanabinoid sisteminin epileptiform aktiviteyi ayr  mekanizmalar

üzerinden bask lad , bu iki sistem aras nda sinerjistik bir etkile imin olmad  sonucuna

var ld .

Anahtar Kelimeler: Deneysel epilepsi, kanabinoidler, vitaminler, ACEA, AM251,

penisilin.
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ABSTRACT

Epilepsy is an important and avoidable disease characterised by spontane, recurrent

seizures caused by abnormal and excessive discharges of cortical neurons. On the other

hand, cannabinoids have antiepileptic effects presynaptically. However there are no

records about the effects of vitamins, cannabinoid CB1 receptor agonists, antagonists

and their interactions on the penicilin induced epileptiform activity.

Therefore; the aim of this study is to find out the effects of vitamins (B6, C, E), the

interaction between the most effective dose of vitamins and CB1 receptor agonist and

antagonist. For this purpose, 91 albino, male, Wistar rats were anesthesied with urethane,

their left somatomotor cortex was exposed, recording electrodes were placed over the

cortex and animals were placed in stereotaxic frame. Epileptiform activity was induced

with penicillin ( 500 IU, i.c ) injection. 30 minutes after injection,  vitamins (Vit. B6

40mg/kg ip,  Vit. C 100 mg/kg i.p, Vit. E 500 mg/kg i.m), and ACEA, AM251 were

applied respectively. ACEA has shown anticonvulsant effect whereas AM251 has shown

proconvulsant effect on the penicillin induced epileptiform activity. The anticonvulsant

effects of vitamine + ACEA has appeared 10 minutes earlier than vitamine applied alone.

There was no significant difference between vitamine + AM251, ACEA + AM251 and

the control groups. The frequency and amplitude of epileptiform activity in the vitamine

+ AM251 + ACEA and vitamine groups were similar.

In conclusion, cannabinoid CB1 receptor agonists and antagonists also effect the

frequency of epileptiform activity. It seems that there are no interactions between

cannabinoid and vitamine.

Keywords: Experimental epilepsy, cannabinoids, vitamins, ACEA, AM251, penicillin.



1. G

Epilepsi; serebral nöronlar n bir bölümünün ya da tamam n senkronize olmu  anormal

elektriki davran  gösterdi i nöbetlerle seyreden bir hastal kt r. Epileptik nöbetler,

merkezi sinir sisteminin (MSS) inhibisyonu ile eksitasyonu aras ndaki koordinasyonun

bozulmas  durumunda ortaya ç karlar. laç tedavisi uygulanan hastalar n %20-30’unda

nöbetler devam etmektedir. Mevcut olan pek çok antiepileptik ilaca ra men, bulunacak

yeni molekül ve ilaçlar n tedavideki bo lu u doldurmadaki gereklili i kaç lmazd r.

Epilepsi, tekrarlayan nöbetlerle karakterize, insan ya am  mental ve fiziksel olarak

olumsuz etkileyen, oldukça yayg n bir sinir sistemi hastal  olup co rafi konum, cins, rk

ayr  olmaks n genel popülasyonda görülme s kl  % 0,5–10 aras ndad r. [1]. Beynin

belli bölgelerinde bulunan eksitatör ve inhibitör kontrol sistemleri aras ndaki dengenin

bozulmas  epilepsinin olu umuna yol açmaktad r [2]. Epilepsi hastalar n yakla k

%65’inde belirli bir neden saptanamamaktad r [3, 4]. Nedenin belirlenebildi i hallerde ise

en s k rastlanan sebepler aras nda; beyin dokusunda hasara neden olan yaralanmalar;

beyin tümörleri, (Menenjit, ensefalit, k zam k, k zam kç k, difteri gibi) enfeksiyonlar,

hamilelikte geçirilen baz  enfeksiyonlar, do um travmalar , yüksek ate , kur un veya

karbonmonoksit zehirlenmesi, beyin kan ak nda azalma ya da duraklamaya neden olan

kalp-damar hastal klar , alkol ba ml lar nda alkol yoksunlu u yer almaktad r [5, 6].

Epileptik nöbetlerin patofizyolojisi her zaman tam olarak bilinmemektedir. Ayr ca tüm

epilepsi nöbetlerinde ayn  patofizyoloji de geçerli de ildir [7, 8].

Epileptik nöbetlerin ço u kortikal ve hipokampal yap larda ortaya ç kan de arjlarla olu ur

[9]. Epilepsinin de dahil oldu u iddetli mental ve nörolojik hastal klar n

patofizyolojisinde eser elementlerin, elektrolitlerin ve antioksidanlar n

metabolizmas ndaki anormalliklerin rol ald  gösterilmi tir [10]. Arzimanoglou ve ark.

[11] epilepsi tedavisinin her zaman sinir hücrelerinin korunmas yla ili kili oldu unu ve

bunun da nöbetleri tamamen bask lamak ya da süresini azaltmak suretiyle

gerçekle tirilebilece ini aç klad lar.

Epilepsinin olu um mekanizmas  tam olarak bilinmemekle birlikte ileri sürülen hipotezler

vard r.. Epileptogeneze e lik eden plastisite de ikliklerin alt nda yatan mekanizmalar n

ayd nlat lmas ; epilepsinin tedavisi ve önlenmesinde kritik role sahiptir. Bu amaçla
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geli tirilen hayvan epilepsi modelleri, nöbet hakk ndaki sorular n aç klanmas , beynin

elektriki aktivitesinin hücresel, moleküler ve sistemik boyutta incelenmesi, tedavi edici

yöntem ve ilaçlar n denenip geli tirilmesi amac yla yayg n olarak kullan lmaktad r. Ancak

uygulanan modellerin insanlardaki epilepsiyle tam korele olmad  da bir gerçektir. Ayn

ilac n, farkl  modellerde nöbet üzerine etkisi farkl  olabilmektedir. Bu yüzden farkl  nöbet

tiplerine kar k gelen birçok nöbet modeli geli tirilmi tir.

Deneysel epilepsinin oldukça kullan  ve ucuz modellerinden birisi de penisilin

modelidir [12]. Deneysel epilepsi modeli grand mal epileptik nöbetlere neden olan

intrakortikal penisilin modelidir. Bu model iktal ve interiktal elektriksel de imleri

incelemek için yayg n olarak kullan lmaktad r. Penisilinin lokal kullan ndan sonra

postsinaptik GABAa reseptörlerini bloklad  bilinmekte, fakat kronik patolojik

de iklere neden oldu u bilinmemektedir [13, 14].GABA reseptörünün arac k etti i

inhibisyon beyindeki ana inhibitör nöronal olu um olarak kabul edilir. Konvülsan

aktivitenin temelinde bu inhibisyonun zay flamas  vard r [15].

Epileptik aktivitenin olu umuna kat lan di er bir mekanizma; membrandan a  Ca
++

iyonunun nöron içine ak r. Hücre düzeyinde, eksitatör nörotransmitterlerin sal ,

hücre  içine  giren  Ca
++

iyon miktar na ba r [16]. Kortekse direk olarak penisilin

uygulanmas , bir inhibitör nörotransmitter olan GABA’n n etkisini bloklar. Bir kortikal

bölgede, inhibisyon miktar n azalmas , nöron gruplar n davran  üzerinde çok önemli

etkiye sahiptir ve konvülsan bir ilac n uygulanmas , hücrede morfolojik de ikliklere

sebep olmaks n akut fokal epilepsi olu turur [17]. Penisilinin merkez sinir sisteminde

GABA arac yla inhibisyonu bask lad , korteksten glutamat sal  art rd  ve

muhtemelen epileptiform aktiviteyi bu ekilde olu turabilece i ileri sürülmü tür [18].

Fazla Ca
++

iyonunun nöron içine giri i  epilepsi  olu umunda çok önemli bir  etkendir.  Bir

nöronun depolarizasyonu presinaptik voltaja ba ml  Ca
++

kanallar ndan Ca
++

iyonunun

içeri girmesine neden olur ve hücre içinde artan Ca
++

, eksitatör nörotransmitterlerin,

özellikle glutamat n sal na yol açar [19]. Glutamat, kimyasal kap  iyon kanallar

(NMDA, Kainat, Quisqualat), özellikle NMDA’y  uyararak Na
+

ve Ca
++

iyonlar n hücre

içine girmesine; Na
+

iyonuna ba  depolarizasyon olu umuyla voltaja ba ml  Ca
++

kanallar n aç lmas  sonucunda a  Ca
++

iyonunun hücre içine girmesine sebep olur. Bu
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çok miktardaki Ca
++

iyonunun içeri giri inin, nöbet esnas nda olu an nöron de arj

ba latan tetik oldu u dü ünülmektedir Nöbet esnas nda ekstrasellüler Ca
++

’un azald  ve

intrasellüler Ca
++

’un artt  gösterilmi tir
.

Öte yandan bilinen en önemli inhibitör

nörotransmiter olan GABA’n n eksikli i, epileptik nöbetlerin patogenezinde önemle

sorumlu tutulur. Deneysel olu turulmu  epileptik nöbetlerde GABA’n n % 50- 60

oran nda azald , GABA’erjik inhibitör sinapslar n fonksiyon kayb n epileptik oda

olu turdu u üzerinde durulmaktad r [20, 21].

Serbest radikallerin biyolojik etkileri en iyi ekilde in vivo olarak vitamin E, vitamin C,

vitamin A ve glutatyon gibi antioksidanlarla kontrol edilir [22].  Vitamin E ve C’nin

nöroprotektif etkilerinin yan nda epilepsi tedavisinde de etkili oldu unu gösteren deneysel

ve klinik çal malar vard r [23–28]. Belirtilen çal malara bak ld nda epilepsinin

deneysel modellerinde uygulanan ve ortaya ç kan etkin dozlarda farkl klar n oldu u

göze çarpmaktad r. Piridoksin (Vitamin B6), insanda esensiyal bir besin eleman  ve canl

dokudaki birçok enzim kofaktörünün prekürsörüdür. Çocukluk döneminde görülen baz

tip nöbetleri tedavi etmek için kullan lmaktad r.  Yenido anlarda piridoksine ba

epilepsi tedavisinde genellikle 30–400 mg/kg dozda piridoksin kullan lmaktad r. Farkl

çal malara bak ld nda piridoksinin etkin dozunun 40-50mg/kg oldu u görülür [29–32].

Kanabinoidler Cannabis sativa L. (kenevir, kendir) adl  bir bitkiden elde edilen

kimyasallard r. MSS depresyonu ve analjezi bu maddelerin iyi bilinen etkilerindendir [33].

Beyinde kanabinoidlerin reseptörlerinin bulundu u ve özellikle nöbet aktivitesinde etkili

olan limbik ve neokortikal alanlarda yo unla  biliniyor. Mekanizmas  tam bilinmemekle

beraber kanabinoidlerin nöbet e ini de tirdikleri de bulunmu tur. Yap lan deneylerde

dü ük dozun MSS de aktivasyon olu tururken yüksek dozun elektriksel aktiviteyi bask lad

gösterilmi tir Deneysel epilepsinin farkl  modellerinde kanabinoidlerin etkileri konusunda z t

sonuçlar bulunmaktad r. Bu çal malardan baz lar  kanabinoidlerin antiepileptik baz lar  ise

epileptik olduklar  bildirmektedir. Epileptiform aktivitenin frekans  kanabinoid CB1

reseptör agonisti ACEA azalt rken, antagonist AM-251 ise art rmaktad r [34–39] .

Literatürde kanabinoidler ile vitaminlerin etkile iminin penisilin modeli deneysel

epilepsideki etkisine dair bir çal maya rastlanmam r.
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2. GENEL B LG LER

2.1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi, sinir hücreleri ya da nöronlardan ve onlar n destek hücreleri olan gliadan

kurulmu tur. Nöronlar elektriksel olarak uyar labilir ve aksiyon potansiyeli olu turup

yayabilir.  Nöron perikaryon ya da soma denilen bir hücre gövdesi içerir, buradan

uzant lar nsal olarak ç kar. Bu uzant lar dendritleri içerir; dendritler dallanarak geni

yüzey alanlar  ile di er nöronlardan gelen çok yönlü sinyallerin alg lanmas

kolayla ran dendritik a açlar  olu turur. Ayr ca somadan di er hücrelere sinir impulsunu

ileten ana uzant  ya da aksonu içerir. Sitoplazma; ATP olu umu için gerekli say z

mitokondriyi, serbest ribozomlar  ve protein sentezi yapan kaba endoplazmik retikulum

ile yeni sentezlenen proteinleri de tiren ve paketleyen Golgi aparat  içerir. Aksonlar,

ileti h  lif çap na ba  olmak üzere elektriksel impulslar  iletir. letim etkinli i myelin

f taraf ndan sa lanan iyi yal ma ba r. Myelin k f aksonal membran ya da

aksolemmay  örter. Myelin, esas olarak lipid ve proteinlerden olu ur ve periferik sinir

sisteminde Schwann hücreleri taraf ndan, merkezi sinir sisteminde ise oligodendrositler

taraf ndan yap r [40].  Sinir sistemi beyin ve omurili i içeren merkezi sinir sistemi ile

kraniyal ve spinal sinirleri ve bunlar n gangliyonlar  içeren periferik sinir sistemi

eklinde iki ana bölümden olu ur.  Dura mater, araknoid mater ve pia mater olmak üzere

üç membran hem omurili i hem de beyni sarar [40].

