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IMMATUR VE MATUR RATLARDA STATUS EPIiLEPTIKUS SONRASI
APOPITOZ, NORONAL HASAR, GABA A ALFA-1 SUBUNIT MiKTARI VE
DAVRANIS, OGRENME, HAFIZANIN DEGERLENDIRILMESI

OZET

Amag: Calismada status epileptikus(SE) sonrasi eriskin ve addlesan siganlarda kognitif
ve davranis degisiklikleri, néronal hasar, GABA A Alfa 1 reseptdor miktarinin yas

bagimli olarak degerlendirilmesi amag¢lanmustir.

Gerec ve Yontem: Yavru(l7 giin), addlesan(45 giin) ve eriskin(150 giin) siganlarda
pentilentetrazol(PTZ) ile SE olusturuldu. Adodlesan ve erigskin siganlara agik alan ve
morris su labirenti testi uygulandiktan sonra adoélesan , erigskin ve yavru ratlarda
histolojik incelemeler yapilarak SE sonrasi noronal hiicre hasarini degerlendirmek
amaciyla caspase ve calpain aktivites, GABA A Alfa 1 reseptor miktari

degerlendirilerek kontrol gruplariyla karsilastirildi.

Bulgular: SE sonrasi erken donemde yapilan hafiza, 6grenme ve bellegi degerlendiren
davramgsal testlerde gerek addlesan gerek eriskin deney grubunda kontrol grubuna
nazaran istatistiksel anlamda farklilik izlenmedi. SE sonrasi erigkin siganlarda nekrotik
morfolojide calpain aracili ndéronal hasar gozlenirken, addlesan ve yavru siganlarda
calpain aktivitesine rastlanmadi. Yavru si¢anlarda SE sonrasi apoptotoik morfolojide
caspase aracili néronal hasar bulgulari izlendi. SE sonrasi ii¢ deney grubunda GABA A
Alfa 1 reseptor sayis1 kontrol grubuna nazaran azalmis olup azalma en fazla eriskin
deney grubunda izlendi. GABA A reseptér miktar1 hipokampusta, kortekse nazaran

daha fazla oranda azalmis olarak saptandi.

Sonuc¢: Bu ¢alisma ile elde edilen veriler PTZ ile indiiklenen SE sonrasi erken donemde
ogrenme ve davranis fonksiyonlar1 lizerine olumsuz bir etki goriilmezken histolojik
olarak nekrozun hakim oldugu caspase ve calpain aracili ndronal hasara yol agmakta
oldugunu, calpain aracili hiicre nekrozunun ozellikle eriskin grupta goriildigi ve
caspase bagimli apoptotik morfolojilerin immatiir ratlarda gozlendigini ve GABA A
Alfa 1 reseptdr sayisinda yol agtigr azalmanin ise eriskinde belirgin oldugunu
gostermektedir. Status epileptikusa bagli hiicre hasarinin yasin artmasiyla daha belirgin
oldugu ve calpain aracili hiicre hasarinin gene eriskin grupta belirgin olarak goézlendigi

ortaya koymaktadir. Status epileptikusa bagli hiicresel etkilenmenin kognisyon ve
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davranisa ait uzun donemdeki etkilerinin anlasilmasi i¢in uzun sureli izlem

caligmalarina gereksinim vardir.

Anahtar kelimeler: Bellek, calpain , caspase, eriskin, GABA, status epileptikus, yavru
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THE ASSESSMENT OF BEHAVIOR, LEARNING, MEMORY, APOPTOSIS,
NEURONAL DAMAGE AND AMOUNT OF GABA A ALPHA 1 RECEPTOR IN
IMMATURE AND MATURE RATS AFTER STATUS EPILEPTICUS

ABSTRACT

Aim: In this study we aimed evaluate to age dependent cognitive and behavioral
changes, neuronal damage and the amount of GABA A Alpha 1 in adult and adolescant

rats after status epilepticus.

Material and methods: In pups(17 days), adolescant(45 days) and adult(150 days) rats
occured pentylenetetrazole induced status epilepticus(SE). After SE adolescant and
adult rats underwent open field test and Morris water maze test. After behavioral tests
we performed to immature, adolescant and mature rats histological investigation to
assess neuronal cell damage (caspase and calpain activity) and amount of GABA A

alpha 1 receptor and compared with control groups.

Results: There are no statistically significant differences between control and
experimental groups in behavioral tests in early stage after SE. In adult rats observed
calpain mediated neuronal damage with necrotic morphology after SE, but in adolescant
and pups rats not observed. In rat pups(17 days) observed caspase mediated neuronal
damage with apoptotic morphology after SE. In the three experimental groups the
amount of GABA A Alpha 1 receptor has decreased compared with control groups. The
decrease of amount of GABA A alpha 1 receptor is most highly in adult experimental
group. The amount of GABA A alpha 1 receptor in hippocampus decreased to level of

higher than in cortex.

Conclusion: This study show that there is no negative impact on learning and
behavioral functions in early stage after PTZ-induced SE, but histologically lead to
necrosis dominant calpain and caspase mediated neuronal damage., calpain-mediated
cell necrosis is seen particularly in the adult group and caspase-dependent apoptotic
morphology observed in immature rats. The decreased of GABA A alpha 1 receptor is
most higher in the adults. Our study support that status epilepticus induced cell damage
is more pronounced with increasing age, and calpain-mediated cell damage that can

clearly be observed in the adult group. To understand the long term effect of SE-
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dependent neuronal damage on cognition and behavior we need to long-term follow-up
study.

Key words: Memory, calpain, caspase, mature, GABA receptor, status epilepticus,

immature
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1. GIRIS ve AMAC

Epilepsi insanlik tarihinin ilk zamanlarindan beri var olan bir durum olup hala sik
karsilagilan ve her yastaki bireyi etkileyebilen norolojik bir hastaliktir. Giiniimiizde

diinya capinda yaklasik 50 milyon insan epilepsi hastaligina sahiptir (1).

Epilepsi nobeti “beyinde bir grup néronun anormal, asir1 miktarda ve/veya hipersenkron
aktivitesine bagli, gelip gegici, kendini sinirlayan bulgu ve belirtilerin olmasi” seklinde

tanimlanmaktadir (2).

Nobet bir semptomdur. Epilepsi ise nobetlerin tekrar etmeye egilim gosterdigi kronik
bir durumdur. Pratik olarak ikiden fazla ndbetin ortaya ¢ikmasindan sonra tanisi
konulabilir. Epileptik bir nobetin 30 dakikadan fazla siirmesi ya da aralarda bilincin
acilmadigt 30 dakikadan fazla siiren aralikli nobetler varhiginda status
epileptikustan(SE) bahsedilir. Status epileptikus yiiksek mortalite ve morbidite ile

iliskili norolojik bir acildir.

Status epileptikus tipindeki nobetler hafiza, 6grenme ve davranista bozukluklara yol
acabilmektedir. Status epileptikusun hayvan modellerinde gézlenen birgok anatomik ve
fizyolojik degiskenlik, insanlarda meydana gelen SE ile benzer 6zellikler gosterdigi i¢in
SE’nin hayvan modellerinde SE sonrasi hafiza, 6grenme, davranis ve ndronal hiicre

oliimi, hiicre hasari mekanizmasi degerlendirilebilir (3,4).

Immatiir beyin, matiir beyinden ndbetlerin gelisimi ve yayihmi, EEG ozelligi,
davranigsal 6zellikler ve yine nobetlerin neden oldugu sonuglar bakimindan farkliliklar

gosterir (5,6). Hayvan deneyleri immatiir beynin, matiir beyinlere nazaran nodbet

1



egiliminin daha fazla oldugunu gostermektedir (7,8). Burada muhtemel sebep olarak
inhibitor ve eksitator yapilar arasindaki dengenin olmasi gereken seviyeye ulasamamasi

gosterilmektedir (9,10).

Neonatal donemde gegirilen ndbetlerin daha yikici olduguna dair klinik gozlemlerin
varlifina ragmen, bazi hayvan caligmalarinda immatiir beynin uzamis ndbetlere bagli
uzun donem yan etkilerine matiir beyine oranla daha az duyarli oldugu gdosterilmistir.
Yine birka¢ calismada immatiir ratlarda, matiir ratlara oranla tek bir uzamis nobet
sonrasi daha az hiicre kayb1 ve daha az oranda hafiza, 6grenme ve davranis bozuklugu
gelistigi gozlenmistir (8,11,12). Uzamis ndbetlerin beyine zarar vermesi herhangi bir
yas diliminde goriilsede, beyin hasarinin kapsami yasa bagl olarak degiskenlik
gostermektedir. Immatiir beyin, matiir beyine nazaran nobetlere daha duyarli olmasina
ragmen uzamis nobetler sonrasinda matiir beyine nazaran immatiir beyinde daha az
oranda histolojik hasar ve kognisyon bozuklugu meydana gelmektedir. Cocuklukta
gecirilen SE sonrasi prognozun, erigkin donemde gegirilen SE sonrasi prognoza gore
daha iyi olmasi, hayvan deneyi ¢alismalarinda konvulzan ajanlar ile olusturulan SE
sonrast immatiir beyinlerde daha az histolojik hasar ve daha az davranigsal bozukluk
gbzlenmesi, immatiir beynin matiir beyine oranla daha az beyin hasarma duyarh

oldugunu gostermektedir (5).

Calismamizda SE sonrasi immatiir ve matilir ratlarda gozlenen degisiklikler hem
davranig, 6grenme ve bellek bozuklugunu hem de hiicresel hasar mekanizmasinin
immiinohistokimyasal olarak gosterilmesinin yani sira ana inhibitdér norotransmitter
olan Gamma-amino butirik asit(GABA)’nin subiiniti GABA A alfa 1 sayisindaki
degisiklikler arastirildi. Matiir ve immatiir ratlarda GABA inhibitéri  olan
pentilentetrazol (PTZ) ile SE olusturuldu. Status epileptikus olusturulan deney
grubundaki matiir ve immatiir ratlar yine matiir ve immatiir ratlardan olusan kontrol
gruplariyla karsilastirildi. Hafiza, 6grenme ve davranis parametrelerini dlgen Morris su
labirenti ve a¢ik alan testinden olusan norofizyolojik testler uygulandi. Norofizyolojik
testlerin ardindan noronal hiicre hasari, hiicre 6lim mekanizmas:t ve inhibitor bir
norotransmitter olan GABA A alfa 1 miktar tayinini iceren histolojik incelemeler

yapild.



2. GENEL BILGILER

2.1 EPIiLEPSI

Epilepsi nébeti “beyinde bir grup néronun anormal, asir1 miktarda ve/veya hipersenkron
aktivitesine bagl, gelip gecici kendini sinirlayan bulgu ve belirtiler” olarak
tanimlanmustir (2). Nobet bir semptomdur, epilepsi ise nobetlerin tekrar etme egilimi
gosterdigi kronik bir durumdur. Pratik olarak tekrarlayici (iki ya da daha fazla) ani,
tanimlanabilen bir olayla tetiklenmemis epilepsi nobetleri ile karakterize durumdur. Bir
giinde ortaya cikan birden fazla ndbet tek ndbet olarak degerlendirilir, status epileptikus
tek ndbet olarak degerlendirilir. Febril konviilziyonlar ve yenidogan nobetleri bu tanima
dahil degildir. Tek ya da izole nobetler; 24 saatlik bir siirede tekrarlayan bir ya da daha
fazla epilepsi nobeti olarak tanimlanmistir. Aktif epilepsi terimi, son bes yil igerisinde
tedavi alip almamaya bakilmaksizin en az bir ndbet geciren hastalar i¢in
kullanilmaktadir. Son bes yil igerisinde tedavisiz ya da tedavi altinda ndbetsiz olan

hastalar i¢in remisyonda epilepsi terimi uygun goriilmektedir (13).
2.1.1 Epilepsinin Tarihgesi

Tarihsel veriler bir hastalik belirtisi olarak epileptik fenomenlerin ve 6zellikle de biiyiik

nobetin  oldukca eski donemlerden beri, cesitli toplumlarca fark edildigini

¢

gostermektedir. Glinlimiizde kullandigimiz epilepsi sozciigli eski Yunancada

¢

yakalamak, kavramak * anlamma gelen ‘’épilambanein *’ eyleminden tiiretilmistir ve

[

yalin anlam1 “* yakalama, tutma’® demektir. Tarih boyunca epileptik ndbetleri ifade
etmek icin farkl toplumlarda ve degisik zamanlarda ¢ok sayida sozciik kullanilmustir.

Bu terimler genellikle biiylik nobetlerin 6zelliklerine ve mistik aciklamalarina gonderi
3



yaparlar. Ginliik dilimizde epilepsi karsiligi olarak kullandigimiz sar’a” sozciigii
Arapga kokenlidir ve “yere serme” anlamina gelmektedir. Tiirklerin tarihte epilepsiyi
tanimlamakta kullandiklar1 yazili ilk sézciik ” talgan” ya da “talgan ig” olup Kasgarli
Mahmud’un XI. Yiizyilda yazdigi Divanii Liigat-it Tiirk adli aciklamali sozliiglinde

sar’a karsilig1 verilmektedir (14).
2.1.2 Epilepsi Epidemiyolojisi

Epilepsi ile ilgili epidemiyolojik ¢alismalar hastaligin tiim diinyada yaygn bir sekilde
gorildigii ve higbir etnik fark, cinsiyet aymrmmi ve yas st tanmmadigini
gostermektedir. Ancak epilepsi epidemiyolojisiyle ilgili calismalardan elde edilen
sonuglar biiyiik farkliliklar gosterebilmektedir. Epilepsi prevalans ve insidans degerleri
oncelikle gelismis ve gelismekte olan tilkeler arasinda bir takim farkliliklar gostermekte
ve genel olarak gelismis iilkelere gore gelismekte olan tilkelerde epilepsi goriilme sikligt
daha yiiksek bulunmaktadir (15). Bu anlagilabilir bir bulgudur. Gelismekte olan
iilkelerde saglik ile ilgili altyap1 yetersizlikleri semptomatik 6zellikle perinatal sebeplere

bagli olarak epilepsi oranlarinin artmasina yol agmaktadir (16).

Gelismis tlkelerde genellikle insidans degerleri 20-70/100.000 arasinda degismektedir
(15). Cok farkli sonuglar olmasina ragmen gelismis iilkeler i¢cin ortalama epilepsi
prevalanst 6/1000 oldugu ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) protokolii ile gerceklestirilen
prevalans ¢alismalarinda gelismekte olan tilkelerde bu ortalama 18.5/1000 oldugu hesap
edilmektedir (16).

2.1.3 Epilepsilerde Simiflandirma

Ik kez 1964 yilinda uluslararasi epilepsi uzmanlarimin toplanmasi ile epileptik
nobetlerin siniflandirilma calismalar1 baglamistir. Uluslararast Epilepsi ile Savasma
Toplulugu (“International League Against Epilepsy”- ILAE) siniflama komisyonunun
uzun yillar siiren ¢alismalar1 sonucunda hazirlanan ve bugiin halen kullanilmakta olan
1981 Epileptik Nobetlerin Klinik ve Elektrografik siniflamasi ve 1989 Epilepsiler ve
Epileptik Sendromlarin Siniflamasi, tiim diinyada genel kabul gérmiis ve ndbetlerin ve
epileptik sendromlarin tanimlanmasinda ortak bir dil olusumunu saglamistir (17,18).
Ancak gliniimiizde nébet fenomeninin anatomik temellerinin anlasilmasi video EEG’nin

yaygin kullanimi ve cerrahi Oncesi yapilan sofistike arastirmalarla saglanan ilerleme
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sayesinde oldukca gelismistir ve zaman icerisinde 1981°de Onerilen klinik ve
elektrografik smiflamasi bu yeni bilgi birikimi sonucunda yetersiz hale gelmistir.
1998°de Liiders ve ark. tarafindan 6nerilen semiyolojik nobet siniflamasi (Semiological
Seizure Classification, SSC) bu boslugu doldurmaya yoneliktir (19). ILAE tarafindan
bdyle bir siniflamanin gerekliligi kabul edilmekle birlikte yaygin kullanim i¢in kesin
bir uzlast saglanamamistir. Son olarak 2010 yilinda Uluslararasi Epilepsi Toplulugunun
(“International League Against Epilepsy”- ILAE) smniflandirma, terminoloji ve

kavramlarda yeni 6nerileri yayinlanmistir (20).

