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OZET

Bu ¢aliymada, Wistar albino erkek siganlara, tek ve giinagin tekrarlanan
Pentilentetrazol (PTZ) enjeksiyonlan ile deneysel jeneralize tonik-klonik epilepsi
olusturuldu. Epileptik nobet aktivitesi 6zellikleri, makro molekiillere karst kan-beyin
bariyeri (KBB) gegirgenligi ve beyin dokusunda, birgok enzimin yapisinda yer alan
demir, bakir, ¢inko dizeyleri ile periferdeki metabolik defisiklikleri gérmek igin
serumda baz1 biyokimyasal parametreler incelendi..

KBB gegirgenligindeki degisiklikler, Evans Blue (EB) verilerek arastinld:.
Tek doz PTZ’nin i,v uygulandifx tiim siganlarda epileptik nébet aktivitesi sonucunda
beyinde %)zellikle preoptik alan, kaudat niikleus, putamen, talamus, hipotalamus, orta
beyin ve kollikulus superior bélgelerinde bilateral EB sizintisi oldugu goriildi. Buna
karst PTZ’nin ginasgin ip olarak uygulammim izleyerek verilen 6. i.v doza bagh
nébetlerde yedi sigamin yalmzca tginde simrh bolgede KBB ac¢thmi goézlendi.
Tekrarlanan PTZ dozlan epileptik nobet aktivitesinin tonik ve klonik
komponentlerinde 6énemli degisiklikler ortaya ¢ikardi. Birinci i.p enjeksiyondan sonra
olusan tonik aktivite, nobet siiresinin %94’inii olugtururken, 5. enjeksiyondan sonra
%37°ye dustigi, buna kargin vahsi kosu ile birlikte ekstremitelerin klonik kasiimalan
ilk nobetin %6’sim olugtururken 5. enjeksiyondan sonra %63 oramnda yer tutugu
saptand.

Tekrarlanan PTZ enjeksiyonlart sonucu gegirilen nébetlerin beyinde, demir ve
bakir diizeylerini anlamh olarak diglirdigi bulundu. Cinko diizeylerinde anlamh bir
fark bulunmadi, Nobetlerin yol agtif metabolizma artigt sonucu olarak serumda,
kalsiyum, fosfor, glukoz, trigliserit ve @rik asit dizeylerinde anlamli yikselmeler
oldugu saptandi. '

Bu caligmada, tek doz PTZ ile olusturulan epileptik nobetler KBB
gegirgenligini 6nemli derecede arttyrirken, tekrarlanan PTZ uygulamasiyla olusturulan
nobetlerde hem nobet siddeticin azalmas,, hem de KBB bozuklugumun daha az oranda
meydana gelmesi PTZ’ye kargt bir toleransin geligebilecegini disiindiirmektedir.
Tekrarianan nébetler sonucu beyinde eser element diizeylerinde gbzlenen diigly ise
gecirilen epileptik nobetler sonucu noronal dejenerasyona karst koruma
mekanizmalanmn 6nemli derecede etkilenebilecegini diigindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Epileptik nébetler, eser elementler, kan-beyin bariyeri, pentilentetrazol
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ABSTRACT

In this study, generalized tonic-clonic seizures were induced experimentally in
the male Wistar albino rats by injections of single dose and repeated doses of
Pentilylenetetrazole (PTZ). The changes in convulsive activity, blood-brain barrier
(BBB) permeability to macromolecules and, in the brain tissues the levels of iron,
cupper,t’zinc which played a role in various antioxidant systems were investigated.
Addiﬁopﬂy biochemical parametters which indicate peripheral metabolical changes
due to epileptic seizures were determined.

BBB permeability was investigated by Evans Blue (EB). Single dose
intraven6z (i.v) PTZ administration caused bilateral EB leakage in the brain areas
including preoptic area, nucleus caudatus, putamen, thalamus, hypothalamus,
midbrain, and the superior colliculus in all rats. On the other hand, epileptic activity
performed by 6. i.v dose of PTZ following alternate day i.p PTZ caused BBB
breakdown in only 3 out of 7 rats and this breakdown was slight and confined only to
a few brain areas. The administration of 55 mg/kg PTZ induced generalize tonic-
clonic convulsions in all rat. However, there were significant differences in the tonic
and clonic components of convulsive activity during the course of repeated seizures.
While the tonic activity was longer in duration than clonic activity at first seizure, the
picture was reversed at last seizures.

It was found that iron and copper levels in the brain were significantly low
after the seizures caused by alternate day PTZ injections. As a consequence of
seizures, several metabolic changes including significantly higher levels of calcium,
phosphor, glucose, trigliserid, iiric acid in serum were observed.

In this study, the results releated to seizure activity and BBB permeability
suggested that a tolerance could occur to PTZ after repeated seizures. The decreased
levels of trace elements in the bram seen after repeated seizures also suggested that
defence mechanisms which were involved in neuronal degeneration were affected
seriously.

Key words: Blood-brain barrier, epileptic seizure, pentylenetetrazole, trace elements.
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1. GIRIiS VE GENEL BILGi

Epilepsi diinyadaki biitiin wklarda % 0.4- 0.5 civannda goriilen ve kronik
geligim gosteren bir hastaliktir.

Epilepsinin fizyopatolojisini anlamaya yonelik ilk ¢abalar, nébetlerin klinik
Ozelliklerinin g6zlenmesiyle baglamugtir. 1870 yiinda Hughling Jackson epilepsi
noébetlerini, “sinir dokusunun™ kas dokusu iizerine zaman zaman, a}nn ve diizensiz
desarjlar . g6steren bir semptom olarak tammlamigtir. 1929 yiinda Hass Berger’in
beynin aksiyon akimlarnim kaydetmesinden sonra, epilepsi fizyopatolojisine iligkin
aragtirmalar yeni bir boyut kazanmstir.

Deneysel epilepsi araghrmalaninda yeni norofizyolojik, ndrokimyasal ve
nérofarmakolojik cahgmalar ¢6ziim Uretici yaklagimlar ortaya ¢ikarmustir. Ancak
epileptik desarjlanin baglamasina yol agan etkenler, bu desarjlann hangi yollar araciif
ile yayildi1 ve sonlandinlmasinda etkili faktorler gibi bazi temel sorunlara heniiz
doyurucu agiklamalar getirilmemistir (Bagoglu, 1988).

1.1 Epilepsi

Epilepsi nobetleri; MSS’deki noronlarin genetik, metabolik veya toksik
nedenlere yada degisik tiirde lezyonlara bagh olarak ortaya gikan agin uyanlabilirlik
(hipereksitabilite) durumunun bir sonucudur. Bunun yamsira viicut 1sisin yiikselmesi
(febril konviilsiyon), 15tk (daha gok miyoklonik nébetlerde goriilen fotosensitive) ve
ses (odiyojenik nobetler) gibi uyanlar néronlarda agin duyarhhk artigina yol agabilirler.

Epilepsi nobetlerini olugturan (epileptojenik) néronlar normal néronlara gére
daha sik desarj olurlar. Bu desarjlar “burst> adi verilen kiimeler olugturur. Bu
kiimeler, EEG kayitlarina “spike>® bigiminde yansir. Epileptojenik néronlarin bodyle
zaman zaman agin uyarilma durumuna gegerek normal néronlara kiyasla daha yiiksek



frekans ve amplitiitde eksitator post sinaptik potansiyel (EPSP) olugturmalarina
paroksismal depolarizasyon sifti (PDS) ad: verilir.

Paroksismal depolarizasyon sifti, epilepsiye genetik yatkinh@: olan kisilerde
heniiz tam bilinmeyen nedenlerin etkisiyle meydana gelebildigi gibi metabolik ve
toksik nedenlere baghi olarak veya beynin anatomik bitiinligiinii bozan gesitli
lezyonlar sonucunda da olugabilir.

Sinir sisteminde a1 uyanlma (hipereksitasyon) durumunu koruyucu bir
mekanizmia olarak eksitasyondan sonra inhibisyonun izlenmesi genel bir kuraldir.
Cesitli noromediyator sistemleri, noromediyator reseptoriiniin pre veya postsinaptik
membranda kenetlendifi iyon kanallannin agiip kapanma frekansim degistirmek
suretiyle eksitabiliteyi degistirirler. Eksitabilitenin ayarlanmasinda 6nemli rol oynayan
tic noéromodiilatér sistemin, GABAerjik ve adenozinerjik inhibitér sistem ve
glutamerjik eksitator sistem oldugu kabul edilmektedir. Bunun yamsira, dopaminerjik,
noradrenerjik, serotanerjik, kolinerjik ve enkefalinerjik sistemlerin de beynin ¢esitli
bolgelerinde eksitabilite diizeylerinin ayarlanmasina katkilarmin oldufunu gosteren
kanitlar elde edilmigtir. Noronlarda meydana gelen eksitasyon ve onu izleyen
inhibisyon olaylanmin siddet ve sireleri ile etkili olduklani anatomik alanlar epileptik
nobetin klinik tablosunu belirler (Kayaalp, 1995).