Beyinin his, irade, haf za, dü ünce, zeka, muhakeme, yarat k gibi ruhsal

fonksiyonlar  beyin korteksi yapar. Ayr ca iskelet kaslar n motor aktivitelerini idare

eden motor merkezler ve duyular n idrak edilmesini sa layan duyu merkezleri beyin

korteksinde bulunur [41].  nsan beynini di er omurgal lar n beyninden ay ran en önemli

özellik korteksin a  ölçüde geni  olmas r. Nörofizyolojinin u ra  önemli

konulardan biri beyin korteksinin organizasyonunu ayd nlatmak ve haf za, his, hareket ve

ifade kabiliyeti gibi davran lar n beyin korteksiyle olan ili kisini çözmektir [42].

2.2. Beyin Korteksi

nsan  di er omurgal  canl lardan ay ran en önemli yap sal özelliklerden bir tanesi olan

geni  beyin korteksi (neokorteks), insana ait dü ünme, karar verme, planlama, haf za gibi

yüksek beyin faaliyetleri bak ndan da insan  fonksiyonel aç dan di er memelilerden

üstün k lmaktad r. Ayr ca beyin korteksi, duyu informasyonlar  al p analiz eden,
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hareketlerin yap lmas  planlay p yöneten ve homeostatik dengenin korunmas  için

gerekli olaylar  düzenleyen en önemli merkezdir. Alt  tabakadan olu an neokorteks

omurgal lar n kurba a ve sürüngen gibi a  formlar nda hatta ku larda bile

geli memi tir [43]. Neokorteksin geli mesi primatlarda iyice ilerlemi  ve insanda en üst

düzeye ula r. Memelilerin hepsinde beyin korteksi 2 mm kal nl nda bir hücre

tabakas  içermektedir. Genel olarak 6 tabakaya ayr lmakla birlikte birçok bölgede tabaka

say  daha fazlad r. Beyin korteksindeki hücrelerin tabakalar eklindeki

organizasyonlar na ait ilk çal malar 20. yüzy n ba lar na rastlamakta ve sitoar itektonik

olarak bilinmektedir [44]. nsanda beyin korteksinin alan  2.000-2.200 cm2. Hacmi ise

ortalama 600 cm3’ tür [45].  Yeti kin bir insan beyni, yakla k 1350-1400 gram

rl ndad r. Korteks kal nl  beyin bölgesine göre 1- 4,5 mm aras nda de ir ve

toplamda ortalama 1010 sinir hücresi (nöron) içermektedir [46,47]. Korteksin her noktas

di er bir kortikal k mdan veya subkortikal yap lardan lifler al r ve onlara lifler verir.

Korteksteki nöronlar n aksonlar  ak maddeye geçerek ayn  hemisferin de ik k mlar na

veya omurilik gibi çok daha uzakta bulunan korteks alt  yap lara kadar uzayabilirler.

Kortekste bulunan baz  nöronlar korteksin d na akson göndermezler. Yani korteksteki

nöronlar anatomik ve histolojik yönden farkl k gösterirler [45; 46].

2.2.1. Beyin Korteksindeki Hücre Tipleri

Beyin korteksinde, hücre gövdelerinin biçimsel özelliklerine, dendritlerin uzunluk ve

da mlar na, aksonlar n dallanma ve sonlanma bölgelerine göre çe itli s fland rmalar

yap lm r. En genel kabul gören s fland rmaya göre kortekste; y ld zs  (granüler)

hücreler,i si (fusiform) hücreler, Martinotti hücreleri, Cajal’ n horizontal hücreleri ve

piramidal hücreler bulunmaktad r [46].
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ekil 1. Beyin korteksinde bulunan nöron tipleri.

ld z hücreleri: Küçük gövdeli, multipolar hücrelerdir. Dendritler hücreden ayr r

ayr lmaz dallanma yaparlar. Bu hücrelerin baz lar  uyar , baz lar  ise duraklat

özellik gösterir. Uyar  olanlar n aksonlar  genellikle piramidal hücrelerin tepe

dendritlerine paralel ve çok say da sinaps yaparak ilerlerken korteks yüzeyine dik bir seyir

izlerler. Uyar  olan tipleri transmitter olarak nöropeptidleri (CCK, VIP) kullan rken,

duraklat  olanlar GABA salg larlar.

Martinotti Hücreleri: Bu hücrelerin en önemli özelli i aksonlar n do rudan beyin

korteksi yüzeyine do ru yönelmi  olmas r. I. tabaka d ndaki bütün tabakalarda yer

al rlar.

Cajal’in Horizontal Hücreleri: Beyin korteksinin en d  ve yüzeyel tabakas nda

bulunan bu hücrelerin aksonlar  beyin korteksinin yüzeyine paralel olarak seyreder.
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Piramidal Hücreler: Korteksin ana hücreleridirler. Adlar  piramit seklindeki hücre

gövdelerinden al rlar. Uzunlu u 10-100 m aras nda de ir.  Hücrelerin büyüklü ü

yüzeyden derine do ru artar. Piramidin tepe k sm  beyin korteksinin d  yüzeyine do ru

bakar ve bu k mdan dendritler ç kar. Tepeden ç kan bu dendritler beyin korteksinin en

 tabakas na kadar uzanarak burada yüzeye paralel bir çok dala ayr rlar. Çaplar  5-20

m aras nda de ir. Sinir sistemindeki en kal n ve en uzun dendritlerdir. Dikey dendritler

ve onlardan ayr lan yatay dallar çok say da “sinaptik diken” denen özelle mi  postsinaptik

bölge ta rlar. Yatay dendritler daha incedir (6-8 m) ve dikey dendritler kadar fazla

say da sinaptik diken ta mazlar. Piramidal hücreler üzerinde sonlanan sinapslar n büyük

bir ço unlu u, bu sinaptik dikenler arac yla kurulur. Hücre gövdesinde sonlanan

sinapslar n say  azd r ve sinaptik aral klar  da oldukça dard r. Bazal dentritler hücrenin

bazal k sm ndan horizontal ve oblik ekilde ç karlar. Bazal dentritlerin horizontal olarak

yay  ve apikal dentritlerin distal dallar  50-300 m kadar uzanabilir [46, 47, 48, 49].

Beyin Kortesinin Tabakalar

Beyin korteksi hücre tabakalar eklinde organize olmu tur. Kortikal tabakalar n say  ve

onlar n fonksiyonel özellikleri korteksin her yerinde de mektedir. Neokorteksin en tipik

eklinde, korteksin d  yüzeyinden (pia mater) ak maddeye do ru s ralanan 6 tabaka

bulunmaktad r [44]. Kal nl  beynin farkl  bölgelerinde 1.3 mm'den 4.5 mm’ye kadar

de iklik göstermektedir [45,46]. D tan içe do ru u ekilde s ralanmaktad r;

I. Moleküler tabaka: Pia mater’in hemen alt ndan ba layan bu tabakan n ortalama

kal nl  250 m kadard r. Hücreleri küçüktür ve di er tabakalara göre daha gev ek

düzenlenme gösterir. II, III ve IV. tabakalardaki piramidal hücrelerin dikey dendritleri ve

baz  aksonlar  bu tabakada sonlan r. Cajal’in horizontal hücreleri ve y ld z hücreleri de

nadiren bu tabakada bulunabilir. Bu tabaka esas olarak korteksin sinaptik bir alan r

[46,50].

II. D  granüler tabaka: Moleküler tabakaya göre daha büyük bir tabakad r ve daha

yo un hücre içerir. Hücrelerin ekli piramidal oldu undan buraya “küçük piramidal hücre

tabakas ” da denir. Y ld z hücreleri de bu tabakadad r. Bu bölgeden ç kan dikey dendritler

moleküler tabakada sonlan rlar. Aksonlar hücrelerin taban bölümlerinden ç kar ve

genellikle V ve VI tabakalarda sonlan rlar. IV. tabakada bulunan granüler hücrelerin ve

baz  piramidal hücrelerin aksonlar  ile geri dönen yan dallar (recurrent collaterals) ve

birle tirici lifler (association fibres) bu tabakada sonlan rlar [50].
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III. D  piramidal tabaka: Bu tabaka asl nda d  granüler tabakan n devam

niteli indedir. En önemli ay rt edici özelli i; bu tabakadaki piramidal hücrelerin daha

büyük çapl  olmas r. Hücrelerin tepe bölgeleri beyin kabu u yüzeyine do ru

yönelmi tir. Tepe (apikal) dendritleri, I. tabakan n sinaptik alan na do ru giderler. Yatay

dendritler ise ayn  tabaka içinde kolonlar aras nda bir uzan m gösterirler. Bu tabakan n alt

sm nda bulunan hücreler talamustan gelen özgül giri leri al r. Alt tabakalardan gelen

baz  aksonlar da bu tabakada sinaps yaparlar. III. tabakadan ç kan götürücü liflerin bir

sm  V ve VI. Tabakalarda sonlan rken, di erleri korteks alt  yap lara ve di er beyin

kabu u bölgelerine kadar uzanmaktad r [46, 47, 50].

IV. ç granüler tabaka: Bu tabaka küçük çapl  ve yo un olarak paketlenmi  çok kutuplu

hücrelerden olu ur. Bu hücrelere “granül hücreleri” ad  verilir. Aksonlar  k sad r ve büyük

bir ço unlukla beyin kabu u içinde sonlan rlar. Üst k mlara gidenler I. ve II. tabakalarda

sonlan rken, alt k mlara do ru gidenler V. ve VI. tabakalarda sonlan rlar. Dendritleri

ayn  tabakada dallanarak da r. Özgül talamo-kortikal getirici ba lant lar n büyük bir

ço unlu u bu hücrelerin üzerinde sonlan r. Bu tabakada bulunan bir di er hücre tipi

ld zs  hücrelerdir ve onlar n dendritleri de ayn  tabaka içinde dallanma gösterirler.

Aksonlar  ise III. tabakaya ç karak burada sonlan rlar. Y ld zs  hücrelerin k sa olan

aksonlar  V. ve VI. tabakalardaki hücrelerin bu tabakaya uzatt  dendritlerle sinaps

yaparlar. Beyin kabu unun giri leri alan esas bölgesi IV. tabakad r. Bu tabaka beyin

kabu unun baz  bölgelerinde iyi geli memi tir ve bundan dolay  bu bölgelere “agranüler

korteks” ad  verilmektedir [46, 50].

V. ç (dev) piramidal hücre tabakas : Bu tabakadaki hücreler esas olarak büyük

piramidal hücrelerdir. Tabaka içindeki tüm hücreler büyük de ildirler fakat en büyük

piramidal hücreler bu tabakada bulundu undan, bu bölge “dev piramidal hücre tabakas ”

ad yla an r. Büyük piramidal hücrelerin dendiritik dallar  I. tabakaya kadar yükselerek

orada geni  bir dallanma gösterirler [46]. Hücrenin taban bölümünde ç kan uzun akson ya

korteks alt  merkezlere uzan r ya da ayn  ve kars  taraf beyin korteksinde bulunan di er

merkezlere gider. Omurili e inen liflerin büyük bir ço unlu u V. Tabakadan

kaynaklanmaktad r. Bu aksonlar n olusturdu u dönücü (recurrent) yan (collaterals) dallar

geriye do ru dönüp III, II ve I. tabakalarda sonlan rlar. V. ve VI. tabakalar korteksin ana

 tabakalar r. Piramidal yolu olu turan aksonlar n hücreleri daha çok bu tabakada

bulunur [46, 47].

VI. si (fusiform) hücre tabakas : Hücrelerin i eklinde olmas ndan dolay  bu ismi

al r. Dendritler hücrenin bir veya her iki ucundan da ç karak, hücreyi terk ettikten sonra
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dallan rlar. Baz lar  hiç dallanmadan birinci tabakaya kadar uzan r. Di erleri genellikle V.

tabakaya geçmez. Akson ço unlukla korteksi terk eder ve ayr lmadan önce dönücü yan

dallar verir [47]. V ve VI. tabakalara intragranüler, I ve IV tabakalara ise supragranüler

tabakalar denir [46]. Kortikal tabakalar n her birinde bulunan en yo un hücre tipi

aksonlar  kortekste dallanan k sa aksonlu nöronlard r. K sa aksonlu hücrelerin ba calar

Golgi Tip-II, Martinotti ve I. tabakada bulunan Cajal’in horizontal hücreleridir [50].

2.3. Nöbetler ve Epilepsi

2.3.1. Nöbet

Epileptik bir nöbet, beyindeki anormal elektrik de arj n neden oldu u paroksismal

atakt r ve kendini duyu-motor fonksiyonlarda, davran , haf za veya bilinçte ortaya ç kan

ani de ikliklerle gösterir [51]. Nöbetler istemsiz olaylard r. Hastalar genellikle

nöbetlerin ba lang ç ve biti lerini kontrol edemezler. Nöbetler genellikle 5 dakikadan

daha k sa sürmektedirler [52].