Tablo 1. Epileptik nobetlerin klinik ve elektroensefalografik siniflamasi, (ILAE 1981

I-Parsiyel (fokal, lokal) nébetler

A. Basit parsiyel nobetler (bilin¢ durumu bozulmaksizin)

1-Motor semptomlu

a)Fokal motor

b)Yayilan fokal motor

c)Versif

d)Postural

e)Fonatuvar (vokalizasyon veya konusmanin
durmasi)

3-Otonomik semptomlu

B. Kompleks parsiyel nobetler (biling bozuklugu ile giden)

1-Basit parsiyel baslangici izleyen biling
bozuklugu

a)Basit parsiyel 6zelliklerin ardindan biling
bozuklugu

b)Otomatizmlerle giden

C. Sekonder jeneralize nobete doniisen
1-Basit parsiyel nobetin (A) jeneralize nobete doniigmesi

2-Kompleks parsiyel nobetin (B) jeneralize nobete doniigmesi

2-Somatosensoryel veya 6zel duysal semptomlu
a)Somatosensoryel

b)Gorsel

o)sitsel

d)Olfaktor

e)Gustatuvar

f)Vertigo hissi

4-Psisik semptomlu

a)Disfazik

b)Dismnezik (6r:déja-vu )

¢)Kognitif (hayal durumu, zaman hissinin
bozulmast)

d)Afektif (korku, 6fke vb)

e)iliizyonlar (6r:makropsi)

f) Haliisinasyonlar (6r:miizik pargalart)

2-Bilin¢ durumunun baslangictan itibaren
bozulmasi

a)Sadece biling bozuklugu ile giden
b)Otomatizmlerle giden

3-Basit parsiyel nobetin kompleks parsiyel nobete doniismesi ve ardindan jeneralize nobete doniismesi



I1-Jeneralize nébetler (konviilzif veya non-konviilzif)

A.1-Absans nobetleri 2-Atipik absans
a)Sadece biling bozuklugu ile giden a)Tonus degisikligi A.1 den daha belirgin olan
b)Hafif klonik komponentli b)Baslangi¢ ve/veya sonlanmanin ani olmamasi

c)Atonik komponentli
d)Tonik komponentli
e)Otomatizmli
f)Otonomik komponentli

B.Miyoklonik ndbetler (tek veya ¢ok) C.Klonik nobetler
D.Tonik nobetler E.Tonik-klonik nobetler

F.Atonik nobetler (astatik)
111-Simiflandirilamayan epileptik nobetler (yetersiz bilgi)

Tablo 2. Epilepsilerin ve epileptik sendromlarin uluslararasi siniflamasi (ILAE, 1989)

I. Lokalizasyona bagh ( fokal, lokal,parsiyel) epilepsiler ve sendromlar
1.1. idyopatik (yasa bagh baslangic)

*Santrotemporal dikenli selim ¢ocukluk ¢cagi epilepsisi

*QOksipital paroksizmli ¢ocukluk ¢ag1 epilepsisi

*Primer okuma epilepsisi

1.2. Semptomatik

*Temporal lob epilepsisi

*Frontal lob epilepsisi

*Parietal lob epilepsisi

*Oksipital lob epilepsisi

*Cocukluk ¢aginin kronik progresif epilepsia parsiyalis kontinuasi
*Spesifik faktorlerle uyarilan nobetlerle karakterize sendromlar
1.3. Kriptojenik

11. Jeneralize epilepsiler ve sendromlar

2.1. idyopatik (yasa bagh baslangic-yas sirasina gore siralanmstir)
*Selim ailesel yenidogan konviilziiyonlar

*Selim yenidogan konviilziiyonlari

*Siit cocuklugunun selim miyoklonik epilepsisi

*Cocukluk ¢ag1 absans epilepsisi (piknolepsi)

*Jiivenil absans epilepsisi

*Jiivenil miyoklonik epilepsi (impulsif petit mal)

*Uyanirken gelen grand mal ndbetli epilepsi

*Diger jeneralize idyopatik epilepsiler

*Belirli aktivasyon yontemleriyle uyarilan epilepsiler

2.2. Kriptojenik veya semptomatik (yas sirasina gore)

*West sendromu (infantil spazmlar, Blitz-Nick-Salaam Kraempfe)
*Lennox-Gastaut sendromu

*Miyoklonik astatik ndbetli epilepsi

*Miyoklonik absansli epilepsi

2.3. Semptomatik

2.3.1. Spesifik olmayan etyolojili

*Erken miyoklonik ensefalopati

*(Supression-burst)' lu erken infantil epileptik ensefalopati

*Diger semptomatik jeneralize epilepsiler

2.3.2. Spesifik sendromlar

111. Fokal veya jeneralize oldugu belirlenemeyen epilepsiler
3.1. Jeneralize ve fokal nobetli epilepsiler

*Yenidogan konviilziiyonlari



*Siit cocugunun agir miyoklonik epilepsisi

*Yavas dalga uykusu sirasinda devamli diken-dalgali epilepsi

*Edinsel epileptik afazi (Landau-Kleffner sendromu)

*Diger belirlenemeyen epilepsiler

3.2. Jeneralize veya fokal ozelligi ayirdedilemeyenler (uykuda gelen grand mal nobet olgular: gibi)
IV. Ozel (6zgiin) sendromlar

4.1. Duruma bagh nobetler (Gelegenheitsanfaelle)

*Febril konviilziiyonlar *izole nébet veya izole status epileptikus * Akut metabolik veya toksik nedenlere
bagli ndbetler

Tablo 3. Semiyolojik ndbet siniflamasi (SSC)

1-Aura 4- Motor ndbet (a) 5-Ozel Nobetler
» Somatosensoryel aura (a) « Basit motor nébet (a) * Atonik nobet (a)
« lsitsel aura (a) -Myoklonik nébet (a) * Hipomotor nébet (b)
« Koku aurasi Epileptik spazm (a) . Nega‘Flf r{ly0k10n1k ndbet (a)
» Gorsel aura (a) “Tonik-klonik nibet - Astatiknobe
* Akinetik ndbet (a)
* Gustatuar aura -Tonik ndbet (a) « Afazik nobet (b)
* Otonomik aura (a) - Klonik nébet (a) 6-Paroksismal olay
* Abdominal aura -Versif nobet (a) (a) Sol/ sag/ aksiyal/ jeneralize/
® PSlslk aura . Kompleks motor nébet (b) bllateral aSImetrIk
2-Otonom bulgulu nébet (a) - Hipermotor ndbet (b) (b) Sol hemisfer/ sag hemisfer
3- Dialeptik ndbet (b) -Otomotor ndbet (b)
* Tipik dialeptik nébet -Jelastik nobet

2.1.4. Epilepsi Etyolojisi

Halen epilepside altta yatan patofizyolojik mekanizmalar bilinmemekte, dolayisiyla da
tedavi yaklagimlar1 var olan antikonviilzan ilaglarla sadece epileptik ndbetleri
baskilamak seklinde olmaktadir. Insanlarda antiepileptik tedavi icin hedefleri saptamak
oldukca giictiir. Epileptogenez kavramini anlamak, molekiiler hedefleri saptayabilmek
tedavide esas olacaktir. Insanlarda epileptogenez calismalar1 ¢ok giic ve etik

olmadigindan epileptogenezin hayvan modelleri bilimsel ilerleme i¢in ¢ok gereklidir

(21).

Epileptogenez terimi, klinik belirti ile birlikte ya da herhangi bir klinik belirti
olmaksizin elektroensefalografik olarak nobet aktivitesinin kayitlandigi, tekrarlayici

olarak yeterli sayida ndronun ateslenmesine bagli olarak ndbet aktivitesinin olugmasi

olarak ifade edilir (21).

Epileptogenez bir beyin hasar1 sonrasi beyindeki hiicresel ve molekiiler degisikliklere

bagli olarak eksitabilitenin artmasi ve tekrarlayici spontan nobetlerin goriilmesi olarak
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tariflenebilir. Halen epileptogenezin molekiiler mekanizmalarinin etyoloji ile iligkisi,
epielptogenez sirasinda noronal agdaki degisiklik spektrumunun farkl klinik etyolojiler
sonucu ayni olup olmadigi, epileptogenezin benzer olup olmadigr gibi dnemli sorulara

yanit aranmaktadir (22).

Epilepsi olusum mekanizmalarina yaklasim idiopatik ve semptomatik/kriptojenik
epilepsiler igin farklidir. Idiopatik epilepsilerde daha ¢ok serebral maturasyonun erken
evrelerinde olusan genetik bir defekt sorumlu tutulurken semptomatik epilepsiler i¢in

saptanan ya da saptanamayan yapisal bir lezyonun varligi kabul edilir (22).
2.2 STATUS EPILEPTIKUS

Status Epileptikus tanimi uzamis nobet aktivitesi seklinde yapilabilir. Status epileptikus
30 dakika veya daha uzun siireli nobet aktivitesi veya arasinda bilincin agilmadigi iki
veya daha fazla ardisik nobet olarak tanimlanir (23). Uzamis ve tekrarlayan ndbet
aktivitesi noron hasarina yol acar. Operasyonel olarak klinik uygulamada ndbetin 5-10
dakika siirmesi SE tanisi ve tedavisine baslamak icin yeterli goriilmektedir ¢ilinkii bu
kadar siire devam eden ndbetler biiyiikk oranda SE’a doniismektedir. SE’ta klinik
goriiniim, nobetlerde oldugu gibi ¢ok farkliliklar gosterir. Cesitli SE siniflandirmalari
Onerilmistir. Pratik bir bakis acisiyla SE konvulzif ve non-konvulzif olarak ikiye ayrilir.
Konwvulzif SE, non-konvulzif SE’a gore ¢ok daha siktir ve kolayca tani konur.
Konvulzif SE, diger jeneralize nébetler gibi ya primer jeneralize ndbetlerle
karkaterizedir ya da bir epileptojenik beyin bolgesinden kaynaklanan sekonder
jeneralize tiptedir. Jeneralize konvulzif SE bir tibbi acildir. Bu nedenle serebral hasarin
gelismesini bir an Once engellemek veya en aza indirmek i¢in hizli hareket etmek

gerekir (24-26).
2.2.1 Status Epileptikus Epidemiyolojisi

Status epileptikus insidansinin ABD’de 100.000’de 18 oldugu tahmin edilmektedir.
Status epileptikus her yas grubunda goriilmekle birlikte en sik siit ¢ocugu, kiiglik
cocuklar ve yashilarda rastlanilmaktadir. Epilepsi hastalarinin %10 ile %?20’si

yasamlarinin bir ddneminde SE gegirirler.



Status epileptikus geciren hastalarin nobet remisyonuna girmesi daha az beklenir (24-
26). Status epileptikusa bagli mortalite dogrudan SE’tan ziyade etyoloji ile iliskilidir ve
mortalite %20-25 olarak bildirilmistir (27).

2.2.2 Status Epileptikus Etyolojisi

Iki grupta etyolojiyi inceleyebiliriz. Status epileptikus nedeni olarak yeni bir santral
sinir sistemi(SSS) hasar1 olmayan grup (statik) ve akut SSS hasarina baglh olanlar
olarak ayirt edilir. Ucte biri idiopatiktir. Status epileptikusun iigte ikisi akut presipite
edici faktorlere baghdir: sistemik, metabolik bozukluklar, alkol ve ilag¢ kotii kullanima,

hipoksi, kafa travmasi, enfeksiyon, inme veya tiimore bagli serebral lezyonlar.

Tablo 4. Status epileptikus etyolojisi

Grup1

- Epilepsisi olan hastalarda ndbetlerin tekrarlamasi

- Alkol veya ilag bagimlilig

- Tlaglarin ani kesilmesi

- Cesitli veya belirsiz nedenler

Grup 2

- Metabolik anormallikler: hiponatremi, hipokalsemi, tiremi, hipoglisemi, ilag

intoksikasyonu

- Akut serebrovaskiiler olay

- Santral sinir sistemi neoplazmi1

- Akut travma

- Santral sinir sistemi enfeksiyonlari

2.2.3 Status Epileptikus Fizyopatolojisi

Son 20 yil igerisinde SE konusunda, birgok gelismeler olmakla birlikte SE
patofizyolojisini anlamamiza yoOnelik gelismeler sinirli kalmistir. Statusu baslatan
norofizyolojik olaylar silsilesinin izole nobetleri baslatan hadiselerden farkli olmadigi
genel kabul gormektedir. Nobetlerin baglamasinin  eksitatuvar ve  inhibitor

norotransmitterler arasindaki dengenin bozulmasiyla olusmasi muhtemeldir. Bu durum



anormal noral impulslarin ortaya ¢ikmasina neden olur. Epileptogenezde eksitasyon ve
inhibisyon arasindaki dengenin bozulmasi ile ilgili hipotez GABAerjik fonksiyonlarin
azaldig1 seklindedir. GABA inhibitdr ndrotransmitter maddeler i¢inde en dnemlisidir ve
nobeti sonlandirmada anahtar rol oynar. Epileptik insan ve hayvanlarda GABAerjik
norotransmisyonun  blokaji, artmis eksitasyonun yolunu acar. Glutamaterjik
mekanizmalarin roliine gelince, bunlardan NMDA reseptorleri eksitotoksisiste
gelisiminde en ¢ok suglanan reseptorler olup, bunlarin uyarilmasi ile hiicre igine
kalsiyum girisine neden olur. Noron i¢ine asir1 kalsiyum girisi hiicre olimii ile
sonuglanir. Ayni bulgular nobetler ve SE i¢in de gecerlidir. Dentat graniil hiicreler
tizerindeki GABA A reseptorlerinin elektrofizyolojik 6zellikleri ile ilgili ¢aligmalar
burada, ndbetlerin siiresi uzadikga, reseptorlerin diazepama(DZP) duyarliliginda
belirgin bir degisim gozlenmesi seklindedir. Bu durum noronal plastisitenin SE’da da
gecerli oldugunu diisiindiirmektedir (28). GABA A reseptorleri, statusun siiresi
uzadikca DZP’a duyarlilikta Onemli bir degisiklik gosterirler. Calismalar
benzodiazepinlerin(BDZ) ve barbitiiratlarin azalan etkisinin tam tersi olarak ketamin
gibi NMDA antagonistlerinin daha etkili olabilecegine isaret etmektedir. Bu da SE’da
GABAerjik inhibisyonun giderek bozulmasi ile iliskili goziikmektedir. SE ne kadar
uzun siirerse kontrolii o kadar giictiir gergegi, birbirini izleyen bozukluklar silsilesinin

gelismesi ile ilgili goziikmektedir (29).

Bunlar i¢inde GABAerjik inhibisyonun bozulmasi ve NMDA reseptor iizerinden
yonlendirilen uyarilmanin serbest kalmasi sayilabilir. Bu goézlemler birlikte
degerlendirildiginde, noral aglarda sliregiden nobet aktivitesinin molekiiler ve hiicresel

diizeyde "plastik” oldugunu kuvvetle telkin etmektedir (29).
2.3 EPILEPTIK NOBETLER VE NORONAL HASAR

Epileptik nobetler noronlardaki hipersenkron aktivitenin yol agtigi gegici fizyolojik
disfonksiyonlara yol agarlar. Epilepsinin etyolojisi cogunlukla tam olarak bilinmez ve
kriptojenik ya da idiopatik olarak adlandirilir. Tiimor, malformasyon gibi patolojik bir
duruma bagl olarak gelistiyse semptomatik olarak adlandirilir. En az 40 ¢esit epilepsi
sendromu tanimlanmasina ragmen, epilepsi genel olarak jeneralize ve fokal(parsiyel)
olmak iizere iki ana baslikta incelenir. Temporal lob epilepsisi eriskinlerde en sik

goriilen ve nobetlerin inatg1 bir sekilde devam ettigi epilepsi tiiriidiir. Temporal lob
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epilepsili hastalarin iigte birinde nobetler antiepileptik ajanlara direnclidir. Epilepsi ve
beyin hasar1 arasindaki baglanti eskiden beri bilinmekte olup klinik-néropatolojik
korelasyon gdstermektedir. ilaca direncli epilepsi hastalarin yaklastk %70’inde temporal
lob patolojisi mevcuttur. Deneysel modeller ve klinik ¢alismalar uzamis nobetlerin ya
da SE’un beyinde uzun vadede ndronal hiicre 6liimiine yol acabilecegini gostermistir.

Hiicre kayb1 diger limbik alanlarda,

serebellumda, serebral kortekste yaygin bir sekilde goriilebilmesine ragmen en siklikla

hipokampusun ammon boynuzunda izlenmistir (30).

Klinik pratikte epilepsinin sonuglarini ve sebep olan durumlari birbirinden ayirt etmek
zordur fakat nobetlerin tetikledigi noronal hasarlarin  molekiiler yolaklarimin
mekanizmalarin1 tanimlamak dikkate alinmasi gereken bir durumdur. Ciinkii bu
mekanizmalarin daha anlasilir hale gelmesi epilepsideki hasari ve kognitif yikimi sadece
azaltmakla kalmayip aym zamanda beyin hasarindan sonra meydana gelen

epileptogenezi etkileyecektir (30).
2.3.1 Apopitoz

Inme ya da SE gibi beyin hasarina ikincil olarak gelisen néronal hasar ve néronal 6liim
ile ilgili mekanizmalar; programli hiicre 6liimiiniin bir pargasi olan apopitoz ile iliskili
olarak tanmimlanmistir (31). Apopitoz ¢ok hiicreli organizmalarin normal gelisim
stirecindeki hiicre 6liimiinde fizyolojik bir siiregtir (32). Elektron mikroskobu esliginde
yapilan ultrastriiktiirel caligmalarda apoptoz, bazi tetikleyici durumlar sonrasinda
bliylime faktorii aktivasyonunun azalmasiyla beraber hiicrede meydana gelen iyi
tammlanms tipik morfolojik degisiklikler olarak tanimlanmustir. Iyi tanimlanms ana
ozellikler ise; kromatin ipliklerin bir araya toplanmasi, hiicre i¢i organel biitlinliigliniin
korunmasi1 ve apoptik cisimcik adi verilen zarla cevrili hiicre igeriginin olugmasi
seklinde sayilabilir. Apoptoz diizenli bir molekiiler kaskad esliginde gergeklestirilir.
Tipik olarak enerji bagimlidir ve yeni gen transkripsiyonu gerektirir. Apoptozun caspase

ve Bcl-2 olmak tizere iki major gen diizenleyici ailesi vardir (33).

Caspase-3 nobetlerin tetikledigi néronal hasar ve nodronal hiicre oliimiinde apoptoz
diizenleyicileri arasinda en c¢ok c¢alisilan belirleyicidir. Epileptik ndbetlerden sonra

hipokampusta ve ekstrahipokampal alanlarda caspase 3’c¢ ait MRNA ve protein sentezi
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indiiklenmektedir (34,35). Bircok calismada ndbet sonrasi caspase 3 aktivitesinde artis
gosteren bulgularin yani sira bazi c¢alismalarda ise nobetlerden sonra caspase 3
aktivitesinde artis gosterilememistir (36,37). Yapilan calismalarda apoptotik yolagin
aktivitesi, SE gibi ndronal hiicre hasarimi tetikleyen durumlarin akut déneminden
sonraki epileptogenez siirecinde de devam ettigi gozlenmistir. Caspase 3 ve caspase

6’nin aktivitesinin belirgin oldugu, 6zellikle caspase 3’iin

néronal hasar baslangicindan itibaren bir hafta sonrasina kadar aktif rol oynadigi

gbzlenmistir (38,39).
2.3.2 Nekroz

"Nekrotik hiicre 6liimi” ya da "nekroz” morfolojik olarak hiicre hacminin artmasi,
organellerin sismesi ve plazma membraninin yirtilmasi ve sonrasinda hiicre igi
iceriginin kaybi ile karakterizedir. Uzun zamandir nekroz; hiicre oliimiiniin sadece
kontrolsiiz bir formu olarak tanmimlanmistir fakat son yillarda bu durumun bdyle
olmadig1 anlasilmaya baslanmistir. Nekrotik hiicre oliimiiniin gergeklesmesi bir takim
katabolik mekanizmalar ve sinyal ileti yolaklarinda ince bir sekilde diizenlenme
sonucunda meydana gelebilecegi goriisii hakim olmaya baslamistir. Bu tanimlama
konusunda net bir goriis birligi saglanamamasina ragmen bazi yazarlar ** nekroptozis ©’
tantmin1 daha uygun gormektedirler. Biyokimyasal anlamda nekroptozis kontrolsiiz
rastgele hiicre oOlimi ile programli hiicre oOliimii arasinda bir spektrum olarak

tanimlanmaktadir (40,41).