Nobetlerin simuflandinlmasina 1969 yilinda uluslararast bir nitelik kazandirildi.
Uluslararasi Epilepsi Demneginin Terminoloji Komisyonu (ILAE 1989) tarafindan
kabul edilen son gekli (Dreifuss, 1990);

Epilepsilerin ve Epileptik Sendromlanin Uluslararas1 Siniflandirmasi

1. Lokalizasyona bagh (fokal, lokal, parsiyel) epilepsiler ve sendromlar
1.1. Idiopatik (yasa bagh baslangig)

- Sentrotemporal dikenli selim ¢ocukluk ¢aB: epilepsisi

- Oksipital paroksizimli gocukluk ¢ag: epilepsisi

- Primer okuma epilepsisi



1.2. Semptomatik

Temporal lob epilepsisi

Frontal lob epilepsisi

Parietal lob epilepsisi

Oksipital lob epilepsisi

Cocukluk ¢agimin kronik progresif epilepsia parsiyalis kontinuasi
Spesifik faktorlerle uyanlan nobetlerle karakterize sendromiar

1.3. Kriptojenik

L}

2. Jeneralize epilepsiler ve sendromlar
2.1. Idiopatik (yaga bagh baslangig)

Selim ailesel yenidogan konvulsiyonlan

Selim yenidogan konvulsiyonlan

Siit ¢ocugunun selim myoklonik epilepsisi
Cocukluk ¢ag: absans epilepsi (piknolepsi)
Uyamrken gelen grand mal nobetli epilepsi

Diger jeneralize idiopatik epilepsiler

Belirli aktivasyon yontemleriyle uyanlan epilepsiler

2.2. Kriptojenik yada semptomatik

West sendromu (infantil spazmlar)
Lennox-Gastaut sendromu
Myoklonik astatik nobetli epilepsi
Myoklonik absansl epilepsi

2.3. Semptomatik
2.3.1. Nonspesifik etyoloji

-

Erken myoklonik epilepsi
Supresyon burst’lii erken infantil epileptik ensefalopati
Diger semptomatik epilepsiler

2.3.2. Spesifik sendromlar



3. Belirlenemeyen epilepsiler
3.1. Fokal veya jeneralize olduklan belirlenemeyen epilepsiler
- Yenidogan konvulsiyonlan
- Sat gocugunun agir miyoklonik epilepsisi
- Yavag dalga uyku sirasinda devamh diken dalga epilepsiler
- Edinsel epileptik afazi (Landau-Kleffner sendromu)
- . Diger belirlenemiyen epilepsiler
3.2. Net jeneralize veya fokal konviilsiyon 6zelliji olmayanlar

4. Ozel sendromlar
4.1. Duruma bagh nobetler
- Febril konviilsiyonlar
- Izole nébet veya izole status epileptikus
- Akut metabolik veya toksik nedenlere bagh nébetler

1.2 Deneysel Epilepsi Modelleri

Epilepside ndbet tipi ve siiresi tedavi se¢iminde 6nemli yer tutmaktadir. Bu
nedenle en uygun deneysel epilepsi modelini segmek Gnemlidir.

Insandaki epilepsi tiirlerine, nébetlerin sekli ve EEG’ nin gorindmi
bakimindan benzerlik gbsteren 6nemli deneysel hayvan modelleri arasinda sunlar
sayilabilir:

1. Grand Mal Modelieri

Siganlarda maksimum pentilentetrazol nébetleri

Siganlarda odiyojenik nébetler

Sicanlarda maksimum elektrogok ndbetleri

Siganlarda fluorotil ndbetleri

Kedi omuriliginde post-tetanik potansiasyon (PTP) testi.

Penisilin, alumina kremi, kobalt ve dondurma teknigini serebral kortekse uygulama



2. Petit Mal Modelleri
Farede pentilentetrazol testi.
Kedi yavrusunda fossa intermedia’nin elektrikle uyarilmas:.
Kedi yavrularinda intralaminar talamik niikleuslara ve retikiller formasyona
alumina kremi uygulama.
Genetik absans epilepsili sigan modelleri
3. Myoklonik Epilepsi Modelleri
Senegal babunu (papio papio) da foto miyoklonus
Fokal aliminyum kremi uygulama
4. Fokal Motor ve Psikomotor Epilepsi Modelleri
Serebral kortekste motor alanlarda, amigdaloid niikleusta veya hipokampiiste
aliminyum kremi, kobalt penisilin yerlestirme veya dondurma teknii gibi yontemlerle
epileptojenik odak olugturma
Elektrikle fokal stimulasyon
S. Kindling Modeli
Kompleks parsiyel epilepsi modeli olarak kullanilmaktadir. Esik alti subkonwviilzif
dozlarda, belli araliklarla ve belli siire uygulanan elektriksel yada kimyasal uyaran sonucu
beyin fonksiyonlarmda siirekli bir degisme meydana gelisi olarak tanimlanmaktadir.

Epileptik nobetler MSS néron gruplannda meydana gelen hipereksitabilitenin
bir sonucudur. Antiepileptik ilaglar, néronlann bu agin duyarhhm onler, yani
inhibitor etkiye sahiptirler. Ilaglar, inhibe edici etkilerini bazen birbirine benzeyen
bazen de farkli mekanizmalarla gosterirler. Bu mekanizmalan agiklamak amaciyla
yapilan deneysel caligmalardan saBlanan bilgiler daha ¢ok deneysel hayvan
modelleriyle elde edilmesine ragmen antiepileptik etki mekanizmalan heniiz kesin ve
doyurucu bi¢imde aydinlatilamamugtir. Bu durumda epilepsi hastasim tedavi eden
hekim, ¢ogu zaman neden ileri geldigini bilmedigi noronal hipereksitabiliteyi,
antiepileptik ilaglanin, neden ileri geldigini kesin olarak bilmedigi inhibitor etkileriyle
bask: altinda tutmaya galigir.



Epileptik no6betleri olugturan degisik mekanizmalann anlagilmasi, bu
mekanizmalan spesifik bigcimde 6nleyen tedavi yontemlerinin geligtirilmesi i¢in umut
kapis1 agacaktir.

Yakin gegmiste benzodiazepin reseptorlerinin, endojen néropeptitlerin ve
eksitatér aminoasit (a.a) antagonistlerinin bulunusu; nébetlerin  olusum
mekanizmalanmn  agiklanmasinda ve epileptik nébetlerin  endojen maddelerle
tedavisinde umut verici olanaklar saglamigtir (Dener, 1995).

1. 3. Pentilentetrazol (PTZ)

(=6, 7, 8, 9 Tetrahidro-5H-Tetrazol{1,5-a}azepine;c,3- clopentamethyl; 1,5-
pentamethylene; 6,7,8,9 Tetrahidro-5 azetpotetrazole)

PTZ, deneysel epilepsi modelleri olusturmak amaciyla siklikla kullamlan
sistemik konvulsif bir ajandir, &zellikle beyin sap: yapilanm uyarmaktadir. (Fischer,
1989). Doza ve verilig tarzina bagh olarak klonik yada tonik-klonik konvulsiyonlar
olugturur (Fisher, 1989; Goldman et el.,1992). Yiiksek dozda verildiginde omuriligi de
uyarmaktadir.

PTZ’un 50-80 mg/kg tek bir dozunun uygulanmasim takiben; myoklonik
jerkler, myoklonuslar, tonik ekstansiyon ve fleksiyonlar, tonik-klonik konvulsiyonlar
ortaya gikmaktadir (Mares and Schichkerova, 1980).

PTZ, merkez sinir sistemini uyaric1 etkisini, GABA, / Benzodiazepin (Bz)
reseptor kompleksine “ pikrotoksin baglanma yeri * izerinden (GABA,/ Bz. reseptér
kompleksi iizerinde barbitiiratlanin selektif olarak baglandiklan yiksek afiniteli
baglanma yerine, barbitiirat antagonisti pikrotoksinin selektif olarak ve barbituratlarla
kompetetif inhibisyona girerek baglandifn ig¢in ve aymnca isaretlemelerde H3
Pikrotoksin kullanildif igin pikrotoksin bajlanma yeri denilir) baglanarak gosterir. Ve
etkisini Klor (Cl) kanallaninin agilmasim engelleyerek gosterir (Pitkanen, 1987).