2.3.2. Epilepsi

Epilepsi ismi eski Yunancada Epi-lipsis ( µß -epilambanein) ku atmak, tutmak

anlam na gelmektedir. Kelimenin birinci anlam  hastal n eytanlar n yakalamas

sonucunda sald , atak hamle eklinde olu an bir kavram oldu u inanc r. Bu kavram

özellikle hastalar n bilinçlerinin kayboldu u vücutlar n sars ld  ve sanki ba ka biri

taraf ndan kontrol ediliyormu ças na hareket etti i epileptik nöbetlerin tan mlanmas  için

kullan lm r [53]. kinci anlam  olan yakalanmak ise aniden olu an nöbet ve sonras

olaylardan kaçma ans  vermeden yakalayan hastal k olarak yorumlanm r. Eski

ça larda epilepsi; Tanr  taraf ndan gönderilen tehlikesi büyük kötü ruhlarla ba lant  bir

hastal k olup kalbin hastalanmas  ve ters duru u ile olu an mukaddes bir hastal k gibi

de erlendirilmi tir [54, 55]. Ülkemizde halk aras nda sara, tutar, tutar k adlar  da

kullan lmaktad r. lk kez Hipokrat taraf ndan bir beyin hastal  olarak öngörülen epilepsi

p terminolojisine ise bn-i Sina taraf ndan sokulmu  ve ‘’Epileptik nöbet beyinden

kaynaklan r, duyular n kayb  ve dü me olur’’ eklinde tan mlanm r [56, 57]. Tarihte,

nöbet olunca hastalara dönen ve parlayan bir çömle e bakt rma, ziftli kömür koklatma ve

keçiboynuzu tütsüsü koklatma gibi i lemler uygulanm r. Epilepsi terimi ilk defa 1874

nda Jackson taraf ndan “epilepsi gri maddenin zaman zaman ortaya ç kan ani, a

zl  ve lokal bo al mlar n ad r.” eklinde tan mlanm r [58]. Klinik ayr mlar

yapmak güç olsa da bu tan m modern epileptik görüngüleri anlaman n temeli olarak
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kalm r. lk kez 1920 y nda Hans Berger taraf ndan elektroensefalogram (EEG)

kullan  ile epileptik nöbetler anla lmaya ba lanm r [59].

Epilepsi spontan ve tekrarlay  nöbetlerle karakterize kronik nörolojik bir hastal kt r.

Hastal n ülkemizdeki prevalans  hakk nda tam bir say  verilmemekle birlikte, toplumda

genel olarak % 0.4-1 oran nda gözlenir [60]. Epilepsi nörolojik hastal klar aras nda

çocukluk ve ergenlik ça nda en s k, eri kinlerde ise beyin damar hastal klar ndan sonra

en s k rastlanan ikinci hastal k olarak belirtilmektedir. Üçüncü dünya ülkelerinde ve

birinci dünya ülkelerinin baz  bölgelerinde görülme oran  iki kat na kadar ç kmaktad r

[61]. Nöbetler ve epilepsi farkl  bozukluklard r ve terminolojik aç dan alternatif olarak

kullan lamazlar. Epilepsi için “nöbet hastal ” olarak bahsedilmesine ra men nöbetlerden

epilepsi olarak bahsedilmesi do ru de ildir. Nöbetler semptomdur oysa epilepsi

tekrarlayan nöbetlerle karakterize bir hastal kt r. Nöbetler, epilepsinin nöbet karakterine

sürekli meyleden hastal klar n sonucu olabilirken ayn  zamanda hipoglisemi, hiponatremi

ve normal beyinde farkl  bak mlardan nöbetleri provoke edebilen di er ko ullarda oldu u

gibi beyin metabolizmas ndaki geçici de iklerden de kaynaklanabilir. Bu ayr n önemi

öksürük belirtilerinin benzerlikleriyle ifade edilebilir. Solunumla vücuda al nm  bir

irritan n geçici olarak varl  neticesinde normal solunum sisteminde öksürü ün

ba lat labilmesi bir nöbetin provoke edilmesine benzemektedir. Kronik obstrüktif

solunum hastal klar n neticesinde öksürük için srarc  bir meyil epilepsiye

benzemektedir [52].

Uluslararas  Epilepsiyle Sava  Birli i’nin (International League Against Epilepsy, ILAE)

1981 y nda yay nlad  s fland rma sistemine göre epileptik nöbetler parsiyel (fokal),

jeneralize ve s fland lamayan olmak üzere üç gruba ayr lmaktad r.

1) Parsiyel (fokal) nöbetler:‘Nöbet oda ’ ad  verilen beynin belli bir bölgesinden

kaynaklan rlar.

A) Basit parsiyel nöbetler: Bilinç durumu bozulmaz.

a. Motor semptomlu

b. Somotosensoriyal veya özel duyusal semptomlu

c. Otonomik semptomlu

d. Psisik semptomlu
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B) Kompleks parsiyel nöbetler: Bilinç bozuklu u ile ortaya ç kar.

a. Basit parsiyel ba lang  izleyen bilinç bozuklu u

b. Bilinç durumunun ba lang çtan itibaren bozulmas

C) Sekonder jeneralize nöbete dönü en parsiyel nöbetler

2) Jeneralize nöbetler: Nöbetin ba lang ndan itibaren her iki beyin hemisferini etkiler

A) Absans nöbetleri (Petit-mal)

B) Myoklonik nöbetler

C) Klonik nöbetler

D) Tonik nöbetler

E) Tonik-klonik nöbetler (Grand-mal)

F) Atonik nöbetler (astatik)

3) S fland lamayan epileptik nöbetler

Hastalar n ço unda nöbetin ba lang nda, ola an d  bir koku veya ses ya da ani bir ruh

hali de ikli i gibi duyumlar olu ur. rritabilite ve disfori s kça görülür. Aura olarak

bilinen ve genellikle k sa olan bu duyum, nöbetin kaynakland  yerde veya yak nda

paroksismal nöronal bir ate lemeyi ifade eder. Aura, nöbetin hastan n hat rlad  tek

bölümü olabilir. Devam nda gelen iktal dönem nöbet an  ifade eder. ktal dönem,

nöbetin özel türüyle ilgili olarak anormal EEG yap lar yla ortaya ç kar. Hemen nöbetin

ard ndan gelen dönem postiktal dönem olarak bilinir. Bu dönemde EEG normal nöronal

aktiviteye dönüsü yans r. nteriktal dönem nöbetler aras ndaki zamand r. nteriktal

dönemde hastalarda nöbet olu mamas na ra men, EEG'de yine de bir miktar paroksismal

aktivite görülebilir. EEG kay tlar n al nd  esnada hastalar n nadiren nöbetleri oldu u

için, epilepsi tan , k smen interiktal EEG yap na dayanmaktad r [62]. Epileptik tek

nöbet aktivitesinin 30 dakikadan daha uzun sürmesi veya iki ve daha fazla nöbetin

aralar nda hasta bilinci aç lmadan seriler halinde gelmesine “status epileptikus” ad  verilir.

Yüksek oranda morbidite ve mortaliteye sahiptir. Konvülzif status epileptikusta statusun

nöbet tipine (tonik, klonik veya myoklonik) göre kas lmalara ilave olarak tasikardi,

hiperpne, midriyasis ve hipersekresyon gibi önemli otonomik belirtiler vard r. Nöbet

devam edecek olursa hastada ates, hipotansiyon, asidoz ve solunum depresyonu

geli ebilir. Nonkonvülsif status; absans nöbet seklinde veya basit ve kompleks fokal nöbet

olarak da ortaya ç kabilir [62].
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2.3.3. Deneysel Epilepsi Modelleri

Epilepsinin elektrofizyolojik temelleri ve di er özellikleri hakk nda akla gelen sorulara

cevap aramak ve daha etkili antiepileptik ilaçlar geli tirmek için deneysel modeller

üzerinde çal r. Çünkü intakt insan beyninde hücre içi kay tlar, mikrokimyasal analizler

ve anatomik iz sürme i lemlerini yapmak,  en az ndan t bbi etik aç dan mümkün de ildir

[63].

deal bir epilepsi modeli a daki özelliklere sahip olmal r [64]:

1- Spontan olarak tekrarlayan nöbetleri olmal r.

2- Nöbetler insan epilepsisindekine benzemelidir.

3- Modeldeki EEG'nin biçimi ilgili epilepsi çe idindekine benzemelidir

4- Nöbetlerin frekans , ilaçlar n etkisini akut veya kronik olarak test etmeye

     yetecek ölçüde olmal r.

5- Antiepileptik ilaçlar n farmakokineti i insandakine benzer olmal r.

6- Antiepileptiklerin etkili olduklar  plazma ve beyin seviyeleri, insanda ilgili

     nöbeti önleyen seviye kadar olmal r.

Bu kriterlerin tümünü kar layan tek bir model imdilik bilinmemektedir. Baz  ara lar

deneysel modelleri insandaki nöbetlere göre de il de modelin olu turulmas na göre

fland rlar [65]. Bu s fland rmaya göre deneysel modeller 3 gruba ayr lmaktad r:

1- Konvulsan kimyasal madde veya elektrik uyaranlar yla olu turulan

     modeller.

2- Refleks epilepsi modelleri. Ses ve k gibi uyaranlarla ba lat lan

     modellerdir.

3- diopatik modeller. Genetik olarak epilepsiye meyilli hayvanlarda hem

    davran  hem de EEG bak ndan insandaki idiopatik epilepsiye benzer bir

     tablo olu turulabilir.

Deney hayvanlar nda konvulsan bir maddeyi korteksin yüzeyine tatbik ederek epileptik

bir odak meydana getirilebilir. Bu maksatla çok kullan lan maddelerden biri kristalize

penisilindir. Deney hayvanlar nda makro elektrotlarla kaydedilen epileptik de arjlar yap

itibariyle insan beynindeki epilepsi oda ndan kaydedilenlerle ayn r.
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1) Basit Parsiyel Epilepsinin Akut Modelleri

a)Yüzeysel konvulsan uygulamalar :

b)Akut elektriksel uyar

c)GABA kesilmesi

d)Neokorteks ve hippokampus dilimleri

2) Basit Parsiyel Epilepsinin Kronik Modelleri

a)Beyin kabu una metal uygulanmas

b) cakl k (temperature) modeli

c)Beynin belli bir alan  so utularak fokal epilepsi olu turulmas

d)Sistemik fokal model

3) Kompleks Parsiyel Epilepsi Modelleri

a) Kainik asit modeli

b) Tetanoz toksini modeli

c) Prepriform korteks modeli

d)Tutu ma modeli

e)Beyin dilimleri modeli

4) Petit Mal Epilepsi Modelleri

a)Talamusun uyar lmas

b)Çift tarafl  odak modeli:

c)Sistemik penisilin modeli

d)Gama-Hidroksi Bütirat (GHB) Modeli

e)Opioid peptid modeli

f)Genetik model

5) Grand Mal (Jeneralize Tonik-Klonik) Epilepsi Modelleri

a)Genetik Modeller

b)Maksimal elektrosok (MES) modeli

c)Sistemik konvulsanlarla olusturulan modeller

d)Metabolik bozukluklar sonucu olusan epilepsi modelleri

6) Status Epileptikus Modelleri

a)Lityum-pilokarpin modeli

b)Kobalt-homosistin modeli

c)Elektriksel modeller
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2.3.4. Epilepside EEG’nin kullan

Epilepsiyle ilgili çal malarda EEG ve ECoG en çok kullan lan metottur. Temel

ara rmalara göre, k sa süreli olan aksiyon potansiyellerinin EEG'ye direkt katk  çok

azd r. Beyin dalgalar  eksitatör ve inhibitör postsinaptik potansiyellerin (EPSP ve PSP)

cebirsel toplam  sonucu arta kalan sinaptik aktivitenin senkronizasyonu yoluyla olu ur ve

yüzeydeki kaydedici elektrot yard yla yazd r. Korteks yüzeyine yak n nöronal

yap lar n EPSP'leri EEG dalgalar n negatif k mlar ; derin kortikal yap lar n PSP'leri

de EEG dalgalar n pozitif k mlar  olu tururlar. Ayr ca, yüzeyel PSP'ler EEG

dalgalar n pozitif k mlar n, derindekiler ise negatif k mlar n olu umuna katk da

bulunur [66]. Epileptik de arjlar EEG'nin a  senkronizasyonunu ifade eder. EEG

epileptik nöbetin imzas  say r. Absans nöbetlerde EEG'de saniyede 3-4 ritmik diken-

dalga kompleksi görülür. Jeneralize tonik-klonik nöbetlerde (grand mal) diken-dalga

kompleksine rastlanmaz. Bir nöbete girilirken EEG'deki ilk de iklik, dü ük amplitütlü

desenkronize dalgalar olabilir [67]. Tonik-klonik nöbette bunu saniyede 15-25 frekansl

keskin dalgalar izler. Nöbetten sonra EEG düzle ir ve kontroldekinden daha yava

dalgalar görülür. Nöbet kar  olarak iktus (ictus) da kullan r. Bu nedenle, nöbet

sonras na postiktal periyot; nöbetler aras  zamana da interiktal periyot denir. nteriktal

dönemde EEG normal olabilece i gibi davran  etkilemeyecek ölçüde çok k sa süreli

de arjlar da görülebilir. nteriktal de arjlar epilepsinin beyindeki kayna  hakk nda bilgi

verir. Epilepsinin deneysel modellerinden elde edilen kay tlar genellikle interiktal

epilepsidekine benzemektedir. Ancak, davran  desteklemedi i sürece, EEG'deki diken

benzeri dalgalar n epilepsiyi gösterdi ini söylemek mümkün de ildir. Di er taraftan,

interiktal dönemde EEG'de dikenlerin olmamas  epilepsi olmad  anlam na gelmez [63,

67].

Beynin de ik bölgelerinde zaman zaman ortaya ç kan patolojik özellikteki biyoelektrik

aktivitelerin epilepsi nöbetlerine neden oldu unu göz önüne ald zda beynin

biyoelektrik faaliyetini ve meydana gelen de imleri bize gösteren EEG’nin epilepside

vazgeçilmez bir ara rma yöntemi oldu unu söyleyebiliriz. Ancak her yard mc  muayene

yöntemi için geçerli olan kurallar  hat rlad zda hastan n de erlendirilmesinde klinik

özelliklerin esas oldu unu, EEG bulgular n klinikle birlikte de erlendirilmesi

gerekti ini, tedavide esas olan n hasta oldu unu unutmamak gerekmektedir.
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EEG’nin epilepside yard mc  oldu u en önemli durum epilepsinin tan  ve

fland rmadaki yerini belirlemedeki katk  olmakla beraber EEG bulgular n

epilepside tedaviye ba lama, tedaviyi izleme ve sonland rmada da dikkate al nmas

gerekti ini vurgulamak uygun olacakt r. Yakla k 20 dakika süreli hipervantilasyon ve

fotik stimülasyon gibi aktivasyon yöntemlerinin de uyguland  rutin EEG tetkikinde tek

tetkikle epilepsi hastalar n yakla k %50’sinde, tekrarlanan tetkiklerde %80-85’inde,

uyku aktivasyonu uygulamas nda ise %90-95’inde epilepsiye özgü patolojik aktiviteler

saptanabilmektedir.