Bazi mediyatorler, organeller ve hiicresel progesler nekrotik hiicre oliimiinde rol
almaktadir fakat bunlarin birbirleriyle nasil bir diizen ve iliskide olduklari hala net
olarak anlasilamamistir. Nekroza yol acan maddeler hala tam olarak acikliga
kavusturulamamistir. Yine de bu tanimlama eslenmemis reaktif oksijen materyalleri,
nitrotoksisite, oksidatif stres, lizozomal degisiklikler ve mitokondriyal mebran
gecirgenligi gibi mitokondriyal degisiklikleri igermektedir. Bunlarin varliginda sitozolik
kalsiyum konsanstrasyonu artmakta olup mitokondriyal asir1 yliklenmeye bagli calpain
ve katepsinler gibi non-caspase proteazlarin aktivasyonuna yol agmaktadir (42,43).
Tamaminda olmasada genel olarak nekrotik hiicre dliimiiniin ¢ogu érneginde esas rolde

serin/treonin kinaz oldugu ortaya konmustur (44).
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Nobetlerin noronal hiicre oliimiinii tetikledigi sayisiz c¢alismalarla ortaya konmus
olmasina ragmen bunun altinda yatan mekanizma tam olarak anlasilamamustir. Erigkin
beyinde nekroz ndronal 6liimiin dominant formudur. SE modellerinde apoptoz immatiir
noronlarda ana Oliim mekanizmast iken nekroz — matlir noéronlarda ana Oliim
mekanizmasi olarak goze carpmaktadir. Bu durum maturasyon derecesinin ndbetlerle
tetiklenen hiicre Oliimiiniin tipini belirlemede ©Onemli bir parametre oldugunu
gostermektedir. Klasik bir bakisla nekrozun pasif bir siire¢ olup sistematik sekilde hiicre
oliim mekanizmasini gerektirmedigine inanilir. Bu nedenle SE’un deneysel modelleri

bize nekrozun bazi aktif formlarmin olup olmayacagi konusunda yol gosterecektir (45-

47).

SE’un birka¢ hayvan deneyi modellerinde eriskin rat beyninde nekrozun; ndronal
Olimiin dominant formu oldugu gosterilmistir. Kainik asitin sistemik uygulanmasi ya da
lityum-pilokarpin uygulanarak olusturulan SE modelinde eriskin ratlarda nekrozun
hipokampus, amigdala, entorinal, priform ve frontal korteks gibi beynin farkli

alanlarinda 24. saat ve 7. giinler arasindaki siirede izlendigini gézlenmis (45-47).

Eriskin beyninde nobetlere bagli néronal Sliimiin esas sekli nekroz iken apoptotik
morfolojiler birka¢g SE modelinde tantmlanmistir. Bu nedenle apoptotik mekanizmalarin
rolii ihmal edilemez (48-50). Immatiir beyinde de epileptik ndbetlerin ndronal hasar
tetikledigi bilinmektedir (51-55). Status epileptikus sonrasi immatiir beyinde hem
apoptotik hem de nekrotik morfolojiler 151k ve elektron mikroskobisi altinda tespit
edilmislerdir. 14 giinlik ratlarda Apoptoz ozellikle hipokampusun dentat girus ig
graniiler hiicrelerde izlenmistir (51,56). Ayni ratlarda SE’un indiikledigi néronal hasar
hipokampusun CA1 piramidal hiicre tabakasinda yaygin bir sekilde izlenmistir. Status
epileptikustan 24 saat sonra CAl’deki 50 hiicrenin 47sinde nekrotik morfoloji
saptanmis. 72 saat sonra ise 50 hiicrenin tamaminda nekrotik morfolojiye rastlanmis. Bu
veriler; immatiir beyinde SE sonrasi noronal hiicre hasarinin esas seklinin “nekroz”

oldugunu desteklemektedir (57-59).

Deneysel SE modellerinde nekrotik morfolojideki ndronlar; Bax immiinreaktivitesi,
caspase expresyonu ya da caspase bagimsiz programli hiicre 6liimii sergilemislerdir (57-
59). ilging olarak temporal lob epilepsili hastalarda hasarli noronlarda caspase 3 niikleer

ekspresyonu ve Apoptosis-inducing Factor (AIF)’in niikleer translokasyonu izlenmistir

13



(60). Bu durum “apoptotik faktorler nekrotik siirece aktif olarak dahil mi?” ya da "bu
faktorlerin expresyonu yeni bir 6liim mekanizmasina mi isaret ediyor” sorularini akla
getirmektedir. Bazi deneysel modellerde caspase inhibitorleriyle ndronal nekrotik
stirecin azaltilmasi, apoptotik faktorlerin néronal nekrotik siiregte aktif rol oynadigini

gostermektedir (56,61-63).

Apoptotik ndronal Olim, programli hiicre Olimii siirecinde rol alan hiicresel
programlarin ise karistigi aktif enerji gerektiren bir siiregtir. Sistein proteaz ailesinin
liyesi olan caspase’larin siirece dahil oldugu ve genel olarak ekstrinsik ve intrinsik
olmak tizere 2 yolagin oldugu bir siirectir (64). Ekstrinsik yolak aktif oldugunda ilk
basamak Tiimor nekroz faktor(TNF) ailesinin ekstraselliiler hiicre 6lim reseptorlerinin
aktivasyonudur. Tiimor nekroz faktor aktive olunca sirasiyla caspase 8’i ve sonrasinda
caspase 3’1 aktif hale getirmektedir. Caspase ‘lar proteolitik etkiyle hiicreleri 6ldiirtip,
DNA’sim1 parcalamaktadir. DNA tamir enzimlerini inaktif hale getirmektedirler ve
boylece hiicrenin iskelet yapisi bozulmaktadir. Intrinsik yolda ise mitokondriler
sitokrom c’yi sitozole salarak dnemli rol oynamaktadir. Sonug¢ olarak bu yolakta 6nce
caspase 9 sonra da caspase 3 aktif hale gelmektedir (65). Biitiin bu ¢alismalardan ¢ikan
sonuglar; bu progeslerin sadece apoptotik bir siire¢ olmayip nekrotik sekilde gerceklesen

noronal 6liimiin bir parcast oldugudur (61,63).

Immatiir ratlarda yapilan bazi SE modellerinde hipokampusun CAl bélgesinde énce
caspase 8 ve ardindan caspase 3 aktivasyonu izlenmis, immiinohistokimyasal
caligmalarda bu bolgedeki caspase 3 immiinreaktivitesindeki noéronlar nekrotik
morfoloji sergilemistir, bu sonug¢ caspase 3 aktivasyonunun ayri bir hiicre hasari
kavrami degil de nekrotik siiregte eslik eden bir durum olduguna isaret etmektedir. Tiim
bu bilgiler dolayli olarak “programli nekroz” seklinde adlandirabilecegimiz beyin hasari
modelini ortaya ¢ikarmaktadir. Erigkin ratlarda kainik asitle olusturulan SE modelinde
iki tip piramidal hiicre 6liimii izlenmistir. CA1 bolgesinde erken donemde nekroz ve
sonraki donemde caspase 3 bagimli hiicre 6liimii izlenmistir. Caspase 3 aktivasyonu
izlenmesine ragmen 1. , 3. ve 7. gilinlerde apoptotik morfolojiye hi¢ rastlanilmamistir
(47). Yine bu calismadan da anlagilacagi iizere CAl bdlgesinde noéronal Oliimiin

apoptoz degilde nekrotik yolla gerceklestigi ortaya ¢ikmaktadir.
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Eriskinlere nazaran, immatiir beyinde hasar sonrasi apoptoz meydana gelmesi daha
olasiliklidir (66). Bunun gerekgesi yas bagimli apoptotik 6liim faktorlerinin az miktarda
olmasiyla agiklanabilir (67,68). Yavru ratlarda lityum-pilokarpin ile olusturulan SE
modelinde aym tip nobetler iki farkli caspase yolaginin iki farkli 6liim bi¢imine yol
actig1 gortiilmiis. Ekstrinsik yolak CA1 bolgesinde nekroza yol agarken intrinsik yolakta
caspase 3 ve 9 aktivasyonu Dentat girusta apoptoza yol actig1 gozlenmis. Bu sonucun
olas1 bir agiklamasi bu iki ndronal yapinin maturasyon derecelerinin farkli olmasiyla
izah edilebilir. Yine bu ¢alismada dentat girustaki aktif caspase 3 immiinreaktivitesi
gosteren hiicreler immatiir 6zelliklere sahipti. Bu hiicreler immatiir néron belirteci olan
doublekortin exprese ediyorlardi. Immatiir dentat girus hiicreleri apoptoz araciligiyla
noronal hasar ve oliime, CAl bolgesindeki hiicrelere nazaran daha duyarlidir. CAl
piramidal hiicreler daha erken donemde maturasyon sergilemektedir. Bu bulgular
1s18inda  hiicre maturasyonunun derecesi hiicre o6liim sekliyle iligkili olabilecegi

sOylenebilir (69-71).
2.4. STATUS EPIiLEPTIiKUS VE HiIPOKAMPAL GABA A RESEPTORLERI

Status epileptikusun kisa nobetlerden farkli ve uzun siireli olmasinin altinda yatan temel
mekanizma hala tam olarak belirlenememistir. Ancak birkag genel bakista SE’un
patofizyolojisi agiklanmaya calisilmistir; hipokampus SE siiresince siirekli aktif halde
bulunmaktadir. Hipokampusta GABA aracili inhibitér sistemin baskilanmasi SE’un
ortaya ¢ikisinda kritik bir 6neme sahiptir. Glutamaterjik eksitator sinaptik transmisyon

SE’un devaminda 6nemli rol oynamaktadir (72).

Gabaerjik inhibisyonun azalmast SE gelismesine yatkinhk saglar, GABA
inhibisyonundaki artis ise SE’u baskilamaktadir. Barbitiirat ve BDZ’ler SE tedavisinde
kullanilmakta olup etkilerini esas olarak GABA A reseptorleri lizerinden gosterirler.
Ancak nobet siiresi uzadik¢a hastalar BDZ’lere direngli hale gelirler, sonrasinda da
barbitiiratlar cogu zaman bu tip direngli SE’ta kullanilmaktadirlar. Son zamanlarda
yapilan calismalarda ¢ikan sonuglara géore GABA A reseptorlerinin farkli izoformlari
olup bunlar BDZ’lere farkli duyarliliktadirlar. Barbitiiratlara ise ayn1 duyarhliktadirlar.
Iki grup ilacin etkilerinin farkli olmasinin altinda yatan neden bununla aciklanabilir.

Ayrica GABA A’nin ratlarda SE esnasinda hizli bir sekilde fonksiyonel plastisite
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gosterdigi  gozlenmistir. Status epileptikus boyunca ndbetleri sonlandirmada

benzodiazepinlerin potensi azalmaktadir (72).

Hayvanlarda SE seyri boyunca diazepama olan duyarliligin azalmasina hipokampusun
dentat girusundaki graniiler hiicrelerde  GABA A reseptorlerinin  fonksiyonel
ozelliklerinin degisimi eslik etmektedir. Dentat graniiler hiicrelerdeki GABA A
reseptorleri SE boyunca diazepama azalmis duyarlilik egilimi sergilemektedirler.
GABA A reseptorleri SE sirasinda bir¢cok antiepileptik ilacin etki ettigi alandir. Bu
bilgiler altinda hipokampustaki GABA A reseptorlerinin SE esnasinda 6zellik ve
fonksiyonlarinin  degiskenlik gosterdigi  diisiiniilebilir. Bu nedenle GABA A
reseptorlerinin fonksiyonel Ozelliklerini ve SE’un bu reseptorlerin 6zelliklerini nasil
etkiledigini anlayabilmek ayni zamanda SE’un patogenezini ve tedavisini ortaya

koymaya yardimci olur (72).

GABA SSS’nin major inhibitér norotransmitteridir. GABAerjik néronlardan salinir ve
GABA A GABA B GABA C olmak iizere alt tipleri vardir. GABA A reseptorleri
SSS’deki hizli inhibisyonu saglamada ana role sahiptir. GABA A reseptorlerinin 6 alt

sinifa ayrilmaktadir. Bunlar a, B, v, 8, €, m olarak adlandirilmistir (72).

GABA A’nin farmakolojik ozellikleri subunit subtiplerinin kompozisyonlarina bagli
olarak degiskenlik gostermektedir. Benzodiazepinlere olan duyarlilik; alfa subtipinin

beta ve gamma subtipiyle olan farkli kombinasyonlarina bagli olarak degismektedir
(72).

GABA A’nin major pargalart a 1, a 2, B2 ve B3 olup a 1 subtipinin dogum sirasinda
immiinreaktivitesi diisiiktiir ve beyinde sinirlt birka¢ alanda bulunmaktadir. Dogumdan
sonraki ilk haftalarda miktar1 dramatik olarak artar. Buna zit olarak o 2 subtipinin
immiinreaktivitesi dogum esnasinda belirgindir ve beyinde genis bir alanda yaygin
olarak bulunur. Bu veriler GABA A reseptorlerinin postnatal donemdeki gelisim
siirecinde subtiplerinin kompozisyonlarinin ve miktarinin degistigini ve GABA A
reseptorlerinin immatiir ve matiir rat beyinlerinde farkli molekiiler yapiya sahip

olduklarimi gostermektedir (73).

Status epileptikus rat hipokampusundaki GABA A reseptor subtiplerinin normal gelisim

sirecindeki ekspresyonunu kisitlamaktadir. Subtiplerin ekspresyonundaki normal
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gelisimsel degiskiligin olmamast durumunda ise (6zellikle al ve o2 subtiplerinin
arasindaki degisim iligkisi) uzun vadede bir takim sonuglara yol agmaktadir. Bunlardan
birisi inhibitdr sinaptik transmisyon maturasyonunun bozulmasidir. al subtipinin
expresyonu inhibitdr sinapslarin dayaniklilig: ile ilgili rol listlenmis olup al subunit
miktarinin azalmasi dendritik sinapslarin gelisiminde bozulmaya yol agmaktadir. Buna
zit olarak ise inhibitor sistemin saglikli bir sekilde c¢alismasi i¢in a2 subtipinin

expresyonunda azalma olmasi gerekmektedir (74).

Status epileptikus gibi eksitasyon durumlart ol ve o2 subtiplerinin fizyolojik
degisikligini engellemektedir. Bu durum degisik reseptor fenotiplerinin dolayisiyla da

degismis farmakolojik profillerin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (74).
2.5. OGRENME VE BELLEK
2.5.1 Ogrenme ve Ogrenme Tipleri

Ogrenme, insanin dogdugu giinden oliinceye kadar devam eden, gelisim diizeyine ve
bireysel ozelliklerine gore gerceklesen kapsamli ve karmasik siirecler zinciridir. Bilissel
gelisim bebeklikten yetiskinlige kadar bireyin g¢evreyi, diinyayr anlama ve diigiinme
yollarinin daha kompleks ve etkili hale gelme siirecidir. Bellek bilgilerin depolanmasi
ve geri cagirilmast ile ilgili 6zel bir biligssel fonksiyondur. Bu baglamda bellek,
O6grenmenin birinci kosuludur (75). Deneysel yontemlere bagh smiflandirmada iki

ogrenme tipi vardir:
2.5.1.1 Baglantih Olmayan Ogrenme (Nonassosiatif Ogrenme)

Tek bir uyaranin tekrarlanarak veya bir defa uygulanmasiyla olusur. Bu 6gretmede
Ogrenilen olay veya informasyonlarm birbiriyle iliskisi gerekli degildir. Baglantil
olmayan Ogrenmenin ise habituasyon (aliskanlik) ve sensitizasyon (duyarlilik) olmak

tizere iki formu vardir.
2.5.1.2 Baglantih Ogrenme (Assosiatif Ogrenme)

Bir uyaran ile bagka bir uyaran arasindaki iligkinin 6grenilmesine veya bir uyarim ile
cevap iliskisinin 6grenilmesine dayanir. Kosullu 6grenme de denilen bu tiir 6grenmenin

ise klasik kosullandirma ve enstriimental kosullandirma formlar1 vardir (76).
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2.5.2 Bellek ve Evreleri

Bellek beynin, 6grenme igin gerekli on kosul olan bilgilerin depolanmasi ve geri

cagirilmasi yetenegini gosterir. Bellek 3 temporal evreye ayrilir.

A)

B)

C)

Ik Evre: Anlik bellek siireci olarak isimlendirilir. Anlik bellek aktif ezberleme
olmaksizin kisinin farkinda olmadan bilincinde tutabildigi bilgi miktarini
gosterir. Anlik bellek uzun siireli bellege doniistiiriilmedikge saniyeler ya da en
fazla dakikalar siirer.