L.C. YOKSEKOGRETIM KURULU
DOKUMANTASYON MERKEZ{



1.4 Kan- Beyin Bariyeri

Beyin kapiller endotel hiicrelerinin, periferik kapillerlerden farkh yapisina,
“kan-beyin bariyeri” denilmektedir. Kan-beyin bariyeri ile ilgili ilk aragturma 1882
yiinda Paul Erlich tarafindan yapilmigtir. Erlich, tavsanlara intrvendz olarak verdigi
vital boyamn tiim organlan boyadig1 halde, beyni boyamadiim gérmiigtiir. Intravendz
olarak verilen boya hemen kan proteinlerine, &zellikle albimine baglanmakta ve
albﬁnﬁn—iirotein kompleksi meydana getirmektedir. Krogh’iin 1946 yiinda, KBB’ ni
beynin lipid membram olarak tammlamasin ardindan (Oztas, 1984), Bennet ve
arkadaglani (1959), vertebral kan kapillerlerini simflandurmuglar ve beyin kapiller
endotelinin farkh yapisini ortaya koymugslardir (Coraford ve Oldendorf, 1986).

Bu konuda en 6nemli ultrastriiktiirel aragtirma ise 1967 yilinda Karnovsky
tarafindan gerc¢eklestirilmis. Ve yapilan diger ¢aligmalarla birlikte kan-beyin bariyerinin
beyin kapillerlerini olugturan endotel hiicrelerinin farkhi yapisim ortaya koymuslardir
(Oztas, 1984).

KBB’nin yapisal 6zellikleri (Coinford ve Oldendorf, 1986);

*Beyin kapillerlerini olugturan endotel hiicreleri arasinda * tight-junction ©
(zonula ocludens) olarak adlandinlan siki baglantilar bulunur. Boylece bazal
membran kesintisiz devam eder.

iBirqqlg kapillerlerde ortak olan fenestrasyon KBB kapillerlerinde gozlenmez
+Cok sayida ve bayik hacimli mitokondri KBB endotelinde gorilir.
*Pinositoz gok az gorilir, artmiy pinositik aktivite kapillerlerde cAMP
konsantrasyonlarinda artmayla korelasyon gosterir.

*Beyin kapiller duvarlannin biyik elektriksel direnci vardir, diisik iyon
gecirgenligi ve iyon diffizyon direnciyle 6zel bir epiteldir.

*Beyin kapillerlerinin luminal ve antiluminal yiizeylerin yapisal ve fonksiyonel
farkhhklan vardir.



*Histokimyasal ¢aliymalarla KBB kapillerlerine 6zellesmis enzimler oldugu
bulunmugtur. Bunlar; alkalin fosfataz, pseudo-kolin esteraz, aromatik L
aminoasit dekarboksilaz, gama-glutamyltrans peptidaz. Bu enzimler yapisal
olarak korunamayan bariyer bolgelerinde, nérotransmitterlerin ve yagda
eriyen bazi maddelerin beyine gegmesine engel olur.

*Memelilerin beyin kapillerlerinin etrafi perisitle g¢evrilmigtir. Perisitler
antiluminal yiizeyle siki iligkidedir. KBB’nin bozulmasi durumunda perisitler
defansta ilk savunma hattint olugtururlar.

*Astrosit ayak olusumlan KBB fonksiyonuna katilmaz. Bu glial ayak
olusumlan, bariyer tipi kapillerlerin bigimlenmesini indiikler.

Farkh fizyolojik kosullarda, KBB’nin rolii kandaki madde degisimlerinden
ndronlan korumaktir, Kanda bulunan hormonlar, nérotransmitterler, amino asidler
(a.a) ve iyonlar gesitli fizyolojik kosullarda dalgalanma gosterirler. Eger noronlar bu
degisikliklere maruz kalirsa kontrol edilemeyen MSS hastaliklan ortaya cikabilir.

Merkezi sinir sisteminde KBB’den bagka kan-serebrospinal siv1 bariyeri
bulunmaktadir. Bu bariyer birgok 6zelik yoniinden KBB’ne benzemektedir. Bu sayede
kan ile serebrospinal siv1 arasindaki madde degisimleri kontrol altinda tutulur.

Beyinde KBB’nin bulunmadigy boélgeler de vardir; hipotalamusun bazi
alanlan, pineal bez, area postrema ve nérohipofiz, kana EB veya Trypan Blue (TB)
gibi vital boyalar verilince maviye boyamr. Bu bélgeler viicut sivilanindaki osmolalite
ve glikoz konsantrasyonlan degisikliklerine cevap veren duysal reseptorler
igerdiklerinden diffizyonun kolay gergeklesmesinde 6nem tagir.

Genellikle kan-serebrospinal sivi bariyeri ve KBB’i su, CO,, yagda eriyen
alkol ve ¢ofu anesteziklere kars1 gegirgendir. Na®, K, CI' gibi elektrolitlere daha az
gecirgendir. Plazma proteinleri ve lipidier gibi biiyiik organik molekiillere ise h}Q
gegirgen degildir.



Kan-beyin bariyerine etki eden c¢ok gesitli faktdrler vardir. Bunlan soyle
stralayabiliriz (Oztas, 1984):

a) Hipertansiyon
b) Konvulsiyonlar
c) Hipoksi ve iskemi
d) X- igmnlan
e) Tiimérler

" f) Hiperkapni

' g) Yasghhk
h) Hipertonik eriyikler

1.5. Epileptik Konvulsiyonlar ve Kan-Beyin Bariyeri

Cesitli hayvan modellerinde, ilaglar veya elektriksel stimiilasyonlar
konvulsiyonlan olusturmak amaciyla kullamlmaktadir. Bu ¢aligmalarda PTZ,
dexamethasone, penisilin, bikiikulin, methoxy pridoxine, methionine sulfoksime,
kainik asit gibi gesitli ajanlar kullamimaktadir (Nitsch and Klatzo, 1983; Ziylan ve
Ates, 1989)

Elektriksel yada kimyasal yolla olusturulan epileptik nébetler de vital boyalar
(EB, TB gibi) veya radyoaktif maddeler kullamilarak KBB gegirgenliginde &nemli
degisikliklerin ortaya ¢iktif1 gosterilmigtir.

Kullamian ila¢ yada uygulanan yonteme bagh olarak beynin gegitli bolgelerinde
KBB gegirgenliginde artma bildirilmistir ( Nitch and Klatzo, 1983). Ornegin,

GABA reseptor blokeri olan bikiikulin, spesifik olarak pallidum bblgesi igine
boya girmesine neden olur.

GABA sentez inhibitérii methoxy pridoxine, hipokampusta KBB
fonksiyonlarinda bozulmalar olusturur. Mamiller body kapillerlerinin de bu
kovulsiyonda primer olarak bozuldugu bildirilmigtir. Kainik asit ise neokortikal beyin
kapillerlerinde yaygin bir EB gegisine neden olmaktadir.
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Pentylenetetrazol nobetlerinin, primer etkilerinin hipotalamus, serebellum ve
preoptik alanlarda oldugu belirtilmektedir.

Petito ve Levy (1980), elektrosok (ES) ile olugturulduklan nébetlerde birgok
bolgede artmug pinositik aktivitenin varlifim gostermiglerdir.

Browning ve arkadaglan (1981 ) tarafindan, jeneralize nébetlerin tonik
komponentinin olusumunda orta beyin retikiller formasyonunun (RF) ve/veya
serebellumun kritik roli oldugu bildirilmigtir. Bu temel izerinde yapilan bir ¢aligmada
maksimal’ PTZ ve maksimal elekirogokla olusturulan nobetlerin  tonik
komponéntletinin ortabeyin retikiller formasyon yapilariyla belirgin olarak iligkili
oldugu, minimal ES ve PTZ tarafindan olugturulan klonik nébet aktivitesinin bu
yapiardan etkilenmedifi gosterilmigtir (Browning, 1985). Bununla birlikte PTZ ve
ES’la olusturulan klonik aktivitenin 6n beyin yapilanndan kaynaklandi@n ©ne
strilmiigtir. McCaugran ve Maneto (1982), ontojenik gelisim basamaklaninda tek
yada tekrarlayan PTZ uygulamasi sonucu geligen tonik ve klonik nobetlerin farkh
ndronal yapilardan kaynaklandigs belirtmislerdir.