EEG’nin bilgi aktarma özelli ini k tlayan iki önemli nokta zamansal ve alansal

faktörlerden kaynaklanmaktad r. Kay t süresindeki k tl k ve saçl  deriden yap lan

rl  bölgelerin biyoelektrik aktivitelerini yans tan kay t sistemleri yeterli bilgi elde

etmeyi s rlamaktad r. Ancak günümüzde videomonitorizasyon sistemleri, telemetrik

kay tlar ve uyku EEG tetkikleri ile zamansal, gerek kafatas  üzerine elektrod yerle tirme

sistemlerindeki de im ve geli meler gerekse kafa içi (nazofarengeal, sfenoidal, foramen

ovale veya kortikal) elektrod uygulamalar  ile alansal k tlamalar büyük ölçüde

giderilmeye çal lmaktad r. Epilepside EEG bulgular  de erlendirirken epilepsilerde

görülen biyoelektrik patolojilerin sadece epilepsilere özgü olmad , beyni etkileyen

çe itli patolojilerin seyri s ras nda da ortaya ç kabilece ini, ayr ca normal ki ilerde dü ük

oranda da olsa (yakla k %2) benzer bulgulara rastlanabilece ini göz önünde tutmak

gerekir [68].

2.3.5. Epilepsi ile li kili Biyoelektrik Patolojiler (Epileptojenik epileptiform

aktiviteler)

• Diken (spike) aktivitesi: 20-70 milisaniye süreli (14-50 Hz frekansl )

aktivitedir. Genellikle arkas nda yava  dalga aktivitesi ile birlikte görülür. (Diken-yava

dalga)

•  Keskin  dalga  (sharp)  aktivitesi: 70-200 milisaniye süreli (5-14 Hz frekansl )

aktivitedir. Genellikle arkas nda yava  dalga aktivitesi görülür. (Keskin-yava  dalga)

• Çoklu diken aktivitesi (polyspike): ki veya daha fazla diken aktivitesinden

olu ur ve takiben yava  dalga aktivitesi görülür. Buna göre epilepsiler için karakteristik

olan bu aktiviteleri u ekilde s ralamak mümkündür:

• diken (spike)

• keskin dalga (sharp)
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• diken-yava  dalga (spike and wave)

• keskin-yava  dalga (sharp and wave)

• çoklu diken-yava  dalga (polyspike and wave)

Bu aktivetelerin olu turdu u de arjlar n lokal (fokal) veya jeneralize olmas na ve

morfolojik özelliklerine göre farkl  epilepsi tiplerinin tan  ve s fland rmadaki yerini

belirlemek mümkün olmaktad r [68].

2.4. Kanabinoidler

Kenevir bitkisi Cannabis sativa yakla k 4000 y ld r bilinci de tirici etkilerine ba

olarak rahatlat  amaçla kullan lan bir bitkidir. Bu bitkinin çiçeklerinde ve yapraklar nda

kanabinoidler ad  verilen yakla k 60 terpenophenolik bile en içeren bir reçine gizlidir. En

fazla madde çiçeklerin tepelerinde bulunurken, daha az olarak yapraklarda ve çok az da

gövde ve köklerinde bulunur. Kanabinoidlerin ortak ismi olan marijuhana (esrar); bugün

dünya çap nda sokak ilac  olarak en çok kullan lan maddedir [69]. En çok bilinen ve en

fazla miktarda elde edilen kanabinoidler;  9-tetrahydrocannabinol (9-THC), 8-

tetrahydrocannabinol (8-THC), cannabinol ve cannabidiol’dur [70].

Epidemiyolojik çal malar genel populasyonda yas am boyu en az bir kez esrar

kullan  %12 olarak bildirmektedir. Türkiye’de ise bu oran % 1.2 – 4 olarak

bildirilmi tir [71]. Kanabinoidler ancak 20. yüzy ldan sonra terapötik olarak kullan lmaya

ba lanm r. Marijuhana’n n temel psikoaktif bileseni,  9-THC; yüksek oranda

lipofilik bir moleküldür ve bu özelli i kan-beyin bariyerini kolayca geçmesini ve özgül

membran reseptörlerine ba lanarak santral etkilerin olu mas  sa lar. Kanabinoidlerin

etkinli i içerdikleri 9-THC düzeyi ile alakal r. Buna ilave olarak 9-THC’un daha az

potent olan metabolitleri; yine psikoaktif maddeler olan 8-THC ve cannabinol ile

psikoaktif olmayan cannabidiol de bitkinin reçinesinde bol miktarda bulunur [72].

Kanabinoidlerin bir tak m kan tlanm  ve potansiyel terapötik etkileri mevcuttur. Bunlar n

içinde antiemetik, analjezik, antikonvulsan ve intraoküler bas nc  dü ürücü etkileri

say labilir [73]. Yak n dönemde kaseksi ve AIDS gibi hastal klarda i tah art

etkisinden dolay  kullan  söz konusudur. [74, 75]. üphesiz psikoaktif etkilerinin

varl , tolerans geli imi ve kötüye kullan m potansiyeli olmas  kanabinoidlerin terapötik

kullan  s rlamaktad r [69, 76]. Invivo 9-THC h zl  bir ekilde emilir, akci erde ve

karaci erde santral olarak aktif metaboliti olan 11-hidroksi- 9-THC’e çevrilir. Bu

metabolit  9-THC’den daha potenttir ve kan-beyin bariyerini daha kolay geçer [76].
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2.4.1. Kanabinoidlerin Farmakokineti i

THC ve di er kanabinoidler inhalasyon sonras  h zla absorbe edilir ve etkileri dakikalar

içinde tam olarak ortaya ç kar. Absorbe edilen miktar THC’in içeri inin % 20-45’i

civar ndad r. Oral olarak al nd nda ise THC gastrointestinal kanaldan emilimi

de kendir ve terapötik aç  daha dard r. Oral al mda kan konsantrasyonu inhalasyonla

al nan n % 20- 30’una ancak ula abilir. Bu durum THC ‘in bir k sm n karaci erde

metabolize edilmesine ba r. Oral al mda etkinin ba lamas  0.5-2 saat al r ve barsakta

devam eden emilim sayesinde inhalasyondan daha uzun olabilir [77].

2.4.2. Biyotransformasyonu ve Eliminasyonu

nhalasyon veya i.v injeksiyon sonras  maksimum beyin konsantrasyonlar na 15 dakika

içinde eri ilir, bu süre maksimum fizyolojik ve psikolojik etkilerin de ba lama süresidir.

Beyindeki konsantrasyona ba  olarak görülen bu etkiler daha sonra bir platoya ula r ve

yava  yava  azalarak 2-4 saat içinde sona erer. Oral al m sonras  maksimal etkiler

yakla k 1 saat sonra baslar ve yine barsakta devam eden emilim nedeniyle 5-6 saat

sürebilir. Baz  psikomotor ve kognitif etkileri ise çok daha uzun sürebilir [78, 79].

Kanabinoidler ya da yüksek oranda çözünürler ve ya  dokuda birikerek buradan yava

sal mla dolas ma geçerler. Ayr ca plasentadan fetal dolas ma ve anne sütüne de

geçebilirler. Vücuttan at lmas  oldukça yava r ve tam olarak kandan temizlenmesi günler

alabilir. Tekrarlayan dozlarda beyinde yüksek konsantrasyonlara ula abilirler.

Kanabinoidler karaci erde metabolize edilirler ve ana metaboliti 11-hidroksi- 9-THC’dir.

Bu bilesen 9-THC’den daha potenttir ve cannabisin psikolojik ve fizyolojik etkilerinin

baz lar ndan sorumludur.

2.4.3. Endokanabinoid Sistem

Kanabinoid reseptörlerinin ke fi onlar n do al ligandlar n olabilece i fikrine dikkat

çekmi  ve k sa bir süre sonra da endokanabinoidler tan mlanm r. Endokanabinoidler

kanabinoid reseptörlerine ba lanma ve onlar  aktive etme yetene ine sahip bile iklerdir.

Gerekti inde membran lipid prekürsörleri olan N-arasidonil-fosfatidilethanolamin

(NAPE) ve sn-1-açil-2-arasidonilgliserol (DAGs)’lerin y lmas yla sentezlenirler ve

sonra intraselüler hidroliz enzimleriyle inaktive edilirler [80]. zole edilen önemli

endokanabinoidler; arasidoniletanolamid (AEA), 2-arasidonilgliserol (2-AG), O-
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arasidonil etanolamin (OAE, virodamin), 2- arasidonil-gliserol ester (noladin, 2-AGE) ve

N-arasidonil-dopamin (NADA)’dir.

Kanabinoid reseptörleri, endokanabinoidler ve onlar  sentezleyen enzimlerle [N-

açilfofatidiletanolamin -selektif fosfolipaz D (NAPE-PLD) ve diaçilgliserol lipaz

(DAGL)], y kan enzimler [fatty acide amide hydrolase (FAAH) ve monoaçilgliserol

lipazlar (MAGL)] endokanabinoid sistemin ana bile enlerini olu tururlar [80].

Endokanabinoid sistemin fizyolojik rolü tam olarak aç klanamamakla birlikte, yap lan

çal malar bu sistemin a n azalt lmas nda [81]. isleyen haf zan n zay flamas nda [82,

83], i tah n artmas nda [84], emzirmede [85], kardiyovasküler düzenlemede [86],

embriyonun implantasyonu ve geli mesinde [87], psikomotor kontrolde [88] ve immün

cevab n düzenlenmesinde [89] fonksiyonlar  oldu unu göstermektedir. AEA ve 2-AG

üzerinde en çok çal lan iki endokanabinoiddir [90].

2.4.4. Kanabinoidlerin Antikonvulsan Etkileri

Kanabinoidlerin antikonvulsan etkilerinin moleküler mekanizmas  bilinmiyor. Ancak

presinaptik nörotransmitter sal n CB1 reseptör aktivasyonunun primer sonucu

oldu u ve bu mekanizman n kanabinoidlere antikonvulsan etki sa lad  dü ünülüyor

[91]. Birçok beyin alan nda beraber lokalize olduklar  için kanabinoidler ile NMDA

reseptörleri aras nda ba lant  olabilece i dü ünülmektedir [92]. Kanabinoidler dopamin

ve norepinefrin gibi major katekolaminerjik transmitterlerin seviyelerini de de tirir [93].

Ayr ca senkroniteyi art rarak nöbet e ini de tirebilen talamokortikal projeksiyonlar

da etkileyebilirler [94]. Bunun yan nda kanabinoidlerin MSS üzerinde doza ba ml  bir

etkisi oldu u; dü ük dozlar n elektriksel aktivitede aktivasyon, yüksek dozlar n ise

inhibisyon olu turdu u gösterilmi tir [93].

CB1 reseptörü beyinde en yüksek oranda eksprese edilen G protein arac  reseptördür

[95] ve nöronal uyar labilirli in düzenlenmesinde rol al r. Endojen kanabinoidler;

arasidoniletanolamin (AEA) ve 2-arasidonilgliserol (2-AG) nöronal depolarizasyona ve

artm  intraselüler Ca2+ düzeylerine cevap olarak sentezlenirler. Bu iki durum da nöbet

aktivitesi boyunca olu ur [96]. Glutamat normal sinirsel ileti için kritik olmas na ra men,

artm  düzeyleri eksitotoksisiteyle ve epileptik aktiviteyle alakal  bulunmu tur [97].

Epileptik dokudaki artm  glutamat düzeylerinin azalt lmas  kanabinoidlerin

antikonvulsan etki mekanizmas  olabilir. Yap lan birçok çal mada elde edilen kan tlar
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ortaya koyuyor ki, insanlarda ve hayvan nöbet modellerinde kanabinoidler doza ba

antiepileptik özellikler göstermektedir [98; 100].

2.5. Vitaminler

Vitaminler do al olarak besinler içerisinde yer alan,  büyük ço unlu u ile d  kaynakl ,

büyüme, ço alma ve sa n devam  için gerekli az miktarlar  ile etki yapan organik

bile iklerdir. Vitaminler yap  ta  ve ya enerji kayna  olarak kullan lmazlar. Genellikle

ya dayan kl  maddelerdir. Parenteral yoldan veya sindirim kanal  ile vücuda dahil

olabilirler.

2.5.1. Vitaminlerin S fland lmas

Vitaminler suda çözünen vitaminler, ya da çözünen vitaminler diye ba ca iki s fa

ayr rlar.

1- Suda Çözünen Vitaminler:

B-Kompleksi Vitaminleri

Tiamine  ( B1 Vitamini, Anöyrin)

Riboflavin  ( B2 Vitamini, Laktoflavin)

Niasin (Nikotinamid,  PP Vitamini)

Pridoksin  ( B6 Vitamini)

Biotin

Pantotenik asit

Paraaminobenzoik asit

Folik asit

Vitamin B12

Lipoik asit

C vitamini

2 - Ya da Çözünen Vitaminler:

Vitamin A (A vitaminleri)

Vitamin D  (D Vitaminleri)

Vitamin E  (E Vitaminleri)

Vitamin K  (K Vitaminleri)
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2.5.2. Epileptiform Aktiviteye Vitaminlerin Etkisi

2.5.2.1. B6 Vitamini (Piridoksin)

Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri

Renksiz billurlar olup, suda, alkolde ve asetonda az çözünürler. Optik yönden etkin

de ildirler. Vitamin B6 ya ve yükseltgenmeye az, her çe it nlanmaya oldukça

duyarl r. Asitlerle tuzlar  elde edilir.