Orta siireli evre: Bu bellek kelimeler ve olaylar gibi bazi belirli 6geleri kayit
etme ve birkag dakika veya saatlik beklemeden sonra geri ¢agirma yetenegini
icerir. Bellegin bu tipi i¢in dekleratif ya da epizodik bellek es anlamli olarak
kullanilmaktadir. Bellegin bu ikinci evresi, hipokampus ve medial temporal lob
icinde parahipokampal bolgenin fonksiyonuna ihtiya¢ duyar. Bu evrede hem
depolama hem de geri ¢agirma islemi yapilir. Bu bellekte saklanan anilar,
bellekteki izleri daha siirekli hale getirilmezse zamanla kaybolurlar, siirekli hale
getirilirse uzun siireli bellek olarak siniflandirilir.

Uzun siireli evre: Remote bellek olarak da adlandirilir. Gegmise iliskin bilgiler
sorgulanir. Bilgilerin bu uzun siireli hafizaya yerlesimi ¢ok uzun bir siire alir.
Bunun i¢in sik tekrar gerekir. Uzun donemli hafiza hi¢bir zaman dolmaz, snirsiz
bir kapasitesi vardir. Uzun siireli hafiza sinir sisteminde néronal baglantilarin

kalici, fonksiyonel, biyokimyasal ve yapisal degisikliklerini gerektirir (77).

2.5.3 Hipokampus

Kiiciik boyutuna ragmen kognitif islevler agisindan son derece 6nemli olan bir organdir.

Hipokampus ve ona bagli temporal lob yapilar1 serebral korteks, amigdala, hipotalamus,

mamiller cisim gibi temel limbik sistem bolgeleriyle sayisiz indirekt baglantilar gosterir

ve hipokampal formasyon adini alir. Hemen her tiirlii duyusal deneyim hipokampusun

kiiciik

bir kismin1 aktive eder. Beynin hangi kisminin bellek ile en yogun iligkisi

oldugunu arastiran calismalar basta hipokampuslar olmak iizere temporal loba isaret

etmektedir. Hipokampus bu yapinin girdi iinitesi olan subikulum gelen dusal kortikal

sinyallerin degisik yollardan gegerek sonunda kendisine dondiigii devrenin merkezi

parcasidir. Kognisyon yoniinden biiyiilk onem tasiyan bu devre Papez devresi olarak

adlandirilir. Papez devresinde sinyaller serberal korteksten subikulum araciligiyla
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hipokampusa oradan da forniks araciligiyla mamiller cisime, mamiller cisimden
mamillotalamik trakt araciligiyla talamusa ve son olarak da talamustan singulat girusa
ulagsmaktadir. Bu girusta islenen sinyaller, singulum yoluyla hipokampusa geri
donmektedir. Papez devresinin baglica islevi kisa siireli bellegin uzun siireli bellege
doniistiiriilmesidir. Bu devre ayrica serebral korteksin singulat girus araciligi ile
hipokampusu, hipokampusunda hipotalamusu etkilemesine yol agarak bazi duygularin
disa vurulmasi sirasinda ortaya c¢ikan otonom faaliyetlerin diizenlenmesinde rol

almaktadir (78).
2.5.3.1 Hipokampusun Anatomisi

Hipokampus, temporal lobun i¢ yiizeyinde bulunan ve 6nden arkaya dogru yay ¢izerek
uzanan yaklasik 4 cm uzunlukta bir yapidir. Hipokampus yapisal 6zelliklerinden ve
beyin sapi ile iliskisinden yola ¢ikilarak kiire seklinde bir bas, tiniform bir gévde ve ince
bir kuyruk olmak {iizere {i¢ kisimda incelenir. Hipokampal bas beyin sapinin 6niinde
bulunmaktadir. Hipokampal govde beyin sapmna komsuluk gdosterir. Bu bolge
hipokampusun elektrofizyolojik ve kognitif korelasyonlar olusturmak tizere kantitatif
amagh histopatolojik ve MRG incelemelerinde kullanilabilecek en giivenli bolgedir.
Hipokampal kuyruk beyin sapinin arkasinda bir yay olusturmaktadir. Gévde ve kuyruk
tizerinde alveus adi1 verilen bir yapt bulunur. Alveus hipokampal aksonlarin izledigi ana
eferent yolu olusturmaktadir. Bu yap1 daha sonra beyne uzana ve forniks adi verilen
akson demetlerini meydana getirmektedir. Hipokampusun govdesi birbirine kenetlenmis
U-seklinde iki yapidan, ammon boynuzu (cornu ammonis) adi verilen (ters —U) ve

dentat girustan (normal-U) olusmaktadir (78).

Hipokampusun anatomisi
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Resim 1: Hipokampusun anatomik yapisi
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Bu iki yap1 dar bir hipokampal yarik(sulkus) ile birbirinden ayrilmistir. Ammon
boynuzu, kendisini olusturan néronlarin farkli gériiniim ve baglantilar1 nedeniyle CAl,
CA2, CA3 ve CA4 olarak adlandirilan ve aralarinda kademeli bir gecis bulunan dort alt
alanda incelenmektedir. Bu bolgelerin histolojik ayrimi kabaca asagidaki yapisal
kriterlere paralellik gostermektedir. Subikuluma komsu olan CA1 Ammon boynuzunun
yan kolunu yapar ve bu alanlarin en biiyiigiidiir. CA2 Ammon boynuzunun i¢ ve yan
arasinda yer alan ist biikiintiiyii olusturur. CA3, Ammon boynuzunun dentat girusun
icine dogru giris yaptigi biikiintiisiinde yerlesmis olup i¢ kolu yapar ve CA4 ise Ammon
boynuzunun dentat girus igerisinde bulunan kismidir. Dentat girus ammon boynuzunun
CA4 bolgesini ¢evrelemekte, CAl, CA2, CA3 ve subikulumdan hipokampal yarikla
ayrilmaktadir (78).

2.6. UZAMIS EPILEPTIiK NOBETLERIN KOGNiSYON, EPILEPTOGENEZ
VE HUCRE HASARI ACISINDAN MATUR VE IMMATUR BEYINDE
ETKILERI

Infant ve g¢ocuklar, eriskinlerle karsilastirildiginda ndbet agisindan daha yiiksek risk
tagimaktadirlar. Cocukluk caginda gegirilen birgcok ndbet benign olmasi ve uzun
donemde etkilerinin fazla olmamasina ragmen, deneysel hayvan modellerinden elde
edilen veriler giiclii bir sekilde sik veya uzamis ndbetlerin gelismekte olan beyinde uzun
vadede sekellere yol agtigin1 gostermektedir. Bazi nobetler ndronal hiicre kaybina yol
acmaktan ziyade kortikal ag yapr ve baglantilarinda fonksiyon bozukluguna yol
acmaktadir. Sonu¢ olarak ndbetlerin yarattigi etkiler yas ile oldukca baglantilidir.
Nobetler immatiir néronlarin yapilanmasinda, migrasyonunda, sinaps olusumu gibi
durumlarda yas ile baglantili olarak farklilik gostermektedir. Bu farkli etkinin insan
beyninin erken gelisimsel doneminde de s6z konusu olmasi 6nemli bir durumdur.
Gegirilen bir ndbet; sonraki nobetin olusumunu tetikleyip ve gelisim siirecinde
degisikliklere yol agip epileptogeneze yatkinlik saglamaktadir (79). Kortikal
baglantilarin gelisimi silirecinde; immatiir hiicrelerin kii¢iik ya da organize olmamis
baglantilar evresinden, aktif ve organize olmus, fazlaca sinaps olusturmus yapilar haline
geldigi bir gecis donemi s6z konusudur. Bu gegis evresi birtakim ekstrinsik ve intrinsik
faktorler tarafindan yonetilirler. Nobetler bu faktorleri etkileyerek kalici hasarlara yol
acabilmektedir. GABA, eriskin beyninde kortikal yapt ve baglantilarinda major

inhibitor sistem olup immatiir dénemde eksitator role sahiptir, ¢linkii immatiir yapilarda
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hiicre i¢i klor miktar1 matiir yapilara gore daha fazladir. Depolarizasyondan
hiperpolarizasyona gecis intraselliiler klor miktariyla iliskili olup, intraselliiler klor
miktart yasa bagli olarak degismektedir. Hiicre i¢i klor miktar1 ve dolayisiyla
GABA’nin inhibisyon etkinligi yas ile birlikte Klor Ko-Transporter(KCC2)’1n artmis
maturasyonuna ve fonksiyonuna baglidir. Cilinkii hiicre i¢i klor konsantrasyonu Klor
Ko-Transporter ile belirlenmektedir. KCC2, GABAerjik sinaps yogunlugu ve hiicre igi
klor konsantrasyonu GABAerjik inhibisyonun etkinligini belirleyen faktorlerdir (79).

Hayvan deneyleri immatiir beyinin SE ya da tekrarlayan ndbetler sonrasi patofizyolojik
sonuclar acisindan matiir beyine gore farkliliklar gosterdigini ortaya koymustur (80).
Erigkin hayvanlarda SE, hipokampusun CA1,CA2 ve dentat girusunda hiicre kaybina
yol agmaktadir (81). Hiicre kaybmin yani sira uzamis ndbetler ya da SE eriskin
beyninde sinaps reorganizasyonunu ve hipokampustaki CA3, CA1 gibi bolgelerindeki
hiicre aksonlarinda “* yosunsu lifler * ad1 verilen anormal biilyimelere yol agmaktir (82-
84). Bunlara ilaveten SE adult ratlarda uzun vadede 6grenme, hafiza ve davranig
alaninda defisitlere yol agmaktadir (85-87). Buna zit olarak SE sonras1 hipokampustaki
hiicre kaybi1 yoniinden postnatal iki haftadan daha kiigiik ratlar, erigkinlere nazaran daha
az duyarhdirlar (88-90). Hipokampustaki hiicre kaybt SE’un bir sonucu olup postnatal
2. haftadan daha erken donemde olmasit muhtemel degildir (89,91).

Herhangi bir sebeple olusan hasara karsi diren¢ gdsteren immatiir beyin buna paralel
olarak nobetin olusturdugu hasarlara da aym direnci gostermektedir. Immatiirlerin
hipokampusundaki néronlar anoksik hasarlara daha az duyarlidir ve eriskinlere nazaran
anoksik ortamin zararl etkilerine daha fazla direng gosterir (92). Birka¢ faktor immatiir
beyini matiir beynine nazaran SE’nin olusturdugu hasarlara kars1 daha az duyarli hale
getirmektedir (80). Immatiir beyin, glutamatin toksik etkilerine karst matiirlere oranla
daha az duyarlidir (93-95). Bunun muhtemel sebebi, immatiir beyinlerde hiicre igine
kalsiyum girisinin daha az olusudur. Bu goreceli direng aktif sinapslarin daha az
yogunlukta olmasindan kaynaklanmaktadir, ayrica daha az enerji tiikketimi ve hasar
sonrast hiicre Oliimiine yol acan biyokimyasal kaskadlarin heniiz etkin matiiritede
olmamas:1 diger sebeplerdir. Buna ilaveten yenidogan beyninin daha fazla
konsantrasyonlarda "Brain Derived Neurotrophic Factor " (BDNF) bulundurmasi,
nobetlerle iliskili olan proinflamatuar sitokinlerin immatiirlerde daha az olmasi, SE

stiresince GABA sentezinin erigkinlere nazaran immatiirlerde daha iyi korunmus olmasi
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gibi noroprotektif faktdrler immatiir beyinin matiir beyine gore SE ve diger hasarlara

kars1 daha direngli olmasini1 saglamaktadir (96-98).

Status epileptikusun yarattigi davranissal etkiler hayvanin SE geg¢irdigi yas ile iliskilidir.
Status epileptikus gegiren eriskin hayvanlarda 6grenme, bellek, davramis konusunda
o6nemli defisitler olusmaktadir. Oysa postnatal iki haftadan daha kiiciik ratlar SE sonrasi
daha az O0grenme, hafiza ve davranis bozuklugu sergilemektedir (87). Yine benzer
olarak adult ratlarda SE sonrasi spontan ndbet gecirme olasiligi, immatiir ratlarda SE
sonrast spontan nobet gecirme olasiligindan daha fazladir (99). Status epileptikus
sonrasi geng ratlarda glutamat ve GABA reseptorlerinde degisiklik oldugu bildirilmistir.
Zhang ve ark gen¢ ratlardaki SE’'un GABA A reseptor subuniti olan ol’de artmis
ekspresyona yol agtigini bildirmislerdir. Oysa al subiinitindeki degisiklik eriskin
ratlarda SE sonrasi tam zitt1 olarak gergeklesmistir (100). Ozetle sigan deneylerinden
saglanan Oonemli veriler gosteriyor Ki; uzamis nébetler postnatal iki haftadan kiigiik
ratlarda, eriskinlere nazaran daha az hiicre kaybina yol agmaktadir. Hiicre kaybina karsi
azalmis duyarlilik muhtemelen immatiir ndronlarin glutamat toksisitesine karsi azalmis

hassasiyeti ile iliskilidir.

Ancak nobetlerin tetikledigi hiicre kaybinin olmamasi; immatiir ratlarda uzamis
nobetlerin kalict degisikliklere yol agmayacagi anlamina gelmez. Glutamat ve GABA
subiinit konfigiirasyonunda degisiklik olmasi ve farklilasmis ekspresyonu, SE sonrasi
gozlenen degisikliklerden sadece birkagidir. Arastirmacilar i¢in 6nemli olan hangi

degisikliklerin daha zararh oldugunu tanimlayip bunlar1 6nlemeye ¢alismaktir (79).

Klinik ve laboratuar ¢alismalar1 hayatin erken doneminde gegirilen ndbetlerin davranis
problemleri ve artmis epileptogeneze yol actigin1 gdstermektedir. Deneysel sican
modellerinde nobetlerin dogurdugu sonuglar yas, etyoloji, ndbet siiresi ve nobet
sikligina bagl olarak degisebildigini gdstermektedir. Immatiir ratlarda rekiirren nobetler
uzun déonemde 6grenme ve hafiza ile ilgili bozukluklara yol agmaktadir. Bu davranis
degisiklikleri noronal konnektivite, dendritik morfoloji, eksitatér ve inhibitor
reseptorlerin subiinitleri, iyon kanallar1 ve ndrogenezisteki degisikliklere paralel olarak
ortaya ¢ikar. Bu degisiklikler hiicre kayb1 olmaksizin meydana gelir. Kognitif bozukluk
ve beyinde meydana gelen degisiklikler cok iyi gdsterilmesine ragmen, ndbetin sebep

oldugu hasar tam anlamiyla anlagilamamistir. Son c¢alismalar, hiicre diizeyinde
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anormallikler ve buna paralel gelisen davramis degisikligi iizerinde durmaktadirlar

(101).

Uzamis noébetlerin yol agtig1 hiicre kaybina immatiir beyinlerin daha direngli olmasinin
bir sebebide glutamatin immatiir beyinlerde matiirlere nazaran daha az toksik olmasidir.
Mark ve arkadaglar1 yaptig1 bir ¢alismada hipokampusun CAl bdlgesinde hiicre igine
kalsiyum girisinin yas ile iliskili oldugunu ortaya koymuslardir (102).

Postnatal 1-3. Giinlerde glutamatin hiicre i¢i kalsiyum miktarin1 minimal artirirken,
postnatal 21-25. Giinlerde glutamatin hiicre i¢i kalsiyum miktarin1 olduk¢a fazla

miktarda artirdig1 ve hiicrelerde sismeye yol actig1 izlendi (102).

Liu ve arkadaslar1 postnatal 10, 20, 30 ve 60 giinliik ratlarda unilateral olmak iizere
hipokampusun CA1l bolgesine esit miktarda glutamat enjekte etmisler, diger
hipokampusa ise esit miktarda salin enjekte etmisler. Ratlar yedi giin sonra dldiiriiliip,
hipokampal hiicre kayb:r incelenmis; ortaya ¢ikan hipokampal hasarin yas ile oldukca
iligkili oldugunu goérmiisler. 10 giinliik ratlarda hiicre kaybinin en az oldugu, 30 ve 60
giinliik ratlarda ise ayni oranda olup oldukca fazla hiicre kaybinin oldugunu tespit
etmigler (94). Kubova ve arkadaslar1 lityum-pilokarpin ile 12 ve 25 giinliik ratlarda SE
olusturup hafiza bozuklugunu degerlendirmek icin agik alan (open field) testi ve
emosyonel davranisi degerlendirmek icin yiikseltilmig art1 labirent (elevated plus maze)
ve morris su labirenti test uygulamis. 12 giinlikken SE geciren ratlarda SE sonrasi
uygulanan testler; 25 gilinlikken SE geciren ratlara nazaran daha basarili bulunmus
(103). Liu ve arkadaslar1 20 giinliik ratlarda lityum-pilokarpin ile SE olusturup morris
su labirenti testi uygulamislar, kontrol grubundan daha kotii sonuglar elde etmisler.
Ayni testi ratlara Ogrettikten sonra tekrarlamislar; 20 giinliik ratlar bu sefer kontrol
grubuna yakin sonuglar elde etmisler. Ayni testi 40 giinliik ratlara Ogretip tekrar
uyguladiklarinda kontrol grubundan daha kotii sonuglar elde etmisler (104). Tim bu
bilgiler birlikte degerlendirildiginde su sekilde 6zetleyebiliriz: SE’un matiir ve immatiir
beyinde uzun dénemde davranis, hafiza ve 6grenme konusunda farkli sonuclar ortaya
cikarmaktadir. SE SSS’nin majér inhibitdr sistemi olan GABA’yr olumsuz
etkilemektedir. Status epileptikus matiir ve immatiirlerde farkli derecelerde hiicre

hasarina yol agmaktadir.
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2.7. DENEYSEL EPiLEPSi MODELLERI