Nobetler ile birlikte yogun serebral aktivite gelistii bilinmektedir. Cogu
hayvan ve insan ¢aligmalan nobetler sirasinda glikoz ve oksijen titketiminin iki yada t¢
kat arttifim serebral kan akimin ise bolgesel olarak 1.5-9 kat arthifim gostermistir
(Bolwing, 1988).

Epileptik nobetlerde bariyer degisiklikleri gegicidir ve degisiklifin derecesi
ilgili beyin bolgelerindeki ndronal aktiviteyle iligkili kan akimi, kan basmnct (Petito et
al., 1977) ve vazodilatasyon (Bradbury, 1979) gibi faktorlerle etkilenebilir. Plazma
proteinlerine gegirgenligin gegici artiginin ilagla olugturulan nobetlerin kesilmesinden
sonra bir saat i¢inde normal fonksiyonuna dondiigi gosterilmistir (Lorenzo, 1972).

Epileptik nobetler sirasinda KBB gegirgenliginde goriilen bolgesel degisiklikler
noronal aktivite artmasimn yamsira akut hipertansiyonla da iligkili olabilir. Belirli
beyin bolgelerinde kan akim otoregiilasyonun kayb1 sonucu, o bolgelerdeki serebral
damarlarda agin bir vazodilatasyon gozlenmektedir (Suzuki, 1984).
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Konvulsiyonlar sirasinda yukarida agiklandifn sekilde KBB gegirgenliginin
degismesinde artmus kan basinciun rolit oldugu ancak, artmus néronal aktivite ve
bagka faktorlerin de ige kangtifi ileri siriilmektedir. Konvulsif maddenin beynin
spesifik bolgelerinde hiperaktiviteye neden olacagi ve serebral damarlardan
serbestlenen birtakim norotransmitterler nedeniyle lokal kan akimimin etkilenecegi ve
serbestlenen vazoaktif cAMP aracihftyla transselliler pinositozun olusumuna
kangabilecegi Petito ve arkadaglan tarafindan (1977) gosterilmigtir,

Normalde kan akimu serebral arterlerin direng ve caplanndaki otoregtilator
ayarlamalarla 60-160 mm Hg arasinda sistemik kan basincindan baimsiz tutulurlar
(Ziylan, 1989; Ates ve ark., 1993). Bu otoregiilasyon otonom sinirlerin yam sira
serebral damarlarda bulunan histamin, asetilkolin, adrenalin, noradrenalin gibi
norotransmitterler tarafindan saglamr (Nitch and Klatzo, 1983).

Baz aragtirmacilar (Haggendal and Johanson, 1972; Rapport, 1976) KBB’ nin
gegirgenlik artigim, kapillerlerin dilatasyonuna neden olan artmmg§ intraluminal basing
nedeniyle endotelial hiicrelerin arasindaki tigh junctionlarin agilmasiyla yada endotelial
hiicrelerin pinositik aktivitesinin artistyla agiklamaktadirlar (Johansson et al., 1974;
Johansson, 1976; Westergaard et al., 1977).

1.6. Eser Elementler

Ekolojik agtdan hava, su, toprak, bitki, hayvan ve insan birbirleriyle devaml
etkilegim halindedir ve organizma zaman igerisinde gevrenin etkisiyle sekillenir ve
gelisir.

Canlilarda hiicrenin proliferasyon, replikasyon ve farkhlagmas: igin
aminoasitler, glukoz, ya3 asitleri, mineraller ve vitaminlere gereksinimleri vardir. Insan
gruptan olan eser elementler enzim sistemlerinin ve 6zel tagtyici proteinlerin yapisinda
bulunur. Cogunlukla eser elment grubundan olan metal iyonlan enzimlerin yapisina
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girerek veya aktiflesmesini saglayarak viicut islevlerinde &nemli rol oynar. Eser
elementler; bakir, ginko, demir, mangan, selenyum, kobalt, iyot, molibden, flor,
krom’dur.

KBB’ini olusturan serebral endotelial hiicreler ve kan-serebrospinal svi
bariyerinde koroid plexus, MSS de homeostazisi enerji-bagimh transport
mekanizmalarinin devamliligiyla saglar (Bradbury, 1979). Beyindeki hipoksik olaylar
bu transport iglemlerini degistirebilir ve bu dokuda enzimatik ve metabolik aktiviteler
de belirgin degisikliklere yol agabilir. (Harik et al., 1982; Adam et al., 1987). Beynin
normal fonksiyonlarim siirdiirebilmesi igin siirekli oksijene gereksimin vardir. Bunun
yam sira oksijen metabolizmas: siirekli reaktif tiirler iretir, eger elimine edilmezse
genel belirti olarak endotelial hasarh doku patolojisinin gesitli formlanina neden olabilir
(Kontos, 1985; Gyrglewski et al., 1987).

Beyinde birgok koruyucu sistem, oksijen derivesi serbest radikallerin
birikimine engel olur. Serbest radikallerin zararlarindan dokuyu koruyucu enzimler;

- katalaz

- glutatyon peroksidaz

- superoksid dismutaz (SOD)’dir.

Seruloplasmin ve metallothionein de serbest radikallerin etkisinden hicreyi
koruyan proteinlerdir. Eser elementlerden Cu, Mn, Se ve Zn koruyucu enzimlerin en
onemli pargalandir (Acarsoy, 1998). Bu metaller elektron ahp vererek serbest
radikallerin ortadan kaldinlmasina katihrlar. Bu nedenle koruyucu enzimlerin
aktivitesi, eser elementlerin etkileriyle kontrol edilebilir (Tayarani, 1989).

6. 1. Cinko

Cinko major metabolik olaylarda, protein, karbonhidrat, enerji, nikleik asit,
lipid ve hem sentezinde, gen ekspresyonu, doku sentezi ve embriyogenezisde rol ahr.

12



Birgok farkh eser element gibi , ¢inko da MSS’inde ¢esitli kantitatif degerlerde
bulunur. Cinko dagilimu yag, tiir ve gevre gibi birgok faktér tarafindan etkilenir. Cogu
eser element gibi gri maddeden zengin bolgelerde beyaz maddeye kiyasla ¢inko
dizeyleri daha yliksektir. Hipokampusta en fazla olarak bulunur. Histokimyasal ve
atomik absorsiyon spektrofotometrik yontemlerle ginkonun yosunsu (mossy fibber)
liflerde daha zengin bulundugu gosterilmigtir (Crawford, 1983; Prohaska, 1987°den).
Hipokampal dilimlerden ¢esitli uyanlarla ginkonun sahindifim gosterilmistir (Howell et
al., 1984: Prohaska, 1987°den).

insan ve sigan beyninde ginko konsantrasyonu benzerlik gosterir. Bu ozellikle
demire ve bakira gore zit bir durumdur. Aym sekilde tavsan, domuz, inek gibi farkh
tiirlerde ginko konsantrasyonlar insanlara yakin degerlerde bulunur.

Cinkonun, GABA homeostazisine kangtif diginiilmektedir. Cinko artiggmn
GABA’nin reseptorlerine baglanmasini ve glutamat dekarboksilaz aktivitesini inhibe
edebilecegi bildirilmigtir (Ebadi et al., 1984). Aynca ¢inko ile nérotransmitter
diizeyleri arasinda iligkinin agi8a ¢ikarilmas: ile ilgili bir caligmada ¢inko eksikliginin
hipokampustaki glutamat ve aspartat baglanmasinda degisiklik yapmadif:
gosterilmigtir (Slevin, 1985).

1.6. 2. Bakar

Bakir beyinde yiiksek diizeylerde bulunur. Genel olarak, bakir diizeyleri gri
maddede, beyaz maddenin iki yada ii¢ misli olmaktadir. Bu farklilik, protein dagilimim
ve konsantrasyonunu yansitmaktadir. Bakir, lokus serulous ve substansia nigra gibi
belirli bolgelerde yiksek diizeylerdedir. Rat beyninde bakir en yiksek diizeyde
hipotalamusta bulunur. Yetigkin rat beynindeki bakir diizeyi, insan beyninde bulunanin
yaklagik 1.5 katidir. Insan beynindeki ortalama miktan 0.1 pumol diir (6.354 pgr/gr)
(Bonilla et al., 1984; Prohaska, 1987°den).
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Néronal bakir, diigiik molekiil aZarlikl ligandlarla birlikte ~havuz olugturarak-
bulunmaktadir. Eger ligand uygun ise etkili biyolojik aktivite ortaya cilabilir. Ornegin,
bir bakir kompleksinin antikonvulsan aktivite gosterdigi bildirilmistir (Sorenson et
al.,1979; Prohaska, 1987°den). Bakinn yiksek konsantrasyonlan, presinaptik
terminallerden dopamin, norepinefrin ve seratonin geri alimi1 ve salimmum etkiledigi
gesiti caligmalarla gosterilmigtir (Komulamnen and Tuomusto, 1981; Prohaska,
1987°den). .