Kimyasal Yap

Vitamin B6  bir metil-1 hidroksi-2 dihidroksi-metil-3-4 piridin (piridoksal) yap ndad r.

Etkin Maddeler

Piridoksinin biyolojik etkinli ini gösteren 2-metil-piridin türevleri için vitamin B6 terimi

kullan r. Dört numaral  alkol i levinin aldehite yükseltgenmesi (piridoksamin) veya

amine dönü mesi (piridoksin) vitamin B6’ n n fizyolojik etkinli ini de tirmez; bu iki

biçim canl  hücrelerde bulunur.

Vitamin B6 Yetersizli i Bulgular

nsanda yetersizlik, özellikle a zda lezyonlar, sinirsel ve mental bozukluklarla ortaya

kar. S çan’ n deneysel akrodini k l dökülmesi, deskuamasyon, erezyon ve hemorrajiile

ayaklar, burun, gözler, kulaklar seviyesinde dermatoz ile özelle ir; ayn  zamanda anemi

ve gençlerde büyümenin durmas  vurgulamaya de er.

2.5.2.2. C Vitamini (Askorbik asit)

Eski ça lardan beri bilinen skorbütü FUNK (1914) yetersizlik hastal klar  s na

koymu tur. Vitamin C bu hastal  iyile tiren maddeye verilen sözcüktür. Kimyasal

yap da HIRST (1933) ortaya ç karm r. Antiskorbütük bir etmen olan vitamin C,

kimyasal bak mdan askorbik asitdir.

Kimyasal Yap

Askorbik asidin birçok yap sal benzerlerinin sentezi gerçekle tirilebilmektedir. D (-)

Askorbik asit vitamin etkinli ine sahip de ildir. Ancak, vitamin C’ nin etkinli ine yak n

ba ka maddelerde vard r.
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Fiziksel Özellikleri

Renksiz olup, suyla iyi çözünürler. Havan n oksijenine fazlaca duyarl k gösterirler.

Is ya, UV’ ye ve na oldukça dirençlidirler. C vitamini asitli ortamda, alkali ve nötr

ortamlara göre daha dayan kl r.

C Vitamini Yetersizli i

Nadir olarak yetersizlik gözlenir. Di  eti kanamalar , di  eti ayr lmalar , kemik zar

kanamalar , kans zl k, sindirim bozuklu u, enfeksiyonlar ve entoksifikasyonlara direncin

azalmas  neden olur. C vitamin alkali fosfataz  etkinle tirerek kemiklere kalsiyum

ba lanmas  sa lar. Kolesterolün kolesterol hidrolaz  uyararak y lmas  sa lar.

Kollagen olu umuna kat lan C vitamini lizin ve prolinin hidroksille mesinde, trozinin

katabolizmas nda, kükürt katabolizmas nda, folik asidin tetrahidrofolik aside

dönü ümünde, demirden yararlanmada, beynin çal mas  etkileyen çe itli biyojen

aminlerin sentezlenmesinde görev al r.

2.5.2.3. E Vitamini ( -tokoferol)

Evans 1922’ de k rl n var oldu unu söylemi  yonca ve bu dayda bulunan bir madde

ile iyile ti ini belirtmi tir. Ayn  dönemde Sure bu yeni maddenin Vitamin E oldu unu

belirtmi tir. 1938’ de Fernolz -tokoferol’ ün yap  belirlemi tir.

Kimyasal Yap

E vitamini renksiz ve soluk sar  renkli bir madde olup organik çözücülerde çözünürler.

cakl a kurumaya oldukça dayan kl  olup kolay yükseltgenmeye u rad klar ndan

indirgeyici ve antioksidan özelliktedir. Asl nda tokoferoller hidroksi-6-kroman

türevleridir. ki numaral  karbonda doymu  bir yan zincir bulunur.

E Vitamini Yetersizli i

Muskuler distrofi, ensefelopati sar  ya  hastal , kalp kas nda bozukluk gibi

rahats zl klara neden olur.

Biyolojik Görevleri

Hücresel solunum ve zarlar n bütünlü ünü koruyan antioksidatif bir madde olup

yetersizli inde çe itli hastal klar ortaya ç kmaktad r. E vitamini yetersizli inde kas ipli i

yap ndaki enzimlerden bir k sm  özellikle glutamik, oksalaasetik transaminaz

sal verir. Bu madde hücre zarlar nda i lev bozuklu una neden olur. E vitamini yetersizli i

ba  dokular nda me, kollagen iplikçiklerin uzay p kal nla mas na veya k lcal

damarlar n dejenerasyonuna ve çeperlerin geçirgenli inin artmas na neden olur. Sinir
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dejenerasyonu beyinci i etkileyip kanamal  noktalar n olu mas na neden olur. Daha sonra

beyinci in yap n bozulmas na kadar gider. Özellikle erkeklerde eksikli i k rl a

neden olur. Metabolik at klar n proteinlere ba lanmas yla olu an ya lanma sürecinde rol

oynar.
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3. GEREÇ VE YÖNTEM

3.1. Deney Hayvanlar

Erciyes Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü bünyesinde Hayvan Fizyoloji

Laboratuar  bulunmamas  ve deney hayvanlar ndan elektrofizyolojik kay tlar n

al nabilmesi için gerekli PowerLab cihaz n bulunmamas  nedeniyle laboratuar

çal malar  Ondokuz May s Üniversitesi T p Fakültesi Fizyoloji Ana Bilim Dal

Laboratuarlar nda gerçekle tirilmi tir. Daha sonra, Erciyes Üniversitesi Fen Fakültesi

Biyoloji Bölümü bünyesinde Hayvan Fizyolojisi Ara rma Laboratuvar  kurulmas

çal malar  yo unla lm  ve gerekli fiziksel mekan sa lanm r. Elektrofizyolojik kay t

sistemini olu turan cihaz n parçalar n bir k sm , hayvanlar n sabitlenmesi için 2 adet

sterotaksik düzenek ve çal malarda kullan lacak kimyasal maddelerin baz lar  FBD–09–

956 ve FBA–09–720 projeler kapsam nda temin edilmi tir.

Çal mada kullan lan 91 adet albino erkek Wistar s çan, Erciyes Üniversitesi T p

Fakültesi Hakan Çetinsaya Deneysel ve Klinik Ara rma Merkezi’nde 12 saat ayd nl k 12

saat karanl k olacak ekilde ayarlanm  ve 22 ± 4  C’lik oda s cakl nda, ortalama

rl klar  225–260 g aras nda 80–100 günlük olana kadar yeti tirilmi tir. Deney

hayvanlar  Deneysel ve Klinik Ara rma Merkezi’ nden deney gününden önce al narak

laboratuvara getirlmi tir.

3.2. Kullan lan Kimyasal Maddeler ve Uygulan ekilleri

3.2.1. Penisilin G Potasyum

Moleküler a rl  372,48 gr/mol ve moleküler formülü C16H17KN2O4S olan penisilin (4-

Tia-1-azabisiklo (3.2.0) heptan-2-karboksilik asit, 3,3-dimetil-7-okso-6-(2-

fenilasetamid)), hücre duvar  mukopeptidinin biyosentezini inhibe etmek suretiyle etkisini

gösterir. Epileptiform aktiviteyi ba latma etkisi, yap sal olarak bikukuline benzerli inden

kaynaklanmaktad r. GABA reseptörleri üzerindeki bikukulinin ba lanma bölgesine

tutunan penisilin bu reseptörleri inhibe etmek suretiyle eksitabiliteyi art rmakta ve

epileptiform aktiviteye neden olmaktad r [100].
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Bu çal mada penisilin, epileptiform aktivite olu turmak üzere 500 ünite (IU) doz ve 2,5

l hacimde intrakortikal (i.c.) yoldan uyguland . Stereotaksik sisteme yerle tirilmi

hayvan n sol beyin korteksine, bregmaya göre 3 mm lateral, 2 mm posteriyor ve 2 mm

ventral koordinatlarda Hamilton mikroenjektörü kullan larak (infüzyon h ; 0,5 l/dk )

intrakortikal enjeksiyon yap ld .

 3.2.2. B6 Vitamini (Piridoksin)

Moleküler a rl  169,18 g/mol ve moleküler formülü C8H11NO3 olan  B6 vitamini

piridoksin olarak da bilinir. Esansiyel bir besin elementi olan piridoksin, piridoksal-5-

fosfat ve piridoksamin-5-fosfat gibi canl  dokularda esansiyel enzimlerin kofaktörüdür.

Piridoksin hücrelerde piridoksal fosfat eklinde bulunur. Piridoksin alt  vitamerden olu up

bunlar piridoksol, aldehit piridoksol, amin piridoksamin ve bunlar n 5 fosforile

esterlerinden olu ur. Protein metabolizmas nda çok önemli bir koenzimdir ve birçok

nörotransmitterin sentezinde rol al r. En önemli rolü aminoasitlerin sentezindeki

transaminasyon olay ndaki koenzim görevidir. Sonuç olarak piridoksin metobolizman n

özellikle protein metobolizmas n birçok kilit noktalar nda rol oynar. Ayn  zamanda baz

aminoasitlerin hücre zar ndan ta nmas nda da görev yapt  kabul edilmektedir. Diyette

piridoksin eksikli i a  s f hayvanlarda dermatite neden olabilmekte büyüme h

duraklatabilmekte, karaci er ya lanmas na ve anemiye neden olabilmektedir.

B6 vitamini penisilin uygulan p epileptiform aktivite olgunlu a ula ktan sonra (30 dk)

hayvan ba na 40 mg/kg doz olacak ekilde intraperitonal (i.p.) olarak uyguland .
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3.2.3. C Vitamini (Askorbik Asit)

Moleküler a rl 176,12 gr/mol ve moleküler formülü C6H8O6 olan C vitaminini birçok

bitki ve hayvan glukozdan kendileri sentezleyebilir. nsanlar diyetle d ardan almak

zorundad r. C vitamininin hem antioksidan hem de bir enzim kofaktörü olarak hareket

etme yetene i hem de ba rsakta emilmeyi, serum konsantrasyonunu, hücresel da ,

kullan m ve d ar  at  içeren farmakokineti i ele al nmas  gereken önemli özellikleri

aras ndad r C vitamini derialt  dokusu, k rdak, kemik ve di lerde liflerin büyümesi ve

dayan kl  için gereklidir [90].

Epileptiform aktivite ba lad ktan 30 dakika sonra hayvan ba na 60 mg/kg doz olacak

ekilde i.p. olarak uyguland .

3.2.4.  E Vitamini ( -tokoferol)

Moleküler a rl 163,1335 gr/mol ve moleküler formülü  C7H5N3O2 olan E vitamini 500

mg/kg intramuskuler olarak uyguland .

3.3 Deney Gruplar

Vitaminler ve kanabinoidler aras ndaki ili kiyi göstermek için a daki deney gruplar

olu turuldu.
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Grup 1 Kontrol Grubu (n=7 hayvan)

Grup 2 Penisilin (Epilepsi  500 IU ) grubu  (n= 7)

Grup 3 Penisilin + 40 mg/kg Vit B6 (Ip) (Piridoksin) grubu (n=7)

Grup 4 Penisilin + 100 mg/kg Vit C (Ip) grubu (n=7)

Grup 5 Penisilin + 500 mg/kg Vit E (Ip) grubu (n=7)

Grup 6 Penisilin + 7,5 mikrogram (Icv) ACEA grubu (n=7)

Grup 7 Penisilin + 0,25 mikrogram AM251 grubu (n=7)

Grup 8 Penisilin + 40 mg/kg Vit B6 (Ip) (Piridoksin)+ 7,5 mikrogram (Icv) ACEA

(n=7)

Grup 9 Penisilin + 40 mg/kg Vit B6 (Ip) (Piridoksin)+ 0,25 mikrogram AM251

grubu (n=7)

Grup 10 Penisilin + 100 mg/kg Vit C (Ip) grubu + 7,5 mikrogram (Icv) ACEA grubu

(n=7)

Grup 11 Penisilin + 100 mg/kg Vit C (Ip) grubu + 0,25 mikrogram AM251 grubu

(n=7)

Grup 12 Penisilin + 500 mg/kg Vit E (Ip) grubu + 7,5 mikrogram (Icv) ACEA grubu

(n=7)

Grup 13 Penisilin + 500 mg/kg Vit E (Ip) grubu + 0,25 mikrogram AM251 grubu

(n=7)

3.4. Cerrahi Müdahaleler

Deneylere saatinden 24 saat önce aç b rak lan s çanlar n rl klar  belirlendi ve 1,25

gr/kg üretan i.p. yoldan verilerek anestezi alt na al nd , ba  k sm n t ra lar  yap ld  ( ekil

3.1).

ra lanan s çanlar daha sonra cerrahi i lemler için masaya sabitlendi. Hayvanlar n kafa

derisi ba -kuyruk do rultusundada, bir bistüri ile yakla k 3 cm uzunlu unda aç ld . Kafa

derisi alt ndaki tendon ve fasyalar uzakla ld , yumu ak dokuda olu abilecek kanamalar

elektrokoter vas tas yla önlendi.  Sol korteks kafatas  bir tur motoru ile dairesel hareketler

yaparak inceltildi ve kafatas  kemi i uzakla ld . Tur motoru kullan rken olu acak

sürtünmeden meydana gelebilecek nmay  engellemek için belirli aral klarla spanç

yard yla serum fizyolojik tampon uyguland . Kafatas  kemi inde olu abilecek küçük
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kanamalar bonewax (kemik mumu) sürülerek önlendi ( ekil 3.2).Aç a ç kan korteks

üzeri serum fizyolojik emdirilmi  bir gazl  bez yard yla kapat ld .

ekil 3.1. Hayvanlar n t ra  edilmesi.

ekil 3.2. Hayvanlara intraperitonal (ip) yolla üretan verilmesi.
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  ekil 3.3. Hayvanlar n kafatas  kemi inin beyin korteksine kadar aç lmas .

   ekil 3.4. Hayvanlar n beyin korteksine iki adet gümü -gümü klorür

                     top elektrot ve kula na referans elektrot yerle tirilmesi.