Epilepsi hastaliginin altinda yatan dinamik olaylar biitiinliinii ag¢iklanmasi, yeni
antiepileptiklerin test edilmesi, uygun tamisal yaklasimlarin ve tedavi modalitelerinin
gelistirilmesi ya da epilepsinin yol ag¢tifi sorunlarin giderilmesi amaciyla yeni
yaklasimlarin ortaya konmasinda farkli epilepsi modelleri kullanilir. Filogenetik
bakimdan insan ile diger memeliler arasinda ka¢inilmaz yapisal ve islevsel farkliliklarin
olmasina ragmen ortak temel mekanizmalarin varligi bu modellerden yararlanmamizin
temel nedenidir ve insanlifin gelisim basamaklarinda bu modellerde yapilan
calismalarin agirlikli rolleri vardir. Bu deneysel ¢abalar, kisa siireli ve tek uyaranla
tetiklenen nobetleri kapsayan akut ndbet ( iktogenez ) modelleri ya da belirli bir siireci
kapsayan, ornegin status epileptikusun tetiklenmesi ile gelisen kronik epilepsi yani
epileptogenez modelleri seklinde olabilir. Spontan ndbetlerin izlendigi epilepsi
modellerinin, epilepsiye yol acan tetikleyici olay1 takiben bir¢ok genin aktive oldugu,
akut ve gecikmis noéronal hasarla beraber, aksonal ve dendritik plastisitenin
gergeklestigi bir siirece olanak tanimasi nedeniyle, insanlarda goriilen olaylari iyi taklit
ettikleri kabul edilir. Hayvan modellerinde beklenen ozellikler; insandaki durumu
davranigsal olarak ve EEG acisindan iyi taklit etmesi, tekrarlanabilir olmasi, niceliksel
ozelliklerinin olmasi, bir laboratuardan digerine farklilik gdstermemesi, farmakolojik
yapisinin insana benzer ozellikler gdstermesidir. Ornegin yasla iliskili olarak izlenen

durumlar, hayvan modellerinde taklit edilebilmektedir (105).
2.7.1 Kindling Modeli

Noral plastisite fenomeni olan kindling ilk kez Graha Goddard tarafindan 1967 yilinda
tanimlanmugstir (106). Boylece tekrarlayan periyodik elektriksel uyarilar ile si¢anlarda
epileptogenez, nérogenez ve Ogrenme lizerine birka¢ on yili etkileyen bir deneysel
yaklagim siireci baglamis oldu. Santral sinir sisteminin limbik yapilar gibi belli bazi
bolgelerine tekrarlayan elektriksel ya da kimyasal uyar1 verilmesi epileptogenez siirecini

baslatmaktadir.
2.7.1.1 Elektriksel Kindling Modeli

Fokal baslayan ve giderek konvulzif nobet olusturma o&zelligi ile epileptogeneze

yaklagim saglayan kindling, tekrarlayan elektriksel ya da kimyasal uyarilar ile ortaya
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cikan nobetlerle karakterize, sekonder jeneralize temporal lob epilepsi modelidir.
Kindlingde temel mekanizma, SSS’nin 6zellikle limbik alanlar gibi belli baz1 yapilara
art-desarj olusturacak esik siddetinde elektriksel ya da kimyasal bir uyaranin
uygulanmasiyla, epileptogenez siirecinin baslatilarak, EEG’de progresif olarak yayilan

ve biiyliyen art-desarjlar ve sonunda konvulzif motor yanitlarin tetiklenmesidir

(107,108).
2.7.1.2 Kimyasal Kindling Modeli

Pentilentetrazol’iin esikalt1 dozlarda (20-30 mg/kg) sistemik yoldan giin asir1 ya da
haftada birka¢ kez olacak sekilde 1-2 ay boyunca uygulanmasiyla, davranigsal ve
elektriksel aktivitenin ilerleyisi sonucu gelisen epielptogenez modelidir. Davranissal
degisiklikler fasial seyirmelerle baslayip, on ekstremite klonusu, geri geri giderken

diisme, jeneralize konvulziyon ve/veya status epileptikus ile karakterizedir.

Nobetlerin derecelendirmesi, 1. evreden baslayip 5. evreye kadar giden davranis

degerlendirme cetveli ile yapilir (108).
2.7.2 Status Epileptikus Modeli

Bu model ile ortaya ¢ikan tablonun, akut nobetlerin ardindan hipokampusta, 6zellikle
dentat girus gibi Orselenmeye duyarli alanlarda hasarlanma, buna eslik eden yosunsu
liflerin filizlenmesi, noronal yeniden yapilanma, davranigsal anormallikler ¢eklindeki
belirtileri ile insanda goriilen temporal lob epilepsisi modelini iyi taklit etigi kabul edilir
(109,110). Birgok uygulama ile 6rnegin pilokarpin, kainik asit, hipertermi, uzun siireli

elektriksel uyar1 gibi, status epileptikus siireci olusturmak miimkiindiir.
2.7.3 Pentilentetrazol (PTZ) ile Olusturulan Akut Nobet Modeli

Pentilentetrazoliin intraperitoneal ya da subkutan enjeksiyonu fare, sigan ve maymunda
davranissal nobetler olusturur. Genelde ilk nobet enjeksiyondan sonraki 20 dakika
icinde ortaya cikar. Bu yontemde test hayvanlarinin %97’sinden fazlasinda konvulziyon
yaratacak PTZ dozu fare ya da sigan i¢in 60-120 mg/kg’dir (108). Pentilentetrazol
fizyolojik tuzlu su soliisyonu i¢inde ¢ozdiiriilerek subkutan ya da intraperitoneal yoldan

uygulanir.
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Pentilentetrazol’iin Etki Mekanizmasi

Pentilentetrazol nonkompetetif bir GABA reseptor antagonistidir ve tekrarlayan PTZ
enjeksiyonu giderek uzun siiren nobetlerin gelismesine neden olur. Pentilentetrazol
GABA A’nin pikrotoksin baglanma bdolgesine etki eder, GABA aracili klor girisini
bloke etmesi ile membran depolarizasyonu olusturur ve devaminda nobet aktivitesinin

giiclenip, siirdiirtilmesine yol acar (111).
2.8 OGRENME MEKANIZMASI UZERINDE YAPILAN DENEYLER

Gelistirilmis davranis testleri ve elektrofizyolojik modeller, 6grenme, hafiza islevleri

deneysel olarak ¢alisilmasina izin veren giivenilir metotlardir.
2.8.1 Davranis Testleri

Davranis testleri kemirgen hayvanlarda spasyal 6grenme ve hafiza performansinin tespit
edilmesi i¢in gelistirilmistir. Deney hayvanlarinda kullanilan 6grenme testleri; T-
labirent, kompleks labirent, sicanlarda ayak soku testi, sartli zitlagma testi, dort levha
testi, merdiven testi, sicanlarda pasif sakinma testi, Skiner kutusu, morris ylizme testi,

acik alan testi ve delikli tahtadir.

Morris ylizme testi spasyal 6grenme ve hafizanin incelenmesinde kullanilan yontem
hem referans hem de ¢alisan hafizanin test edilmesini saglar. Acik alan testi hayvanlarin
spontan motor aktivitesini degerlendiren bir davranis testidir. Cevreyi kesfetme

davranisi, otonom fonksiyonlari ve motor aktiviteyi degerlendirmede kullanilir (112).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 DENEY HAYVANLARI

Bu ¢alismada 20 adet 150 giinliik eriskin (matiir), 20 adet 45 giinliik adolesan ve 12 adet
17 glinliik yavru (immatiir) Wistar tiirii erkek sican kullanildi. Biitiin sicanlar Erciyes
Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi’nden temin edildi.
Sicanlar 12 saat aydinlik-karanlik dongiisiinde serbest sekilde ulasabilecekleri yem ve
su ile beslendiler. Tiim deneyler sicanlarin sirkadiyen ritm degisikliklerinden
etkilenmemesi igin dgleden sonra aymi saatte yapildi. Deneyler Erciyes Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 13.02.2013 tarih ve 13/36 sayili onay1 alindiktan

sonra gerceklestirildi.

Sicanlar kontrol ve status epileptikus grubu olmak iizere iki gruba ayrildi. Kontrol
grubu; eriskin kontrol (n=10) ve adolesan kontrol (n=10) grubu olarak, status
epileptikus grubu ise eriskin status epileptikus (n=10) ve addlesan status epileptikus
(n=10) grubu olarak olusturuldu. Caspase aktivitesi literatiir bilgileri dogrultusunda
status epileptikus meydana geldikten yedi giin sonrasinda kaybolmasi dikkate alindi.
Deney ve kontrol gruplarina uygulanan 6grenme ve davranig testleri 7 giin stirdiigii igin
SE’tan 24 saat sonraki caspase 3 aktivitesini degerlendirmek amaciyla ilave olarak
kontrol grubu (n=6) ve deney grubu (n=6) olmak flizere 12 adet immatiir si¢an
kullanildi. Yavru (immatiir) siganlar GABA A Alfa 1 diizeyi, calpain aktivitesi

yoniinden adodlesan ve eriskin siganlarla karsilastirilarak degerlendirildi.
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Tablo 3.1. Deney Gruplari

Calisma gruplari n= hayvan sayilar1
Eriskin status epileptikus 10
Deney Adolesan status epileptikus 10
Yavru status epileptikus 6
Erigkin kontrol 10
Kontrol Adeldsan kontrol 10
Yavru kontrol 6

3.2. CALISMA YONTEMI

150 giinliik eriskin siganlara, 45 giinliikk adolesan siganlara ve 17 giinliik yavru si¢anlara
intraperitoneal serum fizyolojik (SF) ya da PTZ enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyon
donemi ve biitiin c¢alisma takvimi siiresince hayvanlar kafeslerinde barindirildi.
Enjeksiyonlarin tamamlanmasindan 24 saat sonra deney grubundaki yavru siganlara
caspase aktivitesini degerlendirmek amaciyla norofizyolojik testler uygulanmadan
Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Laboratuari’nda
sicanlarin beyin dokusu kesitleri hazirlandi. Enjeksiyonlarin tamamlanmasindan 72 saat
sonra ise erigkin ve adolesan sicanlara sirasiyla Morris ylizme testi, agik alan testi
uygulandi. Nérofizyolojik testler sonrasinda Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Laboratuari’nda eriskin ve adolesan siganlarin beyin dokusu

kesitleri hazirlandi.
3.3. STATUS EPILEPTIKUS OLUSTURULMASI

Pentilentetrazol ile status epileptikus modeli olusturmak i¢in status epileptikus grubuna
PTZ 35 mg/kg’dan ilk doz yapildi. Status epileptikus meydana gelinceye kadar PTZ
dozlar1 10 mg/kg olmak iizere tekrarlandi. ilk doz ile ikinci doz arasindaki siire 10
dakika; sonraki dozlar arasindaki siire ise bes dakika olacak sekilde ayarlandi.
Pentilentetrazol ~ enjeksiyonu  sonrasinda  hayvanlar ~ 50x20x25  santimetre
biiytikliiglindeki plastik kafese konuldu ve 30 dakikalik gozlem siiresince ndbet
skorlamasi asagidaki gibi yapildi (113) :
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Evre 0: yanit yok

Evre 1: kulaklar ve yiizde seyirmeler

Evre 2: viicuda yayilan konvulzif dalga

Evre 3: myoklonik jerkler ya da arka ayaklar lizerinde saha kalkma
Evre 4: Hayvanin oldugu yere diismesi ile birlikte klonik nébetler
Evre 5: Tekrarlayan siddetli tonik-Klonik ya da 6liimciil nobetler

Evre 4 veya evre 5 nobetin ilk goriildiigii andan itibaren 30 dakika boyunca ndbetin
devam ettigi durumlar ya da evre 4 veya evre 5 nobet olduktan sonra maksimum bes
dakika aralarla myoklonilerin, klonilerin en az 30 dakika devam ettigi durumlar status
epileptikus kabul edildi. Kontrol grubuna ise %0.9 serum fizyolojik intraperitoneal yolla

verildi.
3.4. DAVRANIS TESTLERI
3.4.1. Morris Su Tanki (Morris Water Maze)

Morris su tanki Ozellikle sigan, fare gibi kemirgenlerde yer bulma yetisini (spasyal
O0grenme) degerlendirmek icgin tercih edilen bir diizenektir. Siganlarin uzamsal
ogrenmeleri test etmek amaciyla 131 cm ¢apinda, 44 cm derinliginde Morris su tanki
kullanildi. Deneyler i¢in tank igerisindeki su iiniversal konsantre renk pastasi
(DINCKIM) ile renklendirildi. Su sicaklign 26+2°C derece olarak ayarlandi.
Ogrenmenin test edilmesi periyodunda 10 cm g¢apinda ve silindir seklinde bir platform
suyun bir cm altinda kalacak sekilde, havuz kenarindan 10 cm uzaklikta yerlestirildi. Su
ylizeyindeki sigcanin goriis alaninda olacak sekilde ii¢ ayr1 yonde duvarlara siyah ve
siyah ile kontrast olusturacak sekilde beyaz, kirmizi, sar1 geometrik desenli panolar
platformun bulundugu kadranin arka ve yan duvarlarina asildi. Su tanki hayali dort
kadrana ayrild: ve sicanlar platformun bulunmadig kadranlardan sirasi ile birakildi. Ilk
denemelerde siganin platformu bulmasi i¢in bir dakika yiizmesine izin verilerek
platformu bulmasi beklendi, platformu bulmayr basaramayan si¢anlar yardimla
platforma alindi. Platformda 20 saniye boyunca kalmasi saglandi. Siganlar morris su

tankina O0gleden sonra 14.00-17.00 saatleri arasinda atildi. Her bir kadran arasinda
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20’ser dakika aralik birakilarak giinde dort yiizdiirme yapildi. Ardisik dort giintin
ardindan 6grenme periyodu olan besinci giin platform kaldirildi. Platformun bulundugu
kadranin tam karsisindan tankin duvarina bakacak sekilde birakildi. Degerlendirme igin
siganlarin platformu bulma siireleri, hedef kadranda gegcirilen stireler, ortalama yilizme
hizlar ve katedilen yol goriintiilii kayit sistemi ve “ethovision” programi (NOLDUS) ile
kayit altina alind1 ve analiz ¢iktilar1 alinarak %’si cinsinden egerleri istatistiksel olarak

degerlendirildi.

Resim 2. Siganlarin Uzamsal Ogrenmeleri Test Edildigi Morris su tank1

3.4.2.A¢cik Alan Diizenegi (Open Field Area):

100x100x30 cm ebatlarinda, zemini 16 esit kareye ayrilmis pleksiglastan yapilmis kare
seklinde bir diizenege sicanlar hep ortadan olacak sekilde birakildi. Degerlendirme i¢in
sicanlarin bes dakikalik test siiresince arka ekstremitelerin iizerine yiikselme sayisi,
kasinma sayisi, hareketsiz kalma (donma) sayisi, defekasyon sayisi, gectigi ¢izgi sayisi
not edilerek platformun periferinde ve merkezinde gecirdigi siireler videoya

kaydedilerek hesaplandi. Her bir deneme sonrasinda alan %70°lik alkol ile temizlendi.

Acik Alan Testinde Davrams Olgiitleri:
Donma davramsi (Freezing): En az 8 sn siganin solunum disinda higbir hareket

yapmamasi donma davranisi olarak kabul edildi.
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Ayaga kalkma davrams1 (Rearing): Sicanin alt ekstremiteleri iizerinde en az 3 sn

sureli durmasi olarak kabul edildi.

Temizlenme davramsi (Grooming): Sicanin en az 10 sn siiresince ekstremiteleri ve

viicudunu yalayarak yaptig1 davranis olarak kabul edildi

Resim 3. A¢ik alan testi

3.5 DOKU KESITLERININ HAZIRLANMASI VE DEGERLENDIRIiLMESI

Davranmig  testleri sonrast  genel  anestezi  altinda  (Xylazine(2mg/kg)-
ketaminhydrochloride (15 mg/kg)) g6giis kafesi agilan siganlarin kalbi izole edilerek sol
ventrikiiliine bir kaniil yerlestirildikten sonra, sag atriyum kesildi. Sol ventrikiile
yerlestirilen kaniil vasitasiyla beyin dokusu 6nce 50 mL SF ile sonra 50 mL %10’luk
formalin soliisyonu ile sabit basing altinda perfiize edildi. Perflizyon islemi biter bitmez
beyin dokusu biitiin halde ¢ikartilarak %10’luk formaldehit soliisyonuna konuldu.