ﬁopamin B-monooksijenazin; SOD ve sitokrom oksidazin aksine beynin minér
bir bakir proteini oldugu ve noradrenerjik néronlarin hiicre gévdelerinde, norepinefrin
(NE) graniillerinin yakiinda bulundugu gésterilmistir. Bu spesifik dagiim DBM’yi
CuZn-SOD ve sitokrom oksidazdan farkh kilar. DBM beyin sapi, locus ceruleus ve
poterior hipotalamusda ytiksek diizeylerde bulunmaktadr.

Bakir, CuZn-SOD daki roliiyle demiyelinizasyona karyt korucu etki
gosterebilir. Myelindeki lipidler, hidroksil radikali (HO¢) gibi oksijen radikallerinin
artmiy olusumlaryla peroksidasyona maruz kalirsa demiyelinizasyonu ategleyebilir.
Bakinn miyelinizasyondaki rolii tam olarak bilinmemektedir. Ancak, biiyiime ve
gelisim sirasinda 6zellikle beyin gelisiminde bakira gereksinimin arttif1 bilinmektedir.

1.6. 3. Demir

Demir ve bakir yagam ic¢in gerekli metabolik proseslerin ¢ogunda yer ahr.
Demir, hem ve non-hem igeren proteinler, oksidatif metabolizma ve DNA sentezinde
yer alan enzimler de dahil olmak iizere timi i¢in gereklidir (Crowe and Morgan,
1996). Beyin geligimi sirasinda demir eksiklifinin ortaya gikmasi, kognitif davramglar
iizerine uzun siireli ve zararh etkilere yolagabilir. Bu durum serebral fonksiyonlarda
demirin 6nemini vurgulamaktadir. Demir, bakira benzer olarak beyinde beyaz
maddeye kiyasla gri maddede fazla olarak dagilmustir. Insan beyninde ozellikle
pallidum, putamen ve substansia nigrada yiiksek diizeylerde bulunmugtur.
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Hiicre kiltiri ¢aligmalarinda, noronal hiicrelerin transferrin-aracth bir
mekanizma ile demiri aldiklan g6zlemlenmigtir (Crowe and Morgan, 1996). Noéronal
hiicrelerde demir proteinle bagh olarak bulunur. Bu protein-bagli demir, havuzlarda
ferritin olarak depo seklinde veya fonksiyonel enzimlerin yapisinda bulunabilir.

Beyin demir konsantrasyonu birgok faktor tarafindan etkilenir. Bunlar, gelisim
esnasinda demirin ortamda bulunmas, yas, tiir gibi faktorlerdir. Insan beyindeki demir
miktanimn, kemirgenlerden ve evcil hayvanlardan daha fazla oldufu gosterilmistir
(XKofo d, 1970).

Youdim ve arkadaglarnin demirin (1980,1983), dopamin (DA) ve seratonin’in
postsinaptik  baglanmalanindaki fonksiyonunu aragtiran gahigmalarinda; demir
eksiklifinde, D2 -dopaminerjik reseptdr baglayan bolgelerde bir azalma goézlenirken
a- veya B-adrenerjik, muskarinerjik, seratoninerjik, GABAerjik veya D1-dopaminerjik
sistemlerde farklilifin olmadifi gosterilmigtir.

Demir, bakir ve diger eser elementler gibi norotransmitter homeostazisinde
kullamlir ve enerji metabolizmasindaki birgok enzimin yapisinda yer - alr (Sekil
16.3.1). Beyin eser metallerinin hem lipid peroksidasyonuna kans1 koruyucu oldugu
hem de lipid peroksidasyonu iiretimine kanstig1 g6sterilmigtir (Sekil 1.6.3.2).
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Sekil 1.6.3.1. Norotransmitter homeostazisinde eser elementlerin rolii. (Proh aska, 1987

Glutamin sentetaz (GS), triptofan 5-hidroksilaz (TtpH), aldehid oksidaz
(AO), glutatyon perosidaz (GSH-Px), tirozin 3-hidroksilaz (TH) ve dopamin B-
monooksijenaz (DBM) da dahil olmak tizere birgok enzim bagh-metal igerir. Birgok
gahgmada, pre- ve post sinaptik reseptorler ve eser element ligandlarmn (L)
etkilesimleri yonlendirdigi gorilmektedir. MAOQ, monoamine oxsidaz A ve B; GABA,
Yv-aminobiitirik asit; 5-H Trp, 5- hidroksitriptofan; 5-HIAA, 5-hidroksiindolasetikasit.
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Sekil 1.6.3.2. Beyindeki oksijen metabolizmasinda eser elementlerin roli
(Prohaska, 1987).

Metal-bagli enzimler hiicre-i¢i organellerde birgok reaksiyon da yeralirlar.
Peroksizomlarda katalaz iceren bu proteinler; mitokondride; Mn-bagh siiper
oksitdismutaz (Mn-SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), sitokrom-c oksidaz (CO),
sitokromlar b,c1 ve ¢ (Cyt) ve non-hem demir proteinler (FeS), sitoplazmada; ‘
GSH-Px, CuZn-bagh stiperoksitdismutaz (CuZn-SOD) ve ksantin oksidaz (XO)’dr.
Hidrojenperoksit (H0,), Oz-¢ ve serbest demir diizeylerinin kontroli, hidroksi
radikalleri (HO*) olusumunu ve onu takip eden lipid peroksidasyonunu Snlemede
monoamino oksidaz (MAO) A ve B 6nemlidir.



2. AMAC VE KAPSAM BOLUMU

Deneysel epileptik nébet olugturmak i¢in, gesitli hayvan modellerinde, Pentylenetetrazole
(Lorenzo et al., 1975), Bicuculline (BC), elektriksel stimiilasyon (Westergaard et al., 1977)
- gibi pekgok ydntem kullanilmistir. Epilepside, medulla spinalisle iletilen desarjlar tiim
viicutta tonik-klonik konvulsiyonlara neden olur, Nobetin sonuna dogru, tonik-klonik
konvulsiyon denilen, ardarda gelen tonik ve spazm tarzinda kas kasilmalari ortaya ¢ikar.
Siklikla kisi dilini 1sirir yada bazen siyanoza yol agacak sekilde solunum giigliigii ¢eker. Bu
konvulsantlarin uygulanmasi, neokorteks, olfaktor bolgeler, talamus ve hipotalamusu
cesitli derecelerde etkileyerek, beyin parankimasinda proteinlerin extravazasyonuna neden
olur. Olusturulan epileptik konvulsiyonlarin insan epileptik nébetlerine ¢ok benzemesi
nedeniyle pirimer jeneralize nbetlerin olusturulmasinda PTZ en gok kullanilan ajanlardan
biridir (Miller, 1987; Ziylan and Ates, 1989; Oztas ve Kaya, 1990; Ates ve ark., 1992;
Veliskova, 1996; Fischer, 1989). PTZ ° un etki mekanizmasinin, direkt eksitatdr etkisinin
yamsira GABA 4 reseptor blokajt ile iliskili oldugu tespit edilmistir (Ziylan ve Ates, 1989).
PTZ’ un 50-80 mg/kg tek bir dozunun uygulanmasim takiben myoklonik jerkler,
myoklonuslar, tonik ekstansiyon ve fleksiyonlar, tonik-klonik konvulsiyonlar ortaya
¢ikmaktadir (Mares and Schichkerova, 1980). Meydana gelen jeneralize tonik-klonik
nobetlerin serebrovaskiiler gegirgenligi arttirdifi ve normalde beyine gegemeyen
makromolekiillerin hasarlanan KBB boélgelerinden gecisinin saglandii pek ¢ok arastirmaci
tarafindan gosterilmistir. Bu aragtirmalarin ¢ogunda epileptik nobet nedeniyle KBB’ nin
bozuldugunu géstermek igin kanda alblimine baglanarak taginan EB kullanilmigtir (Nitsch
and Klatzo, 1983; Oztas ve Sandalci, 1984; Ziylan ve Ates, 1989).

Klinik uygulamalarda en ©nemli sorunlardan biri kronik nobet aktivitesinin
serebrovaskiiler gegirgenlifi nasil etkiledigi ve antiepileptik tedavinin bu uzun siiregteki
etkisinin nasil gelistigidir (Reynolds, 1988).