3.5. Elektrofizyolojik Kay tlar

Cerrahi müdahale sonras  korteksi aç lan s çanlar stereotaksik cihaza yerle tirilerek

sabitlendi (Sekil 3.4). Beyin ve di er dokulardan n muhafaza edilmesi, s  kayb n

önlenmesi ve kay t ras nda olu abilecek artefaktlar n önlenmesi amac yla hayvan n kafa

derisi 4 kö eden cerrahi penslerle tutturularak yakla k 37 °C’ lik vazelin havuzu

olusturuldu. Deney süresince çanlar n vücut lar n korunabilmesi için üzerine

hayvanlar n yerle tirildigi elektrikli battaniyenin (Harward Homeothermic Blanket

System) s cakl  37 ºC’de sabit tutuldu. Elektrofizyolojik kay t için 2 adet Ag/AgCl top

elektrot ve topraklama amac yla 1 adet Ag/AgCl elektrot kullan ld . Top elektrotlardan

pozitif olan  bregman n 1 mm anterior, sagital sütürün 2 mm lateraline, negatif olan  ise
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bregman n 5 mm posterior, sagital sütürün 2 mm lateraline gelecek sekilde yerle tirildi.

Bir adet referans elektrot ise kay t jeli sürülerek sa  kulak kepçesine tutturuldu (Sekil 15).

Elektrotlar ile al nan aktivite BioAmp (ADInstruments, Australia) arabiriminde

yükseltilerek PowerLab 4/SP (ADInstruments, Australia) veri kay t sistemine online

olarak aktar ld  (Sekil 16). PowerLab ile korteksten elde edilen analog sinyaller say sal

hale dönü türüldükten sonra bir USB kablosu yard yla bilgisayara nakledildi. Beyin

aktivitesi Chart v5.1 (ADInstruments, Australia) yaz  ile online olarak görüntülendi

ve deney sonras  analiz için bilgisayara kaydedildi.

Beyne yap lan intrakortikal enjeksiyonlar, bregma noktas ndan 3 mm lateral, 2 mm

posteriyor ve 1.5 mm ventrale, kanabinoidler için yap lan intraserebroventriküler

enjeksiyonlar ise bregma noktas ndan 0.8 mm lateral, 2 mm posteriyor ve 3.6 mm

ventrale bir Hamilton mikroenjektörü arac yla gerçeklestirildi. Enjeksiyonlarda

enjektör ucunun damar  üzerine gelmemesine dikkat edildi.

3.6. Elektrofizyolojik Kay tlar n De erlendirilmesi

Deneylerde kullan lan tüm s çanlar n bazal aktivite kay tlar  al nd . ntrakortikal (i.c.)

enjeksiyonun, s çanlar n beyin aktivitesinde bir de ikli e neden olup olmad  görmek

için serum fizyolojik (SF) (2.5 l) i.c. somatomotor kortekse uyguland . SF grubunun

kay tlar , bazal aktivite kay tlar  ile kar la ld nda beyin ECoG aktivitesinde bir

de ikli in olmad  görüldü Penisilin (500 IU, 2.5 l, i.c.) enjeksiyonundan sonra 2-4 dk

içinde ECoG’da bilateral dikenler (spike) ve diken-dal a kompleksleri ile karakterize olan

epileptiform aktivite olu tu. Olu an spike’lar n amplitüdü ve frekans  20-30 dk içinde

kararl  bir düzeye ula  ve bu aktivite 3-4 saat kadar devam etti. Penisilin enjeksiyonunun

sonras nda uygulanan maddelerden ilki penisilinden 30 dk sonra, takip eden enjeksiyonlar

da 15’er dk arayla yap ld . Penisilin enjeksiyonu ile olu an epileptiform aktivitenin kararl

duruma gelmesi 20-30 dk içinde gerçeklesti inden spike frekans  ve amplitüd de erleri

incelenirken, penisilin enjeksiyonunun 20. ve 30. dakikalar  aras ndaki 10 dakikal k

dönemden elde edilen de erlerin ortalamas  1. dk de eri olarak kaydedildi, devam nda

10’ar dk’l k aralarla, 1 dk’l k dilimlerin spike frekans  ve amplitüdlerinin ortalamalar

al nd . statistikler, al nan 1 dk’l k dilimlerin de erleri kullan larak yap ld  ve

grafiklerdeki zaman göstergeleri de buna göre ayarland .
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3.7. statistiksel Analiz

Kaydedilen elektrofizyolojik kay tlar Chart v5.1 (ADInstruments, Avustralya) birer

dakikal k bölümlere ayr ld  ( ekil 3.7.-8). Her bir dakika ba na dü en spike say  ve

spike’lar n ortalama amplitüdleri bu yaz n özellikleri sayesinde otomatik olarak

hesaplat ld  ( ekil 3.7). Deneyde kullan lan tüm hayvanlardan elde edilen kay tlar için bu

hesaplama teker teker yap ld . Elektrofizyolojik kay tlar n tamam  Microsoft excel

arac  ile rakamsal verilere dönü türüldü ve SPSS v13.0 yaz ndan yararlan larak

istatistiksel aç dan de erlendirildi. Grafik ve metin içerisinde kullan lan deney gruplar na

ait de erler ortalama ± standart hata (SEM) olarak ifade edildi. Testlerden elde edilen

sonuçlara göre p de eri 0.05’in alt nda olan de meler anlaml  kabul edildi.

ekil 3.5. Elektrofizyolojik kay t düzene i
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ekil 3.6. PowerLab 4/SP

ekil 3.7. Kay t verilerinin ekran görüntüsü
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ekil 3.8. Kay t verilerinin ekran görüntüsü
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4. BULGULAR

Bu çal mada penisilin ile olu turulan epileptiform aktivitede kanabinoid agonist ve

antagonistleriyle vitaminlerin  etkile imleri incelenerek ECoG kay tlar  al nd . Vitaminler

+ AM 251 ve Vitaminler + ACEA gruplar n bütünü için a daki için EcoG kay tlar

elde edildi.

ekil 4.1: B6+AM 251 etkile imi traseleri



34

ekil 4.2. Vit C+AM 251 etkile imi traseleri

ekil 4.3. Vit E+AM 251 etkile imi traseleri
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ekil 4.4. Vit B6+ACEA etkile imi traseleri

ekil 4.5. Vit C+ACEA etkile imi traseleri
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ekil 4.6. Vit E+ACEA etkile imi traseleri

Elde edilen kay tlar Lab Chart program  makro komutlar  yard yla uy un e ik de erler

seçilerek say sal verilere dönü türüldü ve çal ma sayfalar na yap ld . Bundan sonra

excel’de bütün gruplar n normal ampltüd, % amplitüd, normal frekans ve % frekans

tablolar  olu turuldu. B6 vitamini+ACEA etkile im grubu örnek çal ma sayfas  a daki

ekilde olu trulmu tur.
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ekil 4.7. Say sal verilerin excel ortam nda düzenlenmesi

4.1. Penisilinle Uyar lan Epileptiform Aktivite

500 IU penisilin i.c. yoldan korteks içine enjekte edilerek epileptiform aktiviteyi

ba lat ld . Enjeksiyondan 2–4 dakika sonra epileptiform aktivite ba lad . Spike frekans  ve

amplitütüdü yakla k 30 dakikada kararl  bir düzeye ula  ve kay tlar ortalama 4 saat

sürdü. Epileptiform aktivitenin kararl  düzeyde ortalama spike frekans  29±2 spike/dk.,

amplitüdü ise 1,007±193 µV olarak belirlendi ( ekil 4.8 C-D).
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ekil 4.8. A) Kortekse herhangi bir madde enjekte edilmeden önceki bazal ECoG aktivite,

B)  ntrakortikal serum fizyolojik uygulanmas  ile olu an ECoG kayd C) penisilinin 500

IU i.c. enjeksiyonu ile epileptiform aktivitenin ba lamas , D) Epileptiform aktivitenin

karal  seviyeye ula mas

4.2. Kanabinoidlerin Epileptiform Aktiviteye Etkisi

4.2.1. CB1 Reseptör Agonisti ACEA’ n n Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra ACEA 7.5 g dozda intraserebroventriküler olarak

uyguland . Spike frekans  de erleri (spike /dk, ort ± SEM ); ACEA enjeksiyonundan

sonraki 70 ve 90’ nc  dakikalarda kontrol grubunda s ras yla 29.15 ± 3.4, 32.22 ± 2.76

iken; ACEA grubunda s ras yla 15.9 ± 1.21, 7.5 ± 1.98 olarak bulundu. Sonuçlar

aras ndaki fark istatistiksel olarak anlaml  bulundu ( s ras yla p< 0.005 ve p< 0.001), yani

ACEA spike frekans  kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlaml  düzeyde azaltt .
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80. dk’daki spike amplitüdü yüzde de isim de erleri; kontrol grubunda 79.45 ± 6.57 iken,

ACEA grubunda 81.45 ± 6.45 idi. Al nan 120 dakikal k kay t boyunca spike

amplitüdünde kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlaml  bir fark bulunmad  ( p>

0.05 ).

4.2.2. CB1 Reseptör Antogonisti AM251’ in Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra AM251 0.25 g dozda i.c.v olarak uyguland .

Spike frekans  de erleri (spike /dk, ort ± SEM ); AM251 enjeksiyonundan sonraki 30 ve

40’ nc  dakikalarda kontrol grubunda s ras yla 26.11 ± 2.69, 25.4 ± 1.56 iken; AM251

grubunda s ras yla 46.6 ± 9.15, 63.5 ± 6.67 olarak bulundu. Sonuçlar aras ndaki fark

istatistiksel olarak anlaml  bulundu ( s ras yla p< 0.05 ve p< 0.001), yani AM251 spike

frekans  kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlaml  düzeyde art rd . 80. dk’daki

spike amplitüdü yüzde de im de erleri; kontrol grubunda 80.94 ± 5.57 iken, AM251

grubunda 98.35 ± 6.25 idi. Al nan 120 dakikal k kay t boyunca spike amplitüdünde

kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlaml  bir fark bulunmad  ( p> 0.05 ).
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ekil 4.9: Kanabinoidlerin epileptiform aktiviteye etkisini incelemek için al nan ECoG

kay tlar n 110-120. dakikalar  aras ndan ve son 120. dakikadan al nan traseler. A) Tek

ba na ACEA (7.5 g, i.c.v ) ve B) Tek ba na AM251 ( 0.25 g, i.c.v) enjeksiyonu beyin

bazal aktivitesini de tirmedi. C) Penisilin (500 IU, i.c ) enjeksiyonundan 30 dk sonra

verilen AM251 spike frekans  art rarak SE benzeri aktivite ortaya ç kard . D) Penisilin

enjeksiyonundan 30 dk sonra verilen ACEA spike frekans nda istatistiksel olarak anlaml

oranda azalmaya neden oldu.

4.3. Vitamin ve Kanabinoidlerin Etkile iminin Epileptiform Aktiviteye Etkisi

4.3.1. B6 Vitamini + ACEA Grubunun Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra Vitamin B6 40 mg/kg dozda i.p olarak,

piridoksinden 15 dk sonra ise ACEA 7.5 g dozda i.c.v olarak uyguland . Spike frekans

de erleri (spike /dk, ort ±SEM ); 20, 50 ve 70. dakikalarda s ras yla piridoksin + ACEA

grubunda s ras yla 22.16 ± 2.06, 22.17 ± 2.73, 19.16 ± 2.06 olarak bulundu. Eszamanl
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spike frekans  yüzde de isim de erleri kontrol grubunda piridoksin + ACEA grubunda

ras yla 91.66 ± 7.07, 77.9 ± 6.95, 60.44 ± 6.09 idi. Sonuçlar aras ndaki fark istatistiksel

olarak anlaml  bulundu ( s ras yla p< 0.05, p< 0.005 ve p< 0.001), yani piridoksin +

ACEA spike frekans  kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlaml  düzeyde azaltt .