Calismada beynin hipokampus bolgesi ve Kkorteksi incelendiginden beyin dokular
bregmadan itibaren koronal kesitler halinde alinarak hazirlandi. Her bir hayvana ait
doku parcalar1 kasetler igerisine yerlestirilerek %10°luk formaldehit soliisyonunda (bu
solisyon her giin yenilenmek suretiyle) bes giin kadar tespit edildi. Besinci giiniin
sonunda dokular 24 saat siireyle akarsu altinda yikandi. Takiben %70 alkolden
baglayarak %80, %96, %100 alkollerden gegirilerek dehidre edilen dokular metil
benzoatta iki giin siireyle bekletildi. Bu siirenin sonunda benzollerden gegirilen dokular
paraplastta bloklandi. Calismada kullanilan siganlarin hipokampus ve korteksini igeren

bloklardan lizin ile kaplanmig olan lamlara belirli araliklarla (50-100 pm) bes mikron
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kalinhiginda kesitler alindi. Kesitlerin bir serisine genel yapiy1 belirlemek icin Kluver-
Barrera yontemi, diger serilerine ise Strepavidin Biotin Kompleks (Strept-ABC)
immunoperoksidaz teknigi uygulandi. Her bir parametre i¢in bir lamda ii¢ 6rnek olmak
tizere dort lamda 12 6rnek igeren seriler hazirlandi. Genel yapinin belirlenmesi igin ve
calismada 1ii¢ c¢esit antikor (Calpain 1, caspase 3 ve GABA Receptor al)
kullanildigindan her bir doku parcasindan 16 adet seri preparat (toplamda 960 kesit)
hazirlandi. Deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden sonra kesitler PBS’de
calkalanacak ve methanol ya da PBS’de hazirlanmis %0,3- %3’ lik H2O; ile muamele
edildi ve tekrar PBS’de yikandi. Ayrica kullanilan antikorun 6zelligine gore tripsin,
proteaz ya da sitrat buffer kullanilarak doku antijeninin yeniden kazanimi saglandi.
Tekrar PBS ile dort kez yikamayi takiben nonspesifik baglanmalari onlemek igin
kesitler bes dakika bloking soliisyonu ile bir nem odasi iginde inkube edildi. Uygun
dilusyonlarda hazirlanmis primer antikorlar kesitler iizerine eklendi ve kullanilacak
antikora gore nem odasinda oda 1sisinda bir saat veya 4 °C’de bir gece inkube edildi.
Negatif kontroller olarak alinan doku Ornekleri ise primerantikorsuz PBS veya
nonimmun serum (rabbit, Mouse veya goatlg) ile muamele edildi. Inkubasyonu takiben
PBS’te 3 kez yikanan kesitler, biotinlenmis sekonder antikor ile 20 dakika oda 1sisinda
inkube edilip, tekrar 3 kez PBS ile yikandiktan sonra da enzim konjugatli strepavidinde
20 dakika muamele edildi. Tekrar 3 kez PBS ile yikandiktan sonra 5-20 dakika
kromojen soliisyonunda (DAB) bekletildi. Gill’in Hematoksilen’inde 3 dakika
boyandiktan sonra ¢esme suyunda mavilesinceye kadar yikandi. Alkol ve ksilol
serisinden gecirilip Tlizerine yapistirict (entellan) damlatilip lamelle kapatildi.
Kahverengi presipitasyonun goriilmesi sonucunda reaksiyon pozitif olarak
degerlendirildi ve 151k mikroskobunda incelenerek fotograflandi. Preparatlarin
degerlendirilmesinde Oncelikle hipokampususn CAl, CA2, CA3 ve dentat girus
bolgeleri ve kortekste pozitif boyanan hiicrelerin sayisi hesaplandi. Hesaplama
yapilirken hipokampusun CA1 bdlgesi 151k mikroskobunda x20 biiyiitme ile bes kesit,
CA2 bolgesi 2 kesit, CA3 bolgesi 3 kesit, dentat girus 4 kesit ve korteks 4 kesitte
incelenerek ilgili antikorla pozitif boyanan hiicre sayilar1 kaydedildi. Olympus BX51
model mikroskopta goreceli olarak degerlendirildi ve fotograflandi. Bu c¢aligmada
belirtilen ilgili antikorlarla boyanan hiicre sayisi; 151k mikroskobunda x20lik biiyiitme

ile kesit basina hesaplanan hiicrelerin sayisal toplamini ifade etmektedir.
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3.6 VERI ANALIZi VE iSTATISTIKLER

Istatistik metodlar1 SPSS for Windows (ver 15.0) paket programu kullanilarak yapildi.
Acgik alan testi parametrelerinin degerlendirilmesinde; gruplarin birbirileriyle
karsilagtirilmasinda tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) kullanilmistir.
Morris Yiizme Testi parametrelerinin degerlendirilmesinde; gruplarin birbiriyle
karsilagtirilmasinda tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA), gruplar arasi
karsilagtirmada tekrarli varyans analizi (Repeated Measures ANOVA) kullanilmustir.
GABA A Alfa 1 ve caspase antikorlarinin gruplarin birbiriyle karsilastirilarak
degerlendirilmesinde veri dagiliminin normal oldugu durumlarda independent samples
testi, veri dagiliminin anormal oldugu durumlarda Mann-Whitney testi kullanildi.
Testlerin normalitesi Shapiro-Wilk ile degerlendirildi. Calpain antikor seviyelerini
degerlendirirken ¢oklu grup karsilastirmalarinda Kruskal-Wallis testi uygulandi. P<0.05

degerleri istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermekte idi.
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4. BULGULAR

Pentilentetrazol ile status epileptikus modeli olusturulan si¢anlarda yas bagimli olarak
acik alan testi ile davranis, Morris su labirenti testi ile uzamsal 6grenme ve hafizanin
degerlendirildigi ayrica 151k mikroskobunda beyin doku kesitlerinde caspase, calpain ve
GABA A alfa 1 araciligi ile hiicre hasar1 ve epileptogeneze yatkinliginin arastirildigi bu

calismada veriler dort ana baslik altinda toplanmustir.

41 AGIRLIK, NOBET LATANSI VE ENJEKSIiYON SAYISININ
DEGERLENDIRILMESI

Calismaya alinan siganlar agirliklart karsilastirildiginda eriskin status epileptikus grubu
ile eriskin kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.889).
Adolesan status epileptikus grubu ile adolesan kontrol grubu agirlik agisindan
kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli fark bulunmadi (p=0.789). Yavru status
epileptikus grubu ile yavru kontrol grubu arasinda istatistiksel agidan anlamli fark

bulunmadi (p=0.794).
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Tablo 4.1. Siganlarin agirliklar

Gruplar Agirlik (gram) p degeri
Eriskin Status epileptikus 262
0.899
150 giinliik Kontrol 260.5
Adblesan Status epileptikus 104.5
0.789
45 giinliik Kontrol 105.5
Yavru Status epileptikus 195 1.974
0.794
17 gilinlik Kontrol 19.16 231

Status epileptikus olusuncaya dek gecen siire (latans) ve enjeksiyon sayisi bakimindan
eriskin deney, ad6lesan deney ve yavru deney grubu birbirleriyle kiyaslandiginda

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05).

Tablo 4.2. Enjeksiyon sayisi ve ndbet latansi

Gruplar | Eriskin Adolesan Yavru P degeri
status status status
Degisken epileptikus epileptikus epileptikus
Enjeksiyon 1(1-4) 1.7(1-3) 1.5(1-3) >0.05
sayisi
Nobet latanst 7.5(3-22) 11(6-20) 10.5(4-15) | >0.05
(dk)

4.2. DAVRANIS PARAMETRELERININ DEGERLENDIRILMESI

Kontrol ve deney gruplarindaki si¢anlarin agik alan diizeneginde platformda gectigi
¢izgi sayisi, donma ve temizlenme sayisi, defekasyon ve arka pengeleri iizerinde ayaga
kalkma(sahlanma) sayisi, merkezde ve periferde gegirdigi siireler(sn) tablo 4.3’te

verilmistir.

Davranis parametrelerinin degerlendirilmesinde sigcanlar eriskin deney grubu ile eriskin

kontrol grubu, ad6lesan deney grubu ile adélesan kontrol grubu karsilagtirildi.
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Eriskin deney grubu ile eriskin kontrol grubu kiyaslandiginda davranis testlerinde

parametrelerin higcbirinde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05).

Adoblesan deney grubu ile adolesan kontrol grubu kiyaslandiginda davranis testlerinde

parametrelerin hicbirinde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05).

Tablo 4.3. Kontrol ve deney gruplarinin agik alan testi parametreleri

izgi gegme .
Defekasyon | Sahlanma ) Cizgi geg Merkezde Periferde
Donma Temizlenme | g5y
gecirdigi gegirdigi
sayisi sayisi sayis1 sayis1 . .
(sayy/5 dk) siire (sn) siire (sn)
GRUPLAR
296.5
Erigkin deney | 3.7 6.6 0.5(0-11) | 5.2 18.5(5-26) 3.5(2-26)
(274-298)
Erigkin 299
2.8 2.8 1(0-2) 43 10.5(5-31) 1(0-24)
kontrol (276-300)
p degeri 0.352 0.07 0.857 0.374 0.752 0.193 0.188
Adodlesan 300
4 6 0(0-2) 2(1-5) 53(26-75) 0(0-10)
deney (290-300)
Adblesan 300
38 6.5 0(0-1) 2(1-3) 28.5(20-72) 0(0-10)
kontrol (290-300)
p degeri 0.874 0.671 1 0.976 0.96 1 1

4.3 HAFIZA VE UZAMSAL OGRENME PERFORMANSI

Morris su labirenti testi ile uzamsal Ogrenme ve hafizanin degerlendirilmesi
amaclanmustir. Bu testte glinlere gore hedefi bulma siiresi (sn), hedef kadranda gegirdigi

toplam siire (sn), ylizme hizlar1 ve toplam yiizme mesafesi degerlendirilmistir.
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4.3.1 Hedefi Bulma Siiresi

Gruplara gore hedefi bulma siirelerini kiyasladigimizda deneme giinlerinin higbirinde

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).

Hedefi bulma siireleri giinlere gore kiyaslandiginda tiim gruplarda istatistiksel olarak

anlamli fark saptandi;

Erigkin kontrol grubunda 1. giin ile 3. giin kiyaslandiginda; 1. glindeki hedefi bulma
stiresi 3. gline nazaran istatistiksel olarak anlamli sekilde uzamis olarak saptandi
(p=0.002). 1. ve 4. giin kiyaslandiginda; 1. giindeki hedefi bulma siiresi,4. giine nazaran
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde uzamis olarak saptandi (p=0.001). 2. giin ile 3.
giin kiyaslandiginda, 2. giindeki hedefi bulma siiresi istatistiksel olarak anlamli uzamis

olarak saptandi (p=0.001).

Erigkin deney grubunda 1. giin ile 3. giin kiyaslandiginda; 1. giindeki hedefi bulma
stiresi 3. gline nazaran istatistiksel olarak anlamli sekilde uzamis olarak saptandi
(p=0.003). 1. giin ile 4. glin kiyaslandiginda; 1. giindeki hedefi bulma siiresi 4. giine

nazaran istatistiksel olarak anlamli sekilde uzamis olarak saptandi (p=0.003).

Adolesan kontrol grubunda 1. giin ile diger giinler kiyaslandiginda 1. giindeki hedefi
bulma siiresi diger gilinlere nazaran istatistiksel olarak anlamli sekilde uzamis olarak

saptand1 (p<0.001).

Adolesan deney grubunda ise 1. giin ile 3. ve 4. giin kiyaslandiginda 1. giindeki hedefi
bulma siiresi, 3. ve 4. gline nazaran istatistiksel olarak anlamli sekilde uzamis olarak
saptand1 (p<0.05). 2. giin ile 3. ve 4. giin kiyaslandiginda 2. giindeki hedefi bulma
stiresi, 3. ve 4. giine nazaran istatistiksel olarak anlaml sekilde uzamis olarak saptandi
(p<0.05).
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Tablo 4.4. Morris su tanki testinde giinlere gore hedefi bulma siiresi

Gruplar 1. glin 2. glin 3. glin 4. giin p degeri
Erigkin kontrol 53.22 52.04 19.66 19.78 <0.001
Eriskin deney 45.74 34.6 0 |21.37 19.83 0.001
Addlesan kontrol | 76.12 31.04 20.69 15.84 <0.001
Addlesan deney | 53.36 51.75 35.51 2401 0.037

p degeri 0.064 0.064 0.547 0.905

4.3.2 Yiizme Hiz1

Tim gruplar gilinlere gore ylizme hizi agisindan degerlendirildiginde sadece erigkin

deney grubunda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.001). Eriskin deney

grubunda 1. giin ile 4. gilin kiyaslandiginda; 1. glindeki yiizme hizi, 4. glindeki yiizme

hizindan istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha diisiik saptand1 (p=0.001).

1. giin ile 3. giin kiyaslandiginda; 1. giindeki ylizme hizi, 3. giindeki ylizme hizindan

istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde diisiik saptandi (p=0.002).

Yiizme hizin1 gruplara gore kiyasladigimizda; gruplar arasinda, deneme giinlerinin

higbirisinde istatistiksel olarak anlaml1 fark saptanmadi (p>0.05).

Tablo 4.5. Morris su tanki testinde gilinlere gore yiizme hizi (cm/sn)

Gruplar 1. giin 2. giin 3. glin 4. giin p degeri
Eriskin kontrol | 25.47 5.38 | 25.69 3.55 | 26.80 3.43 | 26.64 3.28 0.718
Erigkin deney 2393 2.00 | 26.92 2.85 | 28.35 3.68 | 28.87 3.78 <0.001

Adolesan

2343 211 | 2476 3.55 | 2459 4.34 | 2558 4.26 0.235
kontrol
Adolesan deney | 23.84 3.53 | 25.06 3.69 | 24.45 3.51 | 25.54 3.26 0.280
p degeri 0.842 0.472 0.093 0.214
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4.3.3. Yiizme Mesafesi

Tim gruplar giinlere gore yilizme mesafesi degerlendirildiginde; eriskin deney grubu

disindaki {i¢ grupta da istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p=0.001).

Eriskin kontrol grubunda 2. giindeki yilizme mesafesi, 3. ve 4. giindeki ylizme
mesafesinden istatistiksel olarak anlamli sekilde yiliksek saptandi (p degerleri sirasiyla
<0.001). 1. giindeki yiizme mesafesi ise 3. ve 4. gilindeki ylizme mesafesinden

istatistiksel olarak anlaml sekilde yiiksek saptandi (p=0.009).

Adolesan kontrol grubunda 1. giin ile diger giinler kiyaslandiginda; 1. giindeki ylizme
mesafesi diger gilinlere nazaran istatistiksel olarak anlamli sekilde yliksek saptandi

(p<0.05).

Adoblesan deney grubunda 2. giin ile 3. ve 4. giin kiyaslandiginda; 2. giindeki yiizme
mesafesi, 3. ve 4. giindeki ylizme mesafesinden istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (p=0.002). 1. giin ile 4. giin kiyaslandiinda; 1. gilindeki ylizme
mesafesi, 4. glindeki ylizme mesafesinden istatistiksel olarak anlaml sekilde yiiksek

saptand1 (p=0.039).

Gruplara gore yiizme mesafesi degerlendirildiginde; sadece 2. deneme giiniinde gruplar
aras1 istatistiksel olarak anlaml1 farklilik saptandi (p=0.027). 2. deneme giiniinde eriskin
kontrol grubu ve adélesan deney grubundaki ylizme mesafesi, eriskin deney ve addlesan

kontrol grubuna nazaran istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0.05).

Tablo 4.6. Morris su tanki testinde giinlere ve gruplara gore yiizme mesafesi (cm)

Gruplar 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin p degeri
Eriskin kontrol | 723.21 238.27 | 844.47 262.56 | 450.4 252.96 | 455.32 241.20 0.001
Erigkin deney | 758.46 220.21 | 620.30 257.86 | 534.51 287.39 | 546.09 288.83 0.125

Adolesan 977.500 558.95 413.25 347.30 0.001

kontrol (309-1201) (439.6-710) (298.7-541.4) (299.3-426.8)

Adoélesan deney | 803.89 300.94 | 875.41 217.92 | 600.29 328.84 | 442.54 258.83 0.001

p degeri 0.126 0.027 0.450 0.732
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4.3.4. Hedef Kadranda Gegirilen Siire

Morris su labirenti testinin 6grenme fazinda hedef kadranda gegirilen siire agisindan
kiyaslandiginda eriskin kontrol grubuyla eriskin deney grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05). Adodlesan kontrol grubu ile addlesan deney
grubu hedef kadranda gegirilen siire agisindan kiyaslandiginda, aralarinda istatistiksel

olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0.05).

Tablo 4.7. Morris su tanki testinde hedef kadranda gegirilen siire (%)

Erigkin Eriskin status | Yavru Yavru status
Gruplar o o
kontrol epileptikus kontrol epileptikus
Hedef kadranda
29.40 29.50 23.68 23.15
gegirilen siire
p degeri p>0.05 p>0.05

44  CASPASE, CALPAIN ve GABA A ALFA 1 AKTIiVITELERININ
DEGERLENDIRILMESI

4.4.1 Caspase ile Pozitif Boyanan Hiicrelerin Degerlendirilmesi

Status epileptikusa bagli néronal hiicre hasarindaki roliinii arastirmak amaciyla bakilan

caspase ile pozitif boyanan hiicre sayilari tablo 4.10°da verilmistir.

Deney grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda; caspase ile pozitif boyanan hiicre sayisi

deney grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p=0.002).

Tablo 4.8. Caspase antikoru ile pozitif boyanan hiicre sayisi ( adet/ x20 biiyiitme)

Gruplar Kontrol Deney p degeri

Yavru (immatiir) 2.150 (1.69-2.23) 3.72 (2.92-3.58) 0.002
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adet/birim kesit caspase aktivitesi

4 -

3,5 -

3 .

2,5 -

2 -

1,5 -

1 .

0,5 -

kontrol deney

Sekil 1. Caspase aktivitesinin gruplara gore dagilimi

Deney grubunda hipokampus ve kortekste caspase ile boyanan hiicre sayilar
kiyaslandiginda; kortekste caspase ile pozitif boyanan hiicre sayisi, hipokampusta
caspase ile pozitif boyanan hiicre sayisindan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek

bulunmustur (p<0.001).

Tablo 4.9. Korteks ve hipokampusta caspase ile pozitif boyanan hiicre sayisi

Gruplar Korteks Hipokampus p degeri

Deney grubu 5.683 0.53 2.357 0.14 <0.001
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17 gunlik
Kontrol

Ko

CA1

CA2

CA3

DG

Resim 4: 17 giinliik ratlarda kontrol ve deney grubunda caspase aktivitesi
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4.4.2 Calpain ile Pozitif Boyanan Hiicrelerin Degerlendirilmesi

Caspase bagimsiz hiicre hasarinda rol oynayan Calpain’in status epileptikusa bagli
noronal hiicre hasarindaki roliinii arastirmak amaciyla bakilan calpain ile pozitif
boyanan hiicre sayilar1 ve hiicre sayisi acisindan gruplarin birbirileriyle karsilastirilmasi
tablo 4.7 ve tablo 4.8’de verilmistir. Calpain ile pozitif boyanan hiicre sayisi; eriskin
deney grubunda 2.72(2.51-3.05), eriskin kontrol grubunda 0.08(0.02-0.11), addlesan
deney grubunda 0, ad6lesan kontrol grubunda 0.02(0-0.08), yavru deney grubunda
0.03(0-0.06), yavru kontrol grubunda 0.03(0-0.06) olarak saptanmustir.