Epilepsilerin bazi formlarinda aktif oksijen metabolitlerinin artmasi veya
antioksidan koruyucu mekanizmalarin aktivitesinin azalmasimin tekrarlayan nébetlerin
riskini arttirabilecegi Willmore ve Rubin (1981), tarafindan yapilan bir ¢alismada &ne
stiriilmiistiir.
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Artan serbest radikaller lipid peroksidasyonuna neden olarak néronal
dejenerasyon meydana getirebilir, dolayistyla epilepsinin gelisiminde bir rol oynayabilir
(Abbott et al., 1990; Jesberger and Richardson, 1991). Beyinde bu reaktif tiirevlerin
etkilerinden koruyucu birgok sistem vardir; SOD, glutatyon peroxsidaz ve katalaz
enzimleri serbest radikallerin olusumu ve yikihm arasindaki dengeyi korur. Bu
enzimlerin bazilan bakir ve ginko, bazilan manganaz, bir kismt da demir igerir. Bu
metaller elektron alip vererek serbest radikallerin ortadan kaldinimasina katilirlar. Bu
nedenle i&oruyucu enzimlerin aktivitesi, eser elementlerin etkileriyle kontrol edilebilir
(Tayarani, 1989).

Eser element diizeylerindeki degisiklifin primer olarak epilepsiye mi yoksa
antiepileptik ilaglarin eser elementlerin kinetigi tizerine yapti etkilere mi bagh oldugu
tartigmahidir.

Epileptik nobetlerin merkezi etkilerinin yamsira, periferik etkilerinin de oldugu
gosterilmistir. Nobetle birlikte ortaya ¢ikan fizyolojik degisikliklerin iki yolla meydana
geldigi dusiniilmektedir; nobetin motor komponentinin ortaya gikardifi degisiklikler
(viicut 1sisinda artma, PH ve kan gazlan degisiklikleri), ile otonomik ve endokrin
degisikliklerdir. Otonomik ve endokrin degisiklikler, kismen motor aktivite tarafindan
etkilenmis olsalar bile, primer olarak hipotalamus ve difer kontrol merkezlerini
etkileyen noronal eksitasyonun direkt etkisiyle meydana gelir (Meldrum, 1988).
Nobetler sirasinda meydana gelen metabolik degigiklikleri aragtirmak amaciyla
serumda glukoz, lipid, cesiti hormon ve elektrolit diizeylerine bakilmustir
(Papavasilious and Miller, 1983 ).

Tez galigmamda epilepsi ile ilgili metinde bahsi gegen g¢aliymalar gézonine
alinarak, tek doz PTZ nobetlerini (akut nobet), tekralanan PTZ (kronik nobet)
nobetleriyle kargilagtirarak konvulsiyonlann beyinde ortaya ¢ikardign degisiklikleri
agiklamaya g¢ahistik.

Bu calismada; tek doz ve tekrarlanan dozlarda PTZ nébetleri olugturarak
gecirilen bir nobetin sonraki nobetleri nasil etkileyebileceBini, konvulsif nobet
aktivitesinin siiresini ve seklini, nébetle iliskili olarak kan-beyin bariyerinde meydana
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gelen bolgesel agimalan degerlendirerek MSS’nin PTZ’e duyarhlifinda degisiklik
olup olmadigim aragtirdik.

Aym zamanda PTZ ile olugturdugumuz tekrarlanan nobetlerin beyinde artrmg
metabolik aktiviteyle iligkili antioksidan sistemlerde rol alan enzimlerin fonksiyonlarna
kangan bakir, demir ve ginko diizeylerindeki etkilerini siganlarin beyin dokularindaki
konsantrasyonlanm Slgerek incelemeyi amagladik. Nobetlerin periferdeki etkilerini
incelemek amaciyla da serum da total protein, albimin, tirik asit, elektrolitler (Na?,
K2, CI? Ca P, trigliserid ve glukoz diizeylerini 6l¢tiik.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Caliymamizda 20-24 haftalik (350-400gr) Wistar albino tiirii, erkek siganlar
kullanildi. Siganlar kafeslerde dortlii olarak, 12 saat aydinbk /12 saat karanhk
ortaminda kalacak sekilde diizenlendiler. Standart sican yemi ve ¢esme suyunu ad
libitum olarak alan hayvanlar nce iki ana gruba aynldi. Bu iki ana grup kendi iginde
dort alt gruba ayrildi '

4

Grup 1: PTZ ile jeneralize tonik-klonik nobet olusturularak KBB ve nébet
aktivitesinin degerlendirildigi gruplar:

Grup 1A : Tek doz PTZ’nin uygulandi1 grup (n=7)

Grup 1B : Kontrol grubu (tek doz serum fizyolojik verilen grup) (n=7)
Grup 1C : Tekrarlanan PTZ dozlarmn uygulandif grup (n=7)

Grup 1D : Tekrarlanan dozlarda serum fizyolojik verilen grup (n=7)

Grup 2: PTZ ile olusturulan jeneralize tonik-klonik nobetten sonra beyin
dokusunda eser element tayini ve serumda biyokimyasal parametrelerinin incelendigi

gruplar:

Grup 2A : Tek doz PTZ’nin uygulandig1 grup (n=9)

Grup 2B : Kontrol grubu (naif grup) (n=9)

Grup 2C : Tekrarlanan PTZ dozlarinin uygulandig: grup (n=9)
Grup 2D : Tekrarlanan dozlarda serum fizyolojik verilen grup (n=9)

Kullamlan kimyasal maddeler:
Pentilentetrazol (PTZ)- Sigma, St. Louis, MO.USA
Evans Blue (EB) - Sigma, St. Louis, MO.USA
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Grup 1: PTZ ile jeneralize nobet olusturularak KBB ve nobet aktivitesinin
degerlendirildigi gruplar:

Grup 1A : Tek doz PTZ’nin uygulandif: grup ; deney grubundaki siganlarin
femoral venlerine, eter anestezisi altinda, i¢i heparinli serum fizyolojik (SF) ile
doldurulmug kaniil yerlestirildi. Kaniil subkutan ilerletilerek diger ucu boyuna yakin
yerden gikartilarak sabit hale getirildi. Yaklagik iki saat hayvanin kendine gelmesi
beklendikten sonra, taze olarak hazirlanmg, SF’de ¢6zdiriilmis %2’lik 3 mi/kg Evans
Blue (EB) i.v. olarak enjekte edildi. Bes dakikalik siireyi takiben deri ve mukozalarin
boyanmas: gozlendikten sonra, SF’de ¢ozdiriilmiis 55 mg/kg PTZ i.v. olarak enjekte
edildi ve hayvanlar yaklagik 30 dakika boyunca epileptik aktivite agisindan gézlendi.
Daha sonra hafif eter anestezisi altinda torakotomi yapilarak sol kalpten SF ile 10-15
dakika perfizyon yapilarak sakrifiye edilen hayvanlann beyinleri ¢ikartild: ve 24 saat
formalin iginde fikse edildi. Fiksasyon sonunda 2-3 mm’lik koronal beyin kesitlerinde
EB gecisi ve dagilim makroskobik olarak degerlendirildi. KBB gegirgenligi, EB
varhgmna gore anatomik beyin bolgelerinde stereotaksik atlas yarduﬁiyla saptand1 ve
degerlendirmeler “yok (0)”, “hafif mavi(+)”, “koyu mavi (++)” seklinde yapildi.
(McCaughran and Manetto, 1982; Ziylan ve ark, 1992). Epileptik nobet aktivitesi ise
nobet siklif1, konvulsiyon siiresi ve % de mortalite seklinde degerlendirildi.