Al nan 120 dakikal k kay t boyunca kontrol grubuna göre spike amplitüdünde istatistiksel

olarak anlaml  bir fark bulunmad  ( p> 0.05 ).( ekil 4.10 A)

4.3.2. C Vitamini + ACEA Grubunun Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra Vitamin C 100 mg/kg dozda i.p olarak, C

vitaminiden 15 dk sonra ise ACEA 7.5 g dozda i.c.v olarak uyguland . Spike frekans

de erleri (spike /dk, ort ±SEM ); 20, 50 ve 70. dakikalarda s ras yla Vitamin C + ACEA

grubunda s ras yla 19.16 ± 2.16, 20.15 ± 2.73, 21.34 ± 2.06 olarak bulundu. ( s ras yla p<

0.05, p< 0.005), yani Vitamin C + ACEA spike frekans  kontrol grubuna göre

istatistiksel olarak anlaml  düzeyde azaltt . ( ekil 4.10 B)

4.3.3. E Vitamini + ACEA Grubunun Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra Vitamin E 500 mg/kg dozda intramuskuler olarak,

E vitaminiden 15 dk sonra ise ACEA 7.5 g dozda i.c.v olarak uyguland . Spike frekans

de erleri (spike /dk, ort ±SEM ); 20, 50 ve 70. dakikalarda s ras yla Vitamin E + ACEA

grubunda s ras yla 24.16 ± 2.16, 22.17 ± 2.73, 16.34 ± 2.06 olarak bulundu. ( s ras yla p<

0.05, p< 0.005), Vitamin E + ACEA spike frekans  kontrol grubuna göre istatistiksel

olarak anlaml  düzeyde azaltt . ( ekil 4.10 C)

4.3.4. B6 Vitamini + AM251 Grubunun Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra B6 vitamini  40 mg/kg dozda i.p olarak, B6

vitamininden 15 dk sonra ise AM251 0,25 g dozda i.c.v olarak uyguland . Yüzde spike

frekans  de erleri (spike /dk, ort ±SEM ); 20, 50 ve 70. dakikalarda s ras yla Vitamin B6

+ AM251 grubunda s ras yla 90.16, 66.67, 61.79 olarak bulundu. ( s ras yla p< 0.05, p<

0.005), Vitamin B6 + AM251 spike frekans  kontrol grubuna göre istatistiksel olarak

anlaml  düzeyde azaltt . ( ekil 4.11 A)
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4.3.5. C Vitamini + AM251 Grubunun Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra C vitamini  100 mg/kg dozda i.p olarak, C

vitamininden 15 dk sonra ise AM251 0,25 g dozda i.c.v olarak uyguland . Yüzde spike

frekans  de erleri (spike /dk, ort ±SEM ); 20, 50 ve 70. dakikalarda s ras yla Vitamin C +

AM251 grubunda s ras yla 96.16, 34.16, 32.03 olarak bulundu. ( s ras yla p< 0.05, p<

0.005). Yüzde amplitüd yüzde de im de erleri 20, 50 ve 70. dakikalarda s ras yla

Vitamin C + AM251 grubunda s ras yla 86.04, 72.91, 66.88 olarak bulundu. ( s ras yla p<

0.05, p< 0.005), Vitamin C + AM251 spike frekans  ve yüzde amplitüd kontrol grubuna

göre istatistiksel olarak anlaml  düzeyde azaltt . ( ekil 4.11 B)

4.3.6. E Vitamini + AM251 Grubunun Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra E vitamini  500 mg/kg dozda i.m olarak, E

vitamininden 15 dk sonra ise AM251 0,25 g dozda i.c.v olarak uyguland . Yüzde spike

frekans  de erleri (spike /dk, ort ±SEM ); 20, 50 ve 70. dakikalarda s ras yla Vitamin E +

AM251 grubunda s ras yla 52.50, 33.08, 29.25 olarak bulundu. ( s ras yla p< 0.05, p<

0.005). Yüzde amplitüd yüzde de im de erleri 20, 50 ve 70. dakikalarda s ras yla

Vitamin E + AM251 grubunda s ras yla 92.12, 73.71, 64.93 olarak bulundu. ( s ras yla p<

0.05, p< 0.005), Vitamin E + AM251 spike frekans  ve yüzde amplitüdckontrol grubuna

göre istatistiksel olarak anlaml  düzeyde azaltt . ( ekil 4.11 C)
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A

B

C

ekil 4.10. A) Penisilin + Vit. B6 ( 40 mg/kg i.p) + ACEA ( 7.5 g i.c.v),

       B) Penisilin + Vit. C (100 mg/kg) + ACEA ( 7.5 g i.c.v)

                   C) Penisilin + Vit. E (500 mg/kg) + ACEA ( 7.5 g i.c.v)

120. dakikalar aras nda al nan ve 120. dakikadaki ECoG kay tlar ndan örnek görüntüler.
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A

B

C

ekil 4.11. A) Penisilin + Vit. B6 ( 40 mg/kg i.p) + AM251 ( 0.25 g i.c.v),

       B) Penisilin + Vit. C (100 mg/kg) + AM251 ( 0.25 g i.c.v)

                   C) Penisilin + Vit. E (500 mg/kg) + AM251 ( 0.25 g i.c.v)

120. dakikalar aras nda al nan ve 120. dakikadaki ECoG kay tlar ndan örnek görüntüler.
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ekil 4.12. Etkile im gruplar n spike frekans n %  de imi.
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5. TARTI MA ve SONUÇLAR

Sunulan çal mada vitaminlerle, kanabinoid CB1 reseptör agonisti olan ACEA’n n ve

CB1 reseptör antagonisti olan AM251’in penisilinle olusturulan epileptik aktiviteye

etkileri ve yine bu aktivite üzerindeki ekile imleri incelendi. Deney hayvanlar nda

penisilin ( 500 IU, i.c ) ile epileptiform aktivite olu turuldu. Penisilin epilepsisinde ACEA

ve AM251’in etkin dozlar  için daha önce Kozan ve ark. taraf ndan yap lan çal smalar

referans al nd  (101).

Bu dozlar, ACEA için 7.5 ug (i.c.v ), AM 251 için 0.25 ug (i.c.v) olarak kullan ld  ve

deney hayvanlar na uyguland . Daha sonra penisilin aktivitesi üzerine vitaminlerin,

ACEA’n n ve AM251’in etkin dozlar n birbirleri ile etkile imi ara ld .

5.1. Penisilinle Olu turulan Epileptiform Aktivite

Deney hayvanlar na 500 IU i.c penisilin uyguland , penisilin enjeksiyonundan sonra 2-4

dakika içinde epileptik spike’lar ve spike-dalga kompleksleri görülmeye ba land .

Epileptiform aktivite yakla k 30 dk içinde kararl  hale geldi ve 3 saatten uzun sürdü.

Penisilin enjeksiyonundan epilepsi olu umuna kadar geçen sürede deney gruplar  aras nda

istatistiksel olarak anlaml  bir farkl k gözlenmedi (p>0.05). Penisilin enjeksiyonundan

sonraki 30 dk içinde deney gruplar  aras nda kaydedilen epileptik aktivitenin spike

frekans  veya amplitüdü aç ndan anlaml  bir fark bulunmad  (p>0.05).

Penisilinden sonra uygulanan ilk maddelerin enjeksiyonlar  30. dakikada yap ld . Daha

sonra uygulanan maddeler ise 15’er dk arayla verildi. Penisilinin uygulanma ekilleri, elde

edilmek istenen nöbet modeline göre intraperitoneal (i.p), intramuskuler (i.m), intravenöz

(i.v) veya intrakortikal (i.c) olabilir. Penisilin uygulanarak olu turulan epileptiform

aktivite ve özellikleri ile ilgili literatürde pek çok çal ma mevcuttur. Sullivan ve Osorio

(102) i.p yolla penisilin G vererek ratlarda epileptik aktivite olu turmu lard r. Walden ve

ark. (103); korteks yüzeyine lokal penisilin uygulam lar ve 4-5 dakika sonra ECoG'da
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epileptiform potansiyeller görüldü ünü bildirmi lerdir. Ondokuz May s üniversitesinde

yap lan çal smalarda 500 IU intrakortikal (i.c) penisilin enjeksiyonunun uygulamadan 5

dakika sonra bilateral spike’lar ve spike-dalga kompleksleri ile karakterize epileptiform

aktiviteye neden oldu u ve aktivitenin 3-5 saat kadar devam etti i, kararl  frekans ve

amplitüd düzeyine ise 30 dk içinde ula  görülmü tür ( 104, 105, 106, 107).

Penisilin ile olu turulan deneysel epilepsi modeli, insanda gözlenen nöbetlere k smen

benzemektedir (108). Beyin korteksine direkt olarak uygulanan penisilinin epileptik nöbet

olu turmas ; inhibitör postsinaptik potansiyeli (IPSP) bloke ederek meydana gelmektedir.

Penisilin in vitro olarak hipokampus dilimlerinde IPSP’leri önler; asetilkolin’in uyar

etkisini ve presinaptik uçlardan asetilkolin salg  art r (109, 110). Penisilin’in korteks

dilimlerinden glutamat salg  art rd  da bildirilmistir (111). Ayr ca, anestezili kedide

penisilin epilepsisi ba lamadan önce ekstrasellüler Ca2+ seviyesinin artt  gözlenmi  ve

penisilinin parasinaptik yollardan ve Ca2+ üzerinden de etki ederek burst aktivitesine yol

açabilece i tespit edilmi tir. (112).

5.2. Kanabinoidlerin Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Kanabinoid CB1 reseptör agonisti ACEA (7.5 g, i.c.v) ve antagonisti AM251 (0.25 g,

i.c.v)’in penisilinle olusturulan epilepsi üzerine etkileri incelenmi ; ACEA’n n

epileptiform aktiviteyi yakla k 60. dakikadan itibaren kontrol grubuna göre istatistiksel

olarak anlaml  oranda azaltt , AM251’in ise 30. dakikadan itibaren epileptiform

aktiviteyi kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlaml  oranda art rarak status

epileptikus benzeri de arjlara neden oldu u görülmü tür. Ayr ca ACEA ve AM251

penisilin aktivitesi olu turulmayan deney gruplar na tek ba lar na uyguland klar nda bazal

aktivite üzerinde herhangi bir etki ortaya ç karmam lard r. AM251 ve ACEA’n n birlikte

uygulanmas  ise penisilin aktivitesi üzerine kontrol grubuna göre istatistiksel olarak

anlaml  bir etkiye neden olmam r. Buna göre AM251’in CB1 reseptörleri üzerinden

etki ederek; ACEA’n n etkisini nötralize etti i sonucuna var lm r. Ayn ekilde

Desphande ve ark. (113); dü ük Mg2+ içeren solüsyon içine koyarak SE benzeri aktivite

olu turduklar  nöron kültürlerine CB1 reseptör agonisti WIN 55,212-2 uygulad klar nda

status epileptikus benzeri aktivitenin ortadan kalkt , beraberinde AM251

uygulad klar nda ise status epileptikus aktivitesi üzerine herhangi bir etki
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olu turmad klar  bildirmi lerdir. Bu veriler sunulan çal madan elde edilen verilerle

uyumluluk göstermektedir.

ACEA ve AM251’in dozlar n tesbitinde daha önce bu maddelerin penisilin aktivitesi

üzerine etkinli ini ara ran doz çal malar  referans olarak kullan ld  (114) ve bu

çal malarda belirlenen en etkin dozlar  (ACEA için 7.5 g, AM251 için 0.25 g )

uyguland .

Birçok hayvan nöbet modelinde kanabinoidlerin CB1 reseptörleri arac yla

antikonvulsan etki olu turduklar  bilinmektedir. Pentilentetrazol ile olu turulan

epilepside; seçici CB1 reseptör agonisti olan ACEA; 2-8 mg/kg (i.p) dozlarda

antiepileptik etki ortaya ç karm r (115). Yine ACEA’n n 5 mg/kg dozda sistemik

uygulamas n da kokain ile olu turulan konvulsiyonlar  önledi i bildirilmi tir (116).

Kindling modeli epilepside çe itli kanabinoidlerin 1-5 mg/kg (i.p) dozlarda güçlü

antikonvülsan etki olu turdu u (117), yine ba ka bir çal mada 8 ve 9-THC’nin sistemik

uygulamayla Senegal babunlar nda amigdaloid kindling nöbetleri güçlü olarak bask lad

gösterilmi tir (118). Farelerde pentilentetrazol (PTZ) ile olu turulan epilepside 8 ve 9-

THC antikonvulsan etki göstermi  (119), CB1 reseptör agonisti WIN 55,212-2’nin ise

çan hipokampal nöron kültürlerinde 3 M konsantrasyonda spontan tekrarlayan

epileptik desarjlar  (SRED), 5 M konsantrasyonda da dü ük Mg+ düzeyleri ile

olusturulan status epileptikusu tam olarak bask lad  bildirilmi tir (120). S çanlarda

pilokarpin modeli epilepside 9-THC’un 10 mg/kg dozda, yine bir kanabimimetik olan

WIN55,212 ‘nin 5 mg/kg ( ip) dozda spontan epileptik aktiviteyi tam olarak ortadan

kald rd  gözlenmi tir (121). Bütün-hücre patch-clamp çal smalar  WIN 55,212-2’nin

eksitatör postsinaptik ak m (EPSC ) amplitüdünde hemen hemen tam bir inhibisyona

neden oldu unu ve EPSC’deki bu azalman n presinaptik CB1 reseptör arac  bir etki

oldu unu ortaya ç karm r (122). Yap lan çal smalarda kanabinoidlerin; nucleus

accumbens, globus pallidus, striatum, serebellum, substansia nigra, prefrontal korteks,

ventral tegmental alan, lateral amigdala ve spinal kord gibi birçok beyin alan nda

EPSC’leri azaltarak glutamat sal  inhibe etti i bildirilmektedir (123, 124, 125, 126,

127, 128, 129). Yine farelerde pentilentetrazol ile olu turulan nöbetlerin tonik

komponentinin PEA ile bask land  gözlenmi tir (130). Bu çal malar n verileri bu

çal ma ile uyumluluk göstermekte ve CB1 reseptörü ve endojen kanabinoid sisteminin

epileptik nöroeksitasyonun sönmesinde kritik bir rol oynad  göstermektedir. CB1

reseptör antagonistleri birçok deneysel epilepsi modelinde konvulsan etki ortaya

karmaktad rlar. Hipokampal nöronal kültürlerde olusturulan epilepsi modelinde selektif
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CB1 antagonisti AM251’in (1 M) epileptik nöronlara uygulanmas  elektrografik olarak

status epileptikus ile uyumlu sürekli epileptiform aktivite olu umuna neden olurken,

kontrol nöronlara uygulanmas  herhangi bir a  uyar lmaya neden olmam , ayr ca

AM251’in epileptik nöronlarda olusturdu u etki CB1 agonistleri ile tamamen geri

çevrilmi tir (113). WIN 55,212-2’nin s çan hipokampal nöron kültürlerinde dü ük Mg+

düzeyleri ile olu turulan status epileptikus benzeri aktiviteyi önleyici etkisi CB1 reseptör

antagonisti SR141716A (1 M) ile bloklanm r (120). Yine SR141716A’n n s çanlarda

pilokarpin modeli epilepside WIN55,212 ile ortaya ç kan antiepileptik aktiviteyi

engelledi i, hem nöbet süresini hem de frekans  önemli ölçüde art rd  gösterilmi tir

(121).