Gruplar birbirileriyle karsilastirildiginda, sadece eriskin deney grubunda calpain ile
pozitif boyanan hiicre sayisi istatistiksel olarak anlaml sekilde diger gruplardan yiiksek

olarak saptandi (p<0.05).
Calpain miktan
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,00
' 150 150 45 45 17 17
gilinluk glnlak glnluk glnluk glnlak glnluk
deney kontrol deney kontrol deney kontrol
M Calpain miktari 2,72 0,80 0,00 0,02 0,03 0,03

Sekil 2. Calpain miktarinin gruplara gore dagilimi
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Tablo 4.10. Calpain (+) boyanan hiicre miktari

Gruplar Calpain miktar1 (median)
Eriskin deney 2.72(2.51-3.05)

Erigkin kontrol 0.08(0.02-0.11)
Addlesan deney 0

Adolesan kontrol 0.02(0-0.08)

Yavru deney 0.03(0-0.06)

Yavru kontrol 0.03(0-0.06)

Deney grubunun tamaminda hipokampus ve kortekste calpain ile boyanan hiicre sayilari
kiyaslandiginda; kortekste calpain ile pozitif boyanan hiicre sayist ile hipokampusta
calpain ile pozitif boyanan hiicre sayisi arasinda istatistiksel olarak fark saptanmadi

(p=0.533).

Tablo 4.11. Korteks ve hipokampusta calpain ile pozitif boyanan hiicre sayisi

Gruplar Korteks Hipokampus p degeri

Deney grubu 0 (0-1.17) 0 (0-6.56) >0.533
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Tablo 4.12. Calpain aktivitesinin gruplar arasi iligkisi

1. degisken 2. degisken Pdegeri
Erigkin deney Eriskin kontrol <0.05
Addlesan deney <0.05
Adolesan kontrol <0.05
Yavru deney <0.05
Yavru kontrol <0.05
Erigkin kontrol Adolesan deney >0.05
Adolesan kontrol >0.05
Yavru deney >0.05
Yavru kontrol >0.05
Adolesan deney Adodlesan kontrol >0.05
Yavru deney >0.05
Yavru kontrol >0.05
Adolesan kontrol Yavru deney >0.05
Yavru kontrol >0.05
Yavru deney Yavru kontrol >0.05
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17 giinliik

Resim 5 : 17 giinliik ratlarda kontrol ve deney grubunda calpain aktivitesi
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45 gunliik
Kontrol SE

Resim 6 : 45 giinliik ratlarda kontrol ve deney grubunda calpain aktivitesi
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150 giinlik

Resim 7 : 150 giinliik ratlarda kontrol ve deney grubunda calpain aktivitesi
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4.4.3 GABA A Alfa 1 Diizeylerinini Degerlendirilmesi

Santral sinir sisteminin inhibisyonunda esas rolii olan GABA subuniti GABA A Alfa 1
diizeylerinin status epileptikusa bagl etkilenme derecesini degerlendirmek amaciyla
bakilan GABA A Alfa 1 antikoru ile pozitif boyanan hiicre sayilar1 Tablo 4.3’de
verilmistir. GABA A Alfa 1 antikoru ile pozitif boyanan hiicre miktarlar1 erigkin deney
grubunda 2.183 0.562, adblesan deney grubunda 3.132  0.066, yavru deney grubunda
2.450 1.36, eriskin kontrol grubunda 3.812  0.222, addlesan kontrol grubunda
3.324  0.106 ve yavru kontrol grubunda ise 3.401 1.70 olarak saptanmustir.

Eriskin deney grubu ile eriskin kontrol grubu kiyaslandiginda; GABA A Alfa 1
antikoru ile pozitif boyanan hiicre miktar1 eriskin deney grubunda istatistiksel olarak

anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p<0.001).

Adolesan deney grubu ile addlesan kontrol grubu kiyaslandiginda; GABA A Alfa 1
antikoru ile pozitif boyanan hiicre miktar1 adélesan deney grubunda istatistiksel olarak

anlamli sekilde diisik bulunmustur (p=0.004).

Yavru deney grubu ile yavru kontrol grubu kiyaslandiginda; GABA A Alfa 1 antikoru
ile pozitif boyanan hiicre miktar1 yavru deney grubunda istatistiksel olarak anlamli

sekilde diisiik bulunmustur (p<0.001).

Eriskin deney grubu ile addlesan deney grubu kiyaslandiginda; GABA A Alfa 1
antikoru ile pozitif boyanan hiicre miktar1 eriskin deney grubunda istatistiksel olarak
anlaml sekilde diisiik bulunmustur (p=0.009).

Erigkin kontrol grubu ile Adélesan kontrol grubu kiyaslandiginda GABA A Alfa 1
antikoru ile pozitif boyanan hiicre miktar1 eriskn kontrol grubunda istatistiksel olarak

anlaml sekilde yliksek bulunmustur (p=0.002).
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Tablo 4.13. GABA A Alfa 1 antikoru ile pozitif boyanan hiicre sayisi ( adet/ x20

biiyiitme)
Gruplar Kontrol Deney p degeri
Adoblesan 3.324 0.106 3.132 0.066 0.004
Erigkin (matiir) 3.812 0.222 2.183 0.562 0.001
p degeri 0,002 0,009

Tablo 4.14. GABA A Alfa 1 antikoru ile pozitif boyanan hiicre sayisi ( adet/ x20

biiyiitme)

Gruplar Kontrol Deney p degeri
Yavru (immatiir) 3.401 1.709 2.450 1.369 <0.001
Eriskin (matiir) 3.812 0.222 2.183 0.562 0.001

p degeri >0.05 0.366

Tablo 4.15. GABA A Alfa 1 antikoru ile pozitif boyanan hiicre sayisi ( adet/ x20

biiyilitme)
Gruplar Kontrol Deney p degeri
Yavru (immatiir) 3.401 1.709 2.450 1.369 <0.001
Adblesan 3.324 0.106 3.132 0.066 0.004
p degeri >0.05 <0.05
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3,5 1

B deney

H kontrol

15 -

150 giinluk 45 giinlik 17 ginluk

Sekil 3 : GABA A Alfa 1 reseptor sayilarinin gruplara gore karsilastirilmasi

Eriskin deney grubunda hipokampus ve kortekste GABA A Alfa 1 antikoru ile boyanan
hiicre sayilar1 kiyaslandiginda; hipokampusta GABA A Alfa 1 antikoru ile boyanan
hiicre sayist kortekste GABA A Alfa 1 antikoru ile boyanan hiicre sayisindan

istatistiksel olarak anlamli derecede fazla bulunmustur (p<0.001).

Adolesan deney grubunda hipokampus ve kortekste GABA A Alfa 1 antikoru ile
boyanan hiicre sayilar1 kiyaslandiginda; hipokampusta GABA A Alfa 1 antikoru ile
boyanan hiicre sayisi, kortekste GABA A Alfa 1 antikoru ile boyanan hiicre sayisindan

istatistiksel olarak anlamli derecede fazla bulunmustur (p<0.001).

Yavru deney grubunda hipokampus ve kortekste GABA A Alfa 1 antikoru ile boyanan
hiicre sayilar1 kiyaslandiginda; hipokampusta GABA A Alfa 1 antikoru ile boyanan
hiicre sayist kortekste GABA A Alfa 1 antikoru ile boyanan hiicre sayisindan

istatistiksel olarak anlamli derecede fazla bulunmustur (p<0.001).
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Tablo 4.16. Hipokampus ve kortekste GABA A Alfa 1 (+) hiicre say1si (adet/x20

biiyiitme)
Gruplar Korteks Hipokampus p degeri
Yavru deney 0.57(0.48-0.77) 3.42(2.51-5.05) <0.001
Addlesan deney | 0.66(0.52-0.86) 3.66(2.61-5.25) <0.001
Matiir deney 0.47(0.39-1.57) 2.68(1.29-5) <0.001
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17 gunlik

Resim 8 : 17 giinliik ratlarda kontrol ve deney grubunda GABA A Alfa 1 reseptorleri
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45 ginliik

Kontrol

Resim 9 : 45 giinliik ratlarda kontrol ve deney grubunda GABA A Alfa 1 reseptorleri
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150 giinlik

Kontrol

Resim 10 : 150 giinliik ratlarda kontrol ve deney grubunda GABA A Alfa 1

reseptorleri
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5. TARTISMA

Yapilan bu ¢alismada SE’un yas bagimli olarak hafiza, 6grenme ve davranis iizerine
etkilerinin yani sira histolojik inceleme ile néronal hasar, néronal hasar mekanizmasi ve
GABA A Alfa 1 resreptor miktar: lizerine olan etkileri arastirilarak kontrol gruplariyla
karsilastirildi. Hayvan deneyleri immatiir beyinin SE ya da tekrarlayan ndbetler sonrasi
patofizyolojik sonuclar acisindan matiir beyine gore farkliliklar gdsterdigini ortaya
koymustur (80). Eriskin hayvanlarda SE, hipokampusun CA1, CA2 ve dentat girusunda
hiicre kaybina yol agmaktadir (81). Hiicre kaybinin yan1 sira uzamis nobetler ya da SE
eriskin beyninde sinaps reorganizasyonunu ve hipokampustaki CA3, CAl gibi
bolgelerindeki hiicre aksonlarinda “yosunsu lifler” adi verilen anormal biiylimelere yol
a¢cmaktadir (82-84). Bunlara ilaveten SE eriskin ratlarda uzun vadede 6grenme, hafiza
ve davranis alaninda defisitlere yol agmaktadir (85-87). Buna zit olarak SE sonrasi
hipokampustaki hiicre kaybi1 yoniinden postnatal 2 haftadan daha kiiciik ratlar,
eriskinlere nazaran daha az duyarhidirlar (88-90). Hipokampustaki hiicre kaybi SE’un
bir sonucu olup postnatal 2. haftadan daha erken déonemde olmasi muhtemel degildir
(89,91).

Herhangi bir sebeple olusan hasara karsi direng gosteren immatiir beyin buna paralel
olarak nébetin olusturdugu hasarlara da aym direnci gdstermektedir. Immatiirlerin
hipokampusundaki ndronlar anoksik hasarlara daha az duyarlidir ve eriskinlere nazaran

anoksik ortamin zararl etkilerine daha fazla direng gosterir (92).

Ancak nobetlerin tetikledigi hiicre kaybinin olmamasi; immatiir ratlarda uzamis

nobetlerin kalic1 degisikliklere yol agmayacag anlamina gelmez. Glutamat ve GABA
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subiinit konfigiirasyonunda degisiklik olmasi ve farklilasmis ekspresyonu, SE sonrasi

gozlenen degisikliklerden sadece birkagidir (79).

Yapilan bir ¢alismada yaslar1 12 ve 25 giin yavru siganlar ile 90 giinliik eriskin siganlar;
SE’un davranig, hafiza ve 6grenme iizerine etkisini degerlendirmek ve yas bagimh
olarak kiyaslamak iizere status epileptikus olustuktan 3 ay sonra acik alan testi,
yiikseltilmig T labirenti testi ve Morris su labirenti testine tabi tutulmus. Testler birer
saat arayla li¢ kez tekrarlanmis. A¢ik alan testinde lokomotor aktiviteyi gosteren ¢izgi
gecme sayist degerlendirildiginde 12 giinliik siganlarda kontrol ile deney grubu arasinda
anlaml fark saptanmamus. 25 giinliik ve 90 giinliik sicanlarda ¢izgi gegme sayisi status
epileptikus grubunda kontrol grubuna nazaran daha fazla saptanmis. Etrafi kesfetme ve
gbzlemlemenin gostergesi olan sahlanma sayis1 12, 25 ve 90 giinliik deney gruplarinda
kontrol grubuna nazaran daha fazla bulunmus. Temizlenme  hareketi
degerlendirildiginde her yasta deney grubunda kontrol grubuna nazaran daha az oranda
saptanmis. Morris su labirenti testinde ise hedef platformu bulma siiresi 12 giinliik
siganlarda kontrol ve deney grubunda farksizdi. 25 ve 90 giinliik ratlarda ise deney
grubunda hedefi bulma siiresi kontrollere goére uzamisti. Sonug olarak bu ¢aligmada SE
sonrasinda yavru sicanlarda da kognitif hasar ve epileptogenez meydana geldigi fakat
eriskin gruplardaki kadar siddetli olmadigir seklinde belirtilmis (103). Baska bir
calismada yavru ratlara 7., 8. ve 9. giinlerde lityum-pilokarpin ile status epileptikus
olusturulmus. Siganlar 60 giinliikk iken agik alan testi ve yiikseltilmis t labirenti testine
tabi tutuldugunda artmis kesfetme hareketi (sahlanma), bozulmus kognisyon, azalmig
anksiyete tespit edilmis. Sonug¢ olarak yasamin erken doneminde gegirilen ndbetler uzun
vadede kognitif ve davranis bozukluguna yol agabilecegi belirtilmis (114). 50-60 giin
yastaki sicanlara SE uygulandiktan sonra 1., 7., 14., ve 180.giinde hafiza 6grenme ve
davranis fonksiyonlarinin kisa ve uzun donemde degerlendirilmesinin amaglandigi
calismada SE sonrasi 14. giinde yapilan agik alan testinde defekasyon sayisinin anlamli
olarak yiiksek bulunmus, diger parametrelerde kontrol grubuyla karsilastirildiginda
anlamli farklilik izlenmemis. Stastus epileptikus olusturulduktan bir giin sonra yapilan
yiikseltilmis T labirenti testinde sicanlarin aktif ve pasif kacinma latanslar
degerlendirilmis olup kontrol ve deney grubu arasinda kosullu ve kosulsuz korku

acisindan fark bulunamamus, fakat 7. ve 14. giinde aym test tekrarlandiginda deney
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grubunda kosulsuz korku ile iligkili hafizada bozukluk saptanmis. Testler 6 ay sonra

tekrarlandiginda gruplar arasinda anlamli fark saptanmamis (115).

Calismamizda 45 giinlilk adoélesan ve 150 giinliik eriskin ratlara SE’tan 2 giin sonra
acik alan testi uygulayarak davramis degisikliklerini degerlendirdik. Status epileptikusa
maruz birakilan 45 giinliik ve 150 giinliik sicanlar ayni yastaki kontrol gruplariyla
kiyaslandiginda kontrol grubu ile deney grubu arasinda istatistiksel anlamda farklilik

saptanmadi (p>0.05).

Ogrenme ve hafizay1 degerlendirmek amaciyla yaptigimiz Morris su labirenti testinde
ise gruplara gore hedefi bulma siirelerini kiyasladigimizda deneme giinlerinin hi¢birinde

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).

Hedefi bulma siireleri giinlere gore kiyaslandiginda tiim gruplarda 1. giinden baslayarak
4. gline dogru hedefi bulma siireleri azalmis olup istatistiksel olarak anlamli saptand1 (p

degerleri tabloda gosterilmistir).

Bu veriler bize her grubun, platformun yerini deneme sayisi arttik¢a daha kolay
buldugunu fakat gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmadigin1 gostermektedir.
Yiizme hizlar arasinda gruplar arasinda istatistiksel agidan fark saptanmadi. Bu durum
diger parametrelerin ylizme hizindan etkilenme ihtimalini ortadan kaldirmaktadir.
Testin 6grenme fazinda hedef kadranda gegirilen siire agisindan kiyaslandiginda; eriskin
kontrol grubuyla erigskin deney grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (p>0.05). Adodlesan kontrol grubuyla, adélesan deney grubu kiyaslandiginda
ise yine her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05).

Bir galismada 16-19 giinliik ve 56-59 giinliik ratlara iki giin arayla dort ardisik kainik
asit enjeksiyonu uygulanarak epileptik nobet olusturulmus. Her iki gruba enjeksiyon
sonrasi ilk birka¢ giin iginde ve 45 gilin sonra olmak iizere Morris su labirenti testi
uygulanmis. Birinci testte hem yavru hem de erigskin grupta farklilik saptanmamis
kontrol gruplariyla kiyaslandiginda. 45 giin sonra yapilan test tekrarinda ise erigkin

grupta hedef platformu bulma siiresi belirgin derecede uzamis olarak saptanmis (116).

Davranis, hafiza ve 6grenmeyi degerlendirmek amaciyla yaptigimiz agik alan ve Morris
su labirenti testinde sonuglarin hem addlesan hem de matiir deney grubunda kontrol

gruplarindan farksiz ¢ikmasi yukarida belirtilen litaratiir 6rneklerindeki SE sonrasi akut
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donemde yapilan test sonuclariyla ile paraleldir. Ayrica immatiir ratlarda, matiirlerle
kiyaslandiginda; epileptik nobet sonrasi kognisyonun ve davranisin daha az olumsuz
etkilendigi ya da hi¢ etkilenmedigini gosteren bazi literatiirlerde agik alan ve Morris su
labirenti testleri SE olusturulduktan ortalama iki ay siire sonra yapilmis (87,116,117).
Calismamizda, kognisyon ve davranisin sadece SE sonrasi akut donemde etkilenme
derecesi degerlendirildigi i¢in uzun donemdeki etkileri mevcut c¢aligmalarla bire bir

kiyaslanamamig olup akut donemdeki etkileri benzer sonuglandi.