Grup 1B : Kontrol grubundaki siganlarin femoral venlerine, hafif eter
anestezisi altinda, i¢i heparinli SF ile doldurulmus kaniil yerlestirildi. Kaniil subkutan
ilerletilerek diger ucu boyuna yakin yerden gikartilarak sabit hale getirildi. Yaklagik iki
saat hayvanin kendine gelmesi beklendikten sonra, taze olarak hazirlanmug, SF’de
¢Ozdurilmig %2’lik 3 ml/kg Evans Blue (EB) i.v. olarak enjekte edildi. Beg dakikalik
siireyi takiben deri ve mukozalann boyanmas: gozlendikten sonra, 1 ml/ kg %0.9'luk
NaCl enjekte edildi. Hayvanlara yaklasik 30 dakika boyunca izlendikten sonra
yukanda ki islemler aynen uygulandi. Beyin dokulan ¢ikartilarak 24 saat formalin
iginde fikse edildi.
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Grup 1C : Tekrarlanan PTZ dozlannin uygulandif grup; deney grubundaki
sicanlara giinasin toplam bes kez 55 mg/kg dozunda periton igine (ip) PTZ
enjeksiyonu yapildi (McCaughran and Manetto, 1982). Her seferinde SF igerisinde
¢Ozdiriilmiis PTZ taze olarak hazirlandi. PTZ enjeksiyonundan hemen sonra siganlar
pleksiglas gozlem kafesine konuldu ve 30 dakika boyunca nébet aktivitesi gozlendi. 6.
enjeksiyondan 6nce hayvanlar eter anestezisine alinarak femoral venlerine, igi heparinli
SF ile doldurulmus kantil yerlestirildi. Kanilin dier ucu boyuna yakin yerden
gikartilarak sabit hale getirildi. Yaklagik iki saat hayvamn kendine gelmesi
beklendikten sonra, taze olarak hazirlanmis, SF’de ¢ozdirilmiis %2’lik 3 mi/kg Evans
Blue (EB) i.v. olarak enjekte edildi. Bes dakikalik siireyi takiben deri ve mukozalarda
boyanma gozlendikten sonra, aym miktarda %0.9luk NaCl enjekte edildi. Hayvanlar
yaklagik 30 dakika boyunca izlendikten sonra sonra Grup 1A yapilan iglemler aynen
uygulandi. EB gecisi ve dafilimu makroskobik olarak degerlendirildi. KBB
gecirgenligi, EB varhina goére anatomik beyin bolgelerinde stereotaksik atlas
yardimiyla saptand: ve degerlendirmeler “yok (0)”, “hafif mavi(+)”, “koyu mavi (++)”
seklinde tapiddi (McCaughran and Manetto, 1982; Ziylan ve ark, 1992). Epileptik
nobet aktivitesi ise nobet sikhifi, konvulsiyon siiresi ve % de mortalite seklinde
degerlendirildi.

Grup 1D : Tekrarlanan dozlarda serum fizyolojik verilen grup; sicanlara
giinagint toplam bes kez i.p. SF aym miktarda uyguland: ve 30 dakika boyunca gozledi.
Altinc: enjeksiyondan 6nce hayvanlar eter anestezisine alinarak femoral venlerine, igi
heparinli SF ile doldurulmusg kaniil yerlestirildi. Kaniilin diSer ucu boyuna yakin
yerden ¢ikartilarak sabit hale getirildi. Yaklagik iki saat hayvamn kendine gelmesi
beklendikten sonra, taze olarak hazirlannmg, SF’de ¢ozdiiriilmils %2’lik 3 ml/kg EB
i.v. olarak enjekte edildi. Beg dakikalik siireyi takiben deri ve mukozalarda boyanma
g6zlendikten sonra, aym miktarda %0.9Tuk NaCl enjekte edildi. Hayvanlar yaklagik
30 dakika boyunca izlendikten sonra yukandaki iglemler aynen uygulandi.
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Grup 2: PTZ ile olusturulan jeneralize nébetten sonra beyin dokusunda eser
element diizeyinin ve serumda biyokimyasal parametrelerin incelendii gruplar:

Grup 2A : Tek doz PTZ’nin uygulandih grup; deney grubunda ki siganlara
55 mg/kg dozunda i.p. PTZ enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyondan hemen sonra siganlar
pleksiglas gozlem kafesine konuldu ve 30 dakika boyunca nébet aktivitesi gdzlendi.
Daha sonra eter anestezisi altinda siganlara torakotomi yapilarak kalpten kan
numuneleri alindi, sakrifiye edilen hayvanlanin beyinleri ¢ikartildi. Serebellum
aynldxktﬁn sonra yag afirhklan ahinarak dibi konik dereceli cam tiiplere konularak
agizlan ‘pa.raﬁlm ile kapatilip derin dondurucuda -20°C de Fe, Cu, 'Zn olctimleri
yapilmak tizere biriktirildi. Alinan kan 6rneklerinden serum elde edilerek glukoz, total
protein, albiimin, trigliserit, sodyum, potasyum, kalsiyum, fosfor, kloriir, iirik asit
parametrelerine bakild:.

Grup 2B : Kontrol grubu olarak alinanan siganlara eter anestezisi altinda
torakotomi yapilarak kalpten kan 6rnekleri alindi, sakrifiye edilen hayvanlarin beyinleri
¢ikartild. Serebellum aynldiktan sonra yas afirliklan alinarak dibi konik dereceli cam
tiplere konularak afizlan parafilm ile kapatiip derin dondurucuda -20°C de Fe, Cuy,
Zn olgiimleri yapilmak tizere biriktirildi. Alinan kan 6meklerinden serum elde edilerek
glukoz, total protein, albiimin, trigliserit, sodyum, potasyum, kalsiyum, fosfor, kloriir,
tirik asit parametrelerine bakild:.

Grup 2C : Tekrarlanan PTZ dozlanmn uygulandigx grup; deney grubunda ki
sicanlara giinagim toplam alti kez 55 mg/kg dozunda i.p. PTZ enjeksiyonu yapildi
(McCaughran and Manetto, 1982). Her seferinde SF igerisinde ¢ozduriilmig PTZ taze
olarak hazirlandi. PTZ enjeksiyonundan hemen sonra siganlar pleksiglas goziem
kafesine konuldu ve her seferinde 30 dakika boyunca nobet aktivitesi gozlendi. Son
enjeksiyon da 30 dakika gozlendikten sonra siganlara eter anestezisin anestezsi altinda
torakotomi yapilarak kalpten kan numuneleri alindi, sakrifiye edilen hayvanlann
beyinleri ¢ikartildi. Serebellum aynldiktan sonra yas agirlikian alnarak dibi konik
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dereceli cam tiiplere konularak agizlan parafilm ile kapatilip derin dondurucuda -20°C
de Fe, Cu, Zn 6l¢iimleri yapiimak iizere biriktirildi. Alinan kan 6rneklerinden serum
elde dilerek glukoz, total protein, albiimin, trigliserit, sodyum, potasyum, kalsiyum,
fosfor, kloriir, {irik asit parametrelerine bakildi.

Grup 2D : Tekrarlanan dozlarda serum fizyolojik verilen grup; siganlara
giinagin toplam alt1 kez 1 ml/kg dozunda i.p. SF enjeksiyonu yapildi, Her seferinde 30
dakika i)"oyunca gozlendi. Son enjeksiyon da 30 dakika go6zlendikten sonra siganlara
eter anestezisin anestezisi altinda torakotomi yapilarak kalpten enjektorle kan
ornekleri alindi, sakrifiye edilen hayvanlarin beyinleri ¢ikartildi. Serebellum ayrildiktan
sonra yas afirliklan alinarak dibi konik dereceli cam tiiplere konularak agizlan
parafilmle kapatilip derin dondurucuda -20°C de Fe, Cu, Zn 6lgtimleri yapiimak tizere
biriktirildi. Alinan kan 6rneklerinden serum elde dilerek glukoz, total protein, albiimin,
trigliserit, sodyum, potasyum, kalsiyum, fosfor, kloriir, Girik asit parametrelerine
bakildi.

Deneysel ¢aligmalar, sabah saat 9-11 arasinda yapilmugtir.

Tiim veriler Ort ¥ SH (standart hata) olarak ifade edildi.

Nobet siiresi ve konvuisiyon seklinin degerlendiriimesinde Wilcoxan
eslestirilmis iki 6rnek testi ve Mann-Whitney U testi kullamldi. P<0.05 istatistiksel
olarak anlamh kabul edildi,

Eser elementlerin ve biyokimyasal parametrelerin deZerlendirilmesinde tek-
yonli ANOVA testi posthoc testlerden Newman-Keuls Multiple Comparsion
uygulandi. Anlamli bulunan gruplarda P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3.1. Calisma ve Yontemle ilgili Ozellikler

Tezimle ile ilgili biitiin deneysel agamalar ve materyallerin toplanmas: Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji A.B.D. da Fizyoloji Laboratuvarinda Mart-
Ekim1997 tarihlerinde yapilmugtir.

Tez galigmasinin etik kurul onay raporu alinmigtir.

Biyokimyasal parametreler; Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
ABD. ile gorigilerek, Aragirma ve Uygulama Hastanesi Biyokimya
Laboratuvarinda OPERA (Bayer) otoanalizor cihazinda dlgiildi.