Beyinde bulunan kanabinoid reseptör alt tipi CB1 oldu u ve kanabinoidlerin antiepileptik

etkilerini CB1 reseptörü üzerinden gösterdikleri bilindi inden, sunulan çal mada

kanabinoidlerin penisilin epilepsisi üzerine etkilerini ara rmak için selektif CB1 reseptör

agonisti ve antagonisti kullan lm r. Hillard ve ark. (131); ACEA’n n CB1 reseptörlerine

CB2’ye oranla 1400 kat daha yüksek afinite gösteridi ini bildirmislerdir. Bu nedenle

sunulan çal mada CB1 agonisti olarak ACEA’n n kullan lmas  tercih edildi. Yine

AM251 de selektif CB1 antagonisti oldu undan dolay  tercih edilmi tir.

Bunun yan nda; ayn  kanabinoid türevinin farkl  nöbet modellerinde farkl  etkiler ortaya

kard , yine farkl  beyin alanlar nda olu turulan in vivo epilepsi modellerinde

kanabinoid reseptör agonist ve antagonistlerinin farkl  etkiler olusturdu u da

gözlenmektedir. Weston ve ark.(132) 9-THC’un propil analogu 9-tetrahidrokanabivarin

(9-THCV ) ve selektif CB1 antagonisti AM251’in fare serebellumunda purkinje hücreleri

ve inhibitör ara nöronlar aras ndaki ileti hücreleri ve inhibitör ara nöronlar aras ndaki

iletiyi güçlendirerek inhibitör aktiviteyi art rd , ayr ca yine 9-THCV ve AM251’in

çan piriform kortikal (PC) beyin dilimlerinde olusturulan epilepsi modelinde

antikonvulsan etki olusturdu unu tespit etmi lerdir. SR141716A’n n MES modeli

nöbetlerde nöbet e ini azaltt  ve pilokarpin modeli temporal lob epilepsisinde nöbet

süresini ve frekans  azaltt  (133, 121); bununla birlikte; psikoaktif kanabinoidlerin

genetik olarak yatk n hayvanlarda davran sal konvulsiyonlara yol açabildikleri (134,

135), nöbete genetik yatk nl  olmayan s çanlarda, maymunlarda ve köpeklerde ise akut

uygulanan letal ve letale yak n dozlarda veya aylarca tekrarlanan yüksek dozlarda
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konvülsan etkiye neden olduklar  bildirilmi tir (135). Bu sonuçlar ile sunulan çal madan

elde edilen sonuçlar aras nda uyumluluk yoktur.

Bunun yan nda farkl  dozlarda uygulanan CB1 agonist ve antagonistlerinin de farkl

etkiler ortaya ç karabilece i bildirilmektedir. Örne in pentilentetrazol ile olu turulan

nöbet modelinde, 0.5 ve 1 mg/kg ’l k (i.p) dozlarda uygulanan ACEA tam etkin olmayan

bir antiepileptik aktivite gösterirken, çok dü ük doz (10 fg/kg - 100 ng/kg, i.p) uygulanan

AM251 beklenmedik ekilde ACEA’n n antikonvulsan etkisini art rm , bunun yan nda

antikonvulsan etki göstermeyen dü ük doz (100 ng/kg - 100 mg/kg) ACEA ile dü ük doz

( 100 pg/kg) AM251 kombinasyonu da antikonvulsan etki ortaya ç karm st r. (115). Bu

durumda dü ük dozda uygulanan kanabinoid agonist veya antagonistlerinin GABA

sistemi gibi di er baz  nörotransmitter sistemleri ile etkile ime girebilece i ihtimali

muhtemeldir. Tam mekanizmas n ayd nlat lmas  için bu konuda daha ileri çal malar

yap lmal r. Yap lan in vivo çal malar n ço unda kanabinoidler sistemik olarak

uyguland ndan beyne ula ana kadar çesitli farmakokinetik etkile imlere u ramalar

beklenen bir sonuçtur. Örne in MES modeli epilepside ACEA’n n 1.25-2.5 mg/kg dozda

dü ük antiepileptik aktivite gösterirken, 5-7.5 mg/kg dozda etkisinin artt , yine 1.25-2.5

mg/kg (i.p) dozdaki uygulamas n valproat n antiepileptik etkisini art rd , bunu da

plazma ve beyin valproat seviyelerini art rarak yapt , 15 mg/kg dozda uygulanan

ACEA’n n ise ya  asidi amid hidrolazlar taraf ndan h zla metabolik y ma u rat ld  ve

bu nedenle epileptik aktivite üzerine etkili olamad  gösterilmi tir (136). Yine Moreira

ve ark. (137); CB1 reseptör antagonistlerinin sistemik uygulanmas n anksiyojenik ve

anksiyolitik aktivite gibi birbirinin tersi etkiler olu turabildi ini bildirmi lerdir. Yap lan

deneylerden elde edilen sonuçlar n birbiri ile uyumsuzluk göstermesinin nedenlerinden

biri de bu maddelerin sistemik uygulanmas  olabilir. Bu sebeple çal mam zda

kanabinoidleri i.c.v olarak uygulamay  tercih ettik, bu ekilde uygulanan maddelerin

farmakokinetik etkile iminden kaynaklanan farkl klar  en aza indirebilmeyi hedefledik.

Endojen kanabinoid sistem beyindeki sinaptik nörotransmisyonun anahtar

düzenleyicisidir. Postsinaptik nöronlardan sal nan endokanabinoidler, presinaptik CB1

reseptörlerini etkileyerek birçok tipte akson terminalinden nörotransmitter sal

azaltabilirler. Böylece retrograt endokanabinoid sinyal iletimi, nöronal uyar  dengesiz bir

ekilde artt nda a  presinaptik aktiviteyi kontrol eden fizyolojik bir anahtar rolü oynar

(138). Bu sistemin beyindeki antikonvulsan aktivitenin olu mas nda da bir yol olabilece i

dü ünülmektedir (139, 133). Endokanabinoid sistemin CB1 komponentinin önemli bir
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rolünün MSS’de a  nöronal aktiviteyi önlemek ve homeostaz n sürdürülmesini

sa lamak için gerekli nörotransmitter sal  düzenlemek oldu una dair kan tlar

mevcuttur (121, 140). Bunlar aras nda nöronal CB1 reseptörlerinin santral ve periferik

sinir terminallerinde bulunmas , bu reseptörlerin asetilkolin, noradrenalin, dopamin, 5-

hidroksitriptamin, GABA, glutamat, D-aspartat ve kolesistokinin gibi birtak m eksitatör

ve inhibitör transmitterlerin inhibisyonunu düzenlemesi (141, 142, 143),

endokanabinoidlerin retrograt sinaptik mesajc lar olarak davranmalar  say labilir (144,

145). Bunlara dayanarak; baz  nörotransmitterlerin neden oldu u intraselüler Ca2+’daki

postsinaptik art  endokanabinoid moleküllerin biyosentezini ve sal  tetikleyebilir,

bu moleküller de presinaptik CB1 reseptörleri üzerine etkileyerek glutamat ve GABA gibi

nörotransmitter sal  inhibe edebilir . Endojen olarak sal nan kanabinoidler gibi,

CB1 reseptör agonistleri de nöronal presinaptik CB1 reseptörleri üzerine etkiyerek devam

eden nörotransmitter sal  inhibe ederler (143, 144). G proteini ile e lesmi  CB1

reseptörleri memeli beynindeki neokortikal, limbik duyu ve motor alanlarda bulunurlar ve

endojen kanabinoidler ile aktive edilirler. Endojen kanabinoidler; Ca2+’a ba  olarak

depolarize olan postsinaptik nöronlardan sal rlar ve retrograt olarak hareket ederek

presinaptik nöronlardaki CB1 reseptörleri yoluyla hem eksitatör (125, 140) hem de

inhibitör (146, 147) nöronal iletiyi bask larlar. CB1 reseptör mekanizmas n voltaj

ba ml  N ( ve muhtemelen P/Q ) tipi Ca2+ kanallar n direkt inhibisyonu eklinde de

olabilece i dü ünülüyor (125, 140). CB1 reseptör aktivasyonunun ayr ca postsinaptik etki

mekanizmalar yla baz  intrensek nöronal membran iletkenliklerini de de tirdi i biliniyor

(148). NG 108-15 ve N-18 nöroblastoma hücreleri üzerinde yap lan deneylerden elde

edilen kan tlara göre kanabinoid reseptörleri Ca2+ kanallar yla Gi-Go proteinleri

arac yla negatif olarak ba lant r. Bu nedenle birçok kanabioid reseptör agonisti bu

hücrelerde voltajla aktive olan içe yönelik Ca2+ ak nda konsantrasyona ba

inhibisyon sa lar. Ca2+ kanallar yla olan bu negatif ba lant  sadece CB1 reseptörlerinde

vard r, CB2 reseptörlerinde söz konusu de ildir (149). Turkanis ve ark. (150); NIE-115

fare nöroblastoma hücrelerinde bütün-hücre voltaj-klemp tekni ini kullanarak 9-THC’nin

voltaj kap  Na2+ ak mlar na etkisini ara rm lar, sonuç olarak 9-THC’nin içeriye olan

Na2+ ak nda azalma saptam lar ve maddenin Na2+ kanallar  bloklad  sonucuna

varm lard r. Ayr ca maddenin bu kanallar n aktivasyon ve inaktivasyon oranlar  da

azaltt  ve bu üç etkinin de konsantrasyona ba  ortaya ç kt  bildirilmi tir. Shen ve

arkada lar  (122, 151) CB1 kanabinoid reseptör agonistlerinin rat hipokampal nöron
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kültürlerinde glutamaterjik sinaptik iletiyi inhibe etti ini ve bu hücreleri

eksitotoksisiteden korudu unu bildirmi lerdir.

Bu çal madan elde edilen verilere dayanarak; ACEA’n n 7.5 g’l k dozda CB1

reseptörlerine presinaptik yoldan etki ederek a  miktarda glutamat sal  veya

direkt Ca2+ kanallar  etkileyerek hücre içi a  Ca2+ birikimini engelledi i ve bu

ekilde penisilinle olu turulan epileptiform aktiviteyi bask lad  söylenebilir. AM251’in

ise 0.25 g’l k dozda ACEA’n n tam tersi etki göstererek epileptiform aktiviteyi art rd

sonucuna var labilir.

5.3. Vitamin ve Kanabinoidlerin Etkile iminin Epileptiform Aktiviteye Etkisi

B6, C ve E vitaminlerinin epileptiform aktiviteyi bask lad  bilinmektedir (152). CB1

reseptör agonisti ACEA ve CB1 reseptör antogonisti AM251’ in vitaminlerle etkile imi

ilk kez bu çal ma ile ortaya konmu tur.

CB1 reseptör agonisti ACEA, B6 vitamini ile birlikte uyguland nda 70-110. dakikalar

aras nda epileptiform aktiviteyi bask lam , 110 dakikadan itibaren bask lama ortadan

kalkm r. Genlik üzerinde ise  ACEA’ n n 40 ve 80. dakika istatistiksel olarak anlaml

dü ler ya anmas na ra men genel olarak amplitüd üzerine etkisi olmad

dü ünülmektedir.

ACEA’ n n C vitaminiyle etkile im grubunda ise 30. dakikadan itibaren süren kararl

epileptiform aktivite 60. dakikadan sonra frekans istatistiksel olarak anlaml  bir ekilde

bask lanm  ve kay t sonuna kadar böyle devam etmi tir. Amplitüd üzerinde ise 120.

dakikadan sonra süren anlaml  bask lanma deney sonuna kadar devam etmi tir.

E vitamini ve ACEA grubunda ise frekans, epileptiform aktivitenin kararl  duruma

geçmesinden hemen sonra bask lama ba lam  ve hemen hemen ayn  düzeyde sona kadar

devam etmi tir. E vitamini etkile im grubu üzerinde amplitüdü etkileyen hiçbir

bask lay  istatistiksel olarak anlaml  bir de im görülmemi tir.

CB1 reseptör antogonisti AM251’ in, B6 vitamini ile etkile im grubunda frekans üzerine

60. dakikadan itibaren bask lay  bir etki görülmü , AM251 in etkisi oldu u

dü ünülmemektedir. Amplitüd üzerinde ise 90. dakikadan itibaren istatistiksel olarak

anlaml  bir dü  ya anm r.
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AM251’in C vitamini ile etkile im grubunda ise frekansta 30. dakikadan itibaren anlaml

bir bask lama görülmü tür. Amplitüd üzerinde ise 90. Dakikadan itibaren dü  ya anm

ve bu fark n istatistiksel olarak anlaml  bulunmu tur.

E vitamini ile AM251 etkile im grubunda ise frekansta 10. dakikadan itibaren istatistiksel

olarak anlaml  bir bask lanma olup amplitüd ise 100. dakikadan sonra bask lanma oldu u

görülmü tür.
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