Nobetlerin ndronal hiicre oliimiinii tetikledigi sayisiz c¢alismalarla ortaya konmus
olmasina ragmen bunun altinda yatan mekanizma tam olarak anlagilamamustir. Erigkin
beyinde nekroz noéronal 6liimiin dominant formudur. Status epileptikus modellerinde
apoptoz immatiir néronlarda ana 6liim mekanizmasi iken nekroz matiir néronlarda ana
O0lim mekanizmasi olarak goze carpmaktadir. Bu durum maturasyon derecesinin
nobetlerle tetiklenen hiicre 6liimiiniin tipini belirlemede énemli bir parametre oldugunu
gostermektedir. Klasik bir bakisla nekrozun pasif bir siire¢ olup sistematik sekilde hiicre
6liim mekanizmasim gerektirmedigine inanilir. Bu nedenle SE’un deneysel modelleri
bize nekrozun bazi aktif formlarinin olup olmayacagi konusunda yol gosterecektir.
Erigkin beyninde nobetlere bagli néronal 6liimiin esas sekli nekroz iken apoptotik
morfolojiler birka¢g SE modelinde tantmlanmistir. Bu nedenle apoptotik mekanizmalarin

rolii ihmal edilemez (48-50)

Immatiir beyinde de epileptik nobetlerin noronal hasar tetikledigi bilinmektedir (51-
55). Status epileptikus sonrasi immatiir beyinde hem apoptotik hem de nekrotik
morfolojiler 151k ve elektron mikroskobisi altinda tespit edilmislerdir. 14 giinliik ratlarda
apoptoz 6zellikle hipokampusun dentat girus i¢ graniiler hiicrelerde izlenmistir (51,56).
Ayni ratlarda SE’un indiikledigi ndronal hasar hipokampusun CAl piramidal hiicre
tabakasinda yaygin bir sekilde izlenmistir. Status epileptikustan 24 saat sonra CA1’deki
50 hiicrenin 47sinde nekrotik morfoloji saptanmis. 72 saat sonra ise 50 hiicrenin
tamaminda nekrotik morfolojiye rastlanmis. Bu veriler; immatiir beyinde SE sonrasi

noronal hiicre hasarinin esas seklinin "nekroz” oldugunu desteklemektedir.

Immatiir ratlarda yapilan bazi SE modellerinde hipokampusun CAl bolgesinde dnce
caspase 8 ve ardindan caspase 3 aktivasyonu izlenmis, immiinohistokimyasal

caligmalarda bu bolgedeki caspase 3 immiinreaktivitesindeki néronlar nekrotik
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morfoloji sergilemistir, bu sonug¢ caspase 3 aktivasyonunun ayri bir hiicre hasari
kavrami degil de nekrotik siiregte eslik eden bir durum olduguna isaret etmektedir. Tiim
bu bilgiler dolayli olarak “programli nekroz” seklinde adlandirabilecegimiz beyin hasari
modelini ortaya ¢ikarmaktadir. Erigkin ratlarda kainik asitle olusturulan SE modelinde 2
tip piramidal hiicre 6limii izlenmistir. CA1 bdlgesinde erken donemde nekroz ve
sonraki donemde caspase 3 bagimli hiicre 6liimii izlenmistir. Caspase 3 aktivasyonu
izlenmesine ragmen 1, 3 ve 7. giinlerde apoptotik morfolojiye hi¢ rastlanilmamustir (47).
Yine bu calismadan da anlasilacagi lizere CAl bolgesinde noronal oliimiin apoptoz

degilde nekrotik yolla gergeklestigi ortaya ¢cikmaktadir.

Caspase-3 nobetlerin tetikledigi noronal hasar ve ndronal hiicre Oliimiinde apoptoz
diizenleyicileri arasinda en ¢ok c¢alisilan markerdir (34,35). Caspase 3’iin noronal hasar

baslangicindan itibaren bir hafta sonrasina kadar aktif rol oynadigi gézlenmistir (38,39).

Bir¢ok calismada ndbet sonrasi caspase 3 aktivitesinde artis gosteren bulgularin yani
sira bazi calismalarda ise nobetlerden sonra caspase 3 aktivitesinde artis
gosterilememistir (36,37). Yaptigimiz ¢alismada SE’a bagli néronal hiicre hasarindaki
roliinii aragtirmak amaciyla SE’tan 20 saat sonra bakilan caspase 3 antikoru ile pozitif
boyanan hiicre sayist deney grubunda, kontrol grubuna nazaran istatistiksel olarak
anlamh sekilde yliksek bulunmustur (p=0.002). Ayrica SE sonrasi 20. saatte bakilan

caspase ile pozitif boyanan hiicreler apoptotik morfolojideydi.

Bazi mediyatorler, organeller ve hiicresel progesler nekrotik hiicre oOliimiinde rol
almaktadir fakat bunlarin birbirleriyle nasil bir diizen ve iliskide olduklar1 hala net
olarak anlasilamamistir. Nekroza yol acan maddeler hala tam olarak agikliga
kavusturulamamistir. Yine de bu tanimlama eslenmemis reaktif oksijen materyalleri,
nitrotoksisite, oksidatif stres, lizozomal degisiklikler ve mitokondriyal mebran
gecirgenligi gibi mitokondriyal degisiklikleri igermektedir. Bunlarin varliginda sitozolik
kalsiyum konsanstrasyonu artmakta olup mitokondriyal asir1 yliklenmeye bagli calpain
ve katepsinler gibi non-caspase proteazlarin aktivasyonuna yol agmaktadir (42,43).
Tamaminda olmasada genel olarak nekrotik hiicre 6liimiiniin ¢cogu 6rneginde esas rolde

serin/treonin kinaz oldugu ortaya konmustur (44).

Yapilan bir ¢aligmada rat hipokampusunda lityum pilokarpin ile indiiklenmis SE sonrasi

1. ve 3. gilinlerde calpain aktivitesi saptanmis olup, 5-7. giinlerde dominant olarak
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caspase 3 aktivasyonuna rastlanmis. Ayni1 calismada calpain inhibitérii olan MDL-
28170 enjeksiyonu sonrasi rat hipokampusundaki calpain aracili hiicre hasarinin
geriledigi gozlenmis (118). Baska bir calismada kainik asitle epileptik nobet
olusturulduktan 24 saat sonra caspase ve calpain aktivasyonu degerlendirmek amaciyla
immiinohistokimyasal inceleme yapilmis. Status epileptikusun akut déneminde caspase
aktivasyonuna rastlanmamus fakat calpain aktivasyonuna rastlanmis (119). Bu durum
SE sonrast hiicre hasarmin erken doneminde bir kalsiyum bagimli proteaz olan

calpainlerin rol iistlendigini gostermektedir.

Yapmis oldugumuz ¢aligmada caspase bagimsiz hiicre hasarinda rol oynayan calpainin
SE’a bagli ndronal hiicre hasarindaki roliinii arastirmak amaciyla bakilan calpain ile
pozitif boyanan hiicre sayisi; tim gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda sadece eriskin

deney grubunda, diger gruplara nazaran istatistiksel olarak yiiksek saptandi (p<0.05).

Adoblesan deney grubu ile yavru deney grubu kiyaslandiginda, her iki grup arasinda
calpain antikoru ile pozitif boyanan hiicre sayisi bakimindan istatistiksel olarak fark
saptanmadi (p>0.05). Calismamizda elde ettigimiz sonug; SE sonrasinda sadece eriskin
yas grubunda calpain aktivitesinin belirgin oldugudur. Gerek yavru deney grubunda
gerek adolesan deney grubunda belirgin calpain aktivitesine rastlanmamustir.
Literatlirdeki calismalar genellikle calpain aktivitesini SE sonrasi degisen siireclere gore
kiyaslayarak degerlendirmektedir. Eriskin yas grubunda ve addlesan yas grubundaki
sicanlarda SE sonrasi calpain aktivasyonu gosterilmis fakat yas bagimli olarak calpain
aktivitesini degerlendiren c¢alismalara rastlanmamustir. Calismamizda calpain aracili
noronal hasarin sadece eriskin yas grubunda saptanmasi; néronal hasara yol agan SE’a
eriskin yas grubunda maruz kalindiginda daha fazla yikici etkilere sahip oldugunun bir
delili olabilir. Hayatin ilk dénemlerinde ya da geng eriskin donemlerde maruz kalinan
SE daha az hiicre hasarina yol agacagindan, uzun dénemde beynin daha az etkilenmesi

olasidir.

Hipokampus SE siiresince siirekli aktif halde bulunmaktadir. Hipokampusta GABA
aracilt inhibitor sistemin baskilanmas1 SE’un ortaya ¢ikisinda kritik bir dneme sahiptir.
GABAerjik inhibisyonun azalmast SE gelismesine yatkinlhik saglar, GABA
inhibisyonundaki artis ise SE’u baskilamaktadir. Hayvanlarda SE; seyri boyunca

diazepama olan duyarliligin azalmasina ve hipokampusun dentat girusundaki graniiler
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hiicrelerde  GABA A reseptorlerinin fonksiyonel 0&zelliklerinin  degisimi eslik

etmektedir.

Bu bilgiler altinda hipokampustaki GABA A reseptorlerinin SE esnasinda 6zellik ve
fonksiyonlarinin degiskenlik gosterdigi diistiniilebilir. GABA, SSS’nin majoér inhibitor
ndrotransmitteridir. GABAerjik ndronlardan salinir ve GABA A, GABA B ve GABAC
olmak iizere alt tipleri vardir. GABA A reseptorleri SSS’ndeki hizli inhibisyonu
saglamada ana role sahiptir. GABA A reseptorlerinin 6 alt sinifa ayrilmaktadir. Bunlar

a, B, v, 0, & m olarak adlandirilmistir (72).

Status epileptikus rat hipokampusundaki GABA A reseptdr subtiplerinin normal gelisim
stirecindeki ekspresyonunu kisitlamaktadir. Subtiplerin ekspresyonundaki normal
gelisimsel degiskiligin olmamasi durumunda ise (6zellikle al ve o2 subtiplerinin
arasindaki degisim iligkisi) uzun vadede bir takim sonuglara yol agmaktadir. Bunlardan
birisi inhibitdr sinaptik transmisyon maturasyonunun bozulmasidir. ol subtipinin
expresyonu inhibitdr sinapslarin dayaniklilig: ile ilgili rol listlenmis olup al subunit
miktarinin azalmasi dendritik sinapslarin gelisiminde bozulmaya yol agmaktadir. Buna
zit olarak ise inhibitor sistemin saglikli bir sekilde c¢alismasi i¢in o2 subtipinin
expresyonunda azalma olmasi gerekmektedir. Status epileptikus gibi eksitasyon
durumlar1 al ve a2 subtiplerinin fizyolojik degisikligini engellemektedir. Yapilan bir
calismada kainik asit ile SE olusturulmus ratlarda immiin boyama ile GABA A reseptor
subunitlerinin antikorlar1 degerlendirilmis. Sonu¢ olarak status grubunda GABA A
reseptor subunitlerinden alfa 1 subunitindeki artma ve alfa 2 subunitindeki azalma

paterni izlenmemis (74).

Bizim ¢alismamizda eriskin deney grubunda, addlesan deney grubunda ve yavru deney
grubunda GABA A Alfa 1 reseptor sayisi kontrol gruplariyla kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli sekilde azalma saptandi (p degerleri sirasiyla <0.001, 0.004,
<0.001).

Adolesan deney grubuyla eriskin deney grubu kiyasladiginda eriskin deney grubunda
GABA A Alfa 1 sayisinda istatistiksel olarak anlamli sekilde daha fazla azalma saptandi
(p=0.009).
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Eriskin kontrol grubuyla addlesan kontrol grubu kiyaslandiginda GABA A Alfa 1 sayisi

eriskin kontrol grubunda istatistiksel olarak daha fazla oranda saptandi (p degeri 0.002).

Ayrica GABA A reseptor subunit miktarmin kortekste ve hipokampustaki dagilimin
degerlendirdigimizde; hem eriskin hem adodlesan hem de yavru siganlarda
hipokampusta kortekse nazaran istatistiksel olarak anlamli derecede fazla saptandi (p

degerleri <0.001).

Calismamizda GABA A Alfa 1 ile ilgili sonuglar literatiir ile benzer olup bize
gostermektedir ki; eriskin donemde gegirilen SE, immatiir ya da addlesan donemde
gecirilen SE’ye nazaran daha fazla oranda GABA A Alfa 1 reseptor harabiyetine yol
acarak epileptogeneze yatkinlik saglamaktadir. Erigkin donemde maruz kalinan SE,

daha fazla GABA inhibisyonuna yol acarak nobet esigini diisiirmektedir.

Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda genellikle lityum-pilokarpin ve kainik asit ile SE
modeli olusturulup, bu modeller daha ¢ok temporal lob epilepsisi modelini taklit
etmektedir. Pentilentetrazol ile olusturulan epilepsi modeli idiopatik jeneralize
epilepsiyi taklit etmektedir. Ayrica simdiye kadar yapilan calismalarda PTZ ile SE
modeline sik rastlanmamistir. Calismamiz bu acidan bakildiginda diger ¢aligmalardan

yontem ve metod olarak ayrilmaktadir.

Calpain aracili hiicre hasarin1 yas bagimli olarak ele alan galigmalara literatiirde
rastlanmamis olup ¢alismamizda yavru (immatiir), ad6lesan ve eriskin (matiir) ratlarda
SE sonrast ndronal hasarda calpainin aktivitesi arastirilmistir. Onceki ¢alismalar SE’nin
tetikledigi noronal hasar sonrasi caspase, calpain aktivitesi ve GABA A Alfa 1 reseptor
sayisint ayri ayri ele alarak degerlendirmektedir. Calismamizda SE’ye bagli ndronal
hasar sonrasi caspase ve calpain aktivitesi ve GABA A alfa 1 reseptér miktart birlikte
degerlendirilerek yasa gore kiyaslanmistir Biitiin bunlar g6z 6niinde bulunduruldugunda

yapilan bu ¢alisma orijinaldir.

Bu calisma ile elde edilen veriler PTZ ile indiiklenen SE sonrasi erken donemde
ogrenme ve davranis fonksiyonlar: iizerine olumsuz bir etki goériilmezken histolojik
olarak nekrozun hakim oldugu caspase ve calpain aracili noéronal hasara yol agmakta
oldugunu, calpain aracili hiicre nekrozunun o6zellikle eriskin grupta gorildigi ve

caspase bagimli apoptotik morfolojilerin immatiir ratlarda gozlendigini ve GABA A
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Alfa 1 reseptoér sayisinda yol agtigi azalmanin ise eriskin ve adoélesanda belirgin
oldugunu gostermektedir. Status epileptikusa bagli hiicre hasarinin yasin artmasiyla
daha belirgin oldugu ve calpain aracili hiicre hasarinin gene eriskin grupta belirgin
olarak gozlendigi ortaya koymaktadir. Status epileptikusa bagli bu hiicresel
etkilenmenin kognisyon ve davranisa ait uzun donemdeki etkilerinin anlagilmasi i¢in

uzun sureli izlem ¢alismalarina gereksinim vardir.
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6. SONUCLAR

Bu bulgularla birlikte ¢alismamizdan ¢ikardigimiz sonuglar;

1-Status epileptikus sonrasi erken donemde hafiza davrams ve Ogrenme
fonksiyonlarinda gerek eriskin gerekse addlesan siganlarda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda belirgin bozulma izlenmedi. Bu sonug ile tekrarlayici karakteri
olmayan uzamis tek bir nobetin erken donemde gerek eriskin gerek yavru sicanlarda

kognisyon ve davranis fonksiyonlarinda belirgin bozulmaya yol agmadigr sdylenebilir.

2- 17 giinlik yavru (immatiir) sicanlarda SE sonrasi erken doénemde caspase aracili
noronal hasari degerlendirmek amaciyla 20. saatte bakilan caspase aktivitesi; kontrol
grubuna nazaran deney grubunda daha fazla izlenmis olup caspase ile pozitif boyanan

hiicreler daha ¢ok apoptotik morfoloji sergilemektedir.

3-Status epileptikus sonrasi noronal hiicre hasar1 hem eriskin hem de adolesan SE
grubunda daha ¢ok nekrotik yolla olup apoptotik morfolojiye rastlanmadi. Caspase
bagimsiz hiicre hasarinda gerek eriskin SE grubunda gerekse adblesan SE grubunda
calpain aracili hiicre hasar1 saptandi fakat eriskin SE grubunda calpain aracili hiicre

hasar1 adolesan SE grubuna nazaran belirgin derecede artmis olarak izlendi.

4-Calpain aktivitesinin eriskin deney grubunda, yavru ve addlesan deney grubuna
nazaran belirgin derecede fazla izlenmesi; SE’a eriskin yasta maruz kalindiginda
hayatin erken doneminde maruz kalinan SE’a nazaran daha fazla néronal hiicre hasarina

yol agtig1 sdylenebilir.
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5- Status epielptikusa bagli calpain aracili hiicre hasar1 daha ¢ok eriskin yas grubunda

izlenip daha ¢ok nekrotik morfolojide hiicre hasarina yol agmaktadir.

6-Heniiz deneysel ¢alisma sathasinda olan Calpain ve caspase inhibitorlerinin gelecekte
rutin sekilde uygulanabilir olmas1 SE’nin uzun ve kisa dénemdeki olumsuz etkilerini

azaltabilir.

7- Status epileptikus, rat hipokampusundaki GABA A reseptér subtiplerinin normal
gelisim siirecindeki ekspresyonunu kisitlamaktadir. o 1 subtipinin expresyonu inhibitor
sinapslarin dayanikliligi ile ilgili rol tistlenmis olup o 1 subunit miktarinin azalmasi
dendritik sinapslarin gelisiminde bozulmaya yol ag¢maktadir. SE gibi eksitasyon

durumlar1 al subtipinin fizyolojik degisikligini engellemektedir.

8- Status epileptikus sonrast GABA A o 1 subunit miktarinin azalmasi hipokampus
disinda kortikal bolgede de izlenmis olup bu azalma en fazla hipokampusta meydana

gelmistir.

9-Status epileptikus sonrast GABA A o 1 subuniti erigkin deney grubunda, yavru ve
adolesan deney grubuna nazaran daha fazla oranda azalma gostermistir. Bu durum
SE’un bir sonraki ndbet esigini diisiirme veya nobetlerin ne derecede direngli olmasimin

yas ile baglantili olarak degisebilecegini gostermektedir.
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T.C.
ERCIYES UNIiVERSITESI

TIP FAKULTESI DEKANLIGI’NA

Dr. Ali SONMEZ’e ait “immatiir Ve Matiir Ratlarda Status Epileptikus Sonrasi
Apopitoz, Noronal Hasar, Gaba A Alfa-1 Subunit Miktar1 Ve Davranis, (")grenme,
Hafizanin Degerlendirilmesi” adli uzmanlik tezi, jiirimiz tarafindan Noroloji Anabilim

Dali’nda Tipta Uzmanlik Tezi olarak kabul edilmistir.

Tarih: .../.../......

JURI imza

Baskan

Uye

Uye
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