Eser element Ol¢iimlerinin yapilabilmesi igin Cerrahpaga Tip Fak. Biofizik
ABD. ile goriigilerek izin alindi. Anabilim Dalinda bulunan AA-680 Shimadzu
Atomik Absorbsiyon Sektrofotometresinde 6lgiimler yapildi.

Eser element 6lgiimleri igin Titrisol 1000F0.002 gr. (Merck) standart stok
solisyonundan ¢inko igin 0.5 ve 1, bakir ve demir icin 1 ve 2 pg/ml’lik standart
gozeltiler hazirlandi. Blank olarak bidistile su kullaniddi. Alette her elemente ait 6zel
dalga boyunda 151k veren HCL (Hallow Cathod Lamp) lambalar ile yine her elemente
uygun hava-asétilen gaz kangim, slit arah1, HCL ve BGC (Back Ground Correction)
modlan segildi. Bu gartlarda blank ve standart gozeltiler alete verilerek kalibrasyon
grafikleri ¢izdirildi (Sekil 3.1.1.). Alinan doku &mekleri yas afilik olarak tartihp
dereceli §antriﬁij tiipleri igerisine yerlestirildi Uzerlerine 1m! derigik nitrik asit ilave
edilip total hacmin yans: kalincaya kadar 100°C de geker ocaktaki etiivde bekletildi.
Ornekler etiivden gikarihp sogumalan beklendi ve iizerlerine 1 ml derigik perklorik asit
ilave edilerek tekrar etiive konuldu. Yine total hacmin yarist kalincaya kadar ettivde
bekletildi. Bu islemden sonra etiivden gikarilan 6rneklerin iizeine bidistile su ilave
edilerek toplam hacim 1 ml’ye tamamland: ve bdylece alette Slgiilebilir hale getirildi.
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Sekil 3.1.1. Eser element diizeyleri i¢in cihazda gizdirilen kalibrasyon grafikleri.
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4. BULGULAR

4.1. Epiletik Nobet Aktivitesi:

55 mg/kg PTZ enjeksiyonu tim hayvanlarda yaklagkk 6-23 dakika siireli
jeneralize tqnik-klonik nobetlere yol agti. Jeneralize nébetler, fasiyel ve 6n iiye kaslarinin
klonuslanné.' eslik eden klonik nébetleri takiben baglayip bas, boyun, kuyruk
ekstansiyoﬁu, tonik fleksiyon-ekstansiyon ile birlikte dogrulma refleksinin kaybi, vahsi
kosu ve takiben uzamug klonuslarla tamamlandi. Tek doz 55 mgkg iv. PTZ
enjeksiyonunu takiben olusan tonik-klonik nobetin yaklagk 737490 saniye strdiga
belirlendi. Tek ve tekrarlanan dozlann nébet siiresine etkisini gosterebiilmek amaciyla
tekrarlanan enjeksiyonlarin 6. dozu iv. olarak uygulandi. Ve altnci enjeksiyon
sonucunda ortalama nobet siiresi yaklagik 439449 saniye olarak bulundu (Cizelge
4.2.1.). Tek ve tekrarlanan nobet siireleri kargilagtinldifinda nobetler arasinda anlamh bir
fark oldufu gorildi. Tekrarlanan enjeksiyonlara bagh olarak nébetin tonik-klonik
komponentlerinde ve siiresinde 6nemli degisiklikler saptand: (Sekil 4.1.2.). 1. ip PTZ
enjeksiyonu sonrasi toplam tonik-klonik nébet siiresi ortalama 815£113, 2. enjeksiyon
sonras1 sonrasi 9861185, 3. enjeksiyon sonrasi 389+103, 4. enjeksiyon sonrasi
1034£185, 5. enjeksiyon sonrast 13611157 saniye olarak bulundu (Sekil 4.1.1.) Toplam
nobet siiresi ilk nobete oranla 3. enjeksiyondan sonra anlamli olarak azalmug, 5.
enjeksiyonda sonra ise anlamli olarak artmugtir. Toplam nobet stresinde artmamn
gozlendigi S. enjeksiyondan sonra gdzlenen nobet komponentleri ayn ayn degerlendirildi
ve §ekil 4.1.2°de gorldagn gibi 1. enjeksiyondan sonra olusan tonik aktivite, nobet
siiresinin %94’tinii olustururken bu. oramin 5. enjeksiyondan sonra %37’ye digtiigi
bulundu. Vahsi kosu ile birlikte ekstremitelerin klonik kasiimalan ilk ndbetin %66’smi
olustururken 5. enjeksiyon sonucu olugan ndbette %63 oramnda yer tutmustur. Ik

enjeksiyon sonrast mortalite oram %28.5, ikinci enjeksiyon sonras1 %30 idi.
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Sekil 4.1.1. Ginagin bey kez uygulanan PTZ dozlanyla olusturulan jeneralize
tonik-klonik nébet siireleni. Veriler Ort.+ SH olarak gosterildi. Wilcoxan eglegtirilmis
iki ornek testi.

*p<0.05 tiim PTZ dozlanna gore.
*#p<0.05 ilk doz PTZ’ye gore.
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Sekil 4.1.2. PTZ’nin birinci ve beginci enjeksiyonlaninda tonik aktivitenin ve
vahgi kosu ile birlikte klonik kasilhalarin nobet siiresine oranlan. Wilcoxan

eslestirilmis iki drnek testi.

*p<0.05 birinci doz PTZ’e gére
**p<0.05 birinci doz PTZ’e gore



4.2. Kan-Beyin Bariyeri Gegirgenligi :

Serum fizyolojik verilen kontrol (Grup 1B ve 1D) gruplanndaki hayvanlanin
beyinlerinde EB gecisi gozlenmedi. Tek ve tekrarlanan PTZ dozlanmn verildigi
gruplarda ise kan-beyin bariyerinin agildifini gosteren EB gegisi, bilateral ve anatomik
olarak smmrl beyin bolgelerinde farkh dagihim gostermekteydi (Sekil 4.2.1. ve
Sekil 4.2.2.). Tek doz PTZ’nin verildigi grupta kan-beyin bariyeri hasanina bagh 1+
ve/veya 2+ siddetindeki EB gegisleri tiim hayvanlarda goriildii (Sekil 4.2.3). En yogun
olarak ‘preoptik alan, kaudat nikleus, putamen, talamus, hipotalamus, ortabeyin,
kolikulus siiperiorda g6zlendi (Sekil 4.2.4.). Serebellum, kollikulus inferior, substansia
nigra ve ponsta da yaygin EB boyanmas: saptandi ($ekil 4.2.3.).

Tekrarlanan dozlarda PTZ uygulanmasinu izleyerek EB verilen grupta ise kan-
beyin bariyeri bozulmasi daha az oranda saptandi (Sekil 4.2.1). Bu grupta ¢ahgilan
hayvanlarin dordiniin beyinlerinde herhangi bir bariyer agihm saptanamadi (Cizelge
42.1). '

Bariyer bozulmas: saptanan dier hayvanlar ise EB gecisi kaudat niikleus,
hipotalamus, talamus, kollikulus inferior ve superior, ortabeyin, serebellum, subtansia
nigra, ponsta ve sadece 1+ derecesinde oldukga hafif gozlendi (Sekil 4.2.5). Akut
grupla kargilagtinidiinda bu grubun kan-beyin bariyeri bozulumunun daha az ve
bozulma siddetinin de daha hafif oldugu ortaya gikmaktadir (Sekil 4.2.2).
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Cizelge 4.2.1. Tek doz ve tekrarlanan PTZ dozlan sonrasi nobet sikhify, siiresi ve
KBB bozulmasi
Veriler Ort.+ SH olarak gosterildi. Mann-Whitney U testi uyguland.
* Degerler nébet gegiren sigan sayisini gdstermektedir.
> Makroskobik Evans Blue ekstravazasyonu goriilen sigan sayist.
Degerler ort.1SE olarak gosterilmigtir. *p<0.05 (Tek enjeksiyona gére)

Grup (i=7) Tonik-klonik? Nobet Stiresi KBB
nébet (saniye) bozulumu®
Tek doz SF 7/0 - 7/0
Tekrar. doz SF 7/0 - 7/0
Tek doz PTZ 7/7 737490 7/7
Tekrar.6.doz PTZ 17 439+49* 7/3
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Sekil 4.2.2. Tek (A) ve tekrarlanan (B) PTZ dozlarinin uygulanmasi ile olusan KBB

bozulmasinin gozlendigi cesitli alanlar

34 EC. YOKSEKGGRETIM KURULY
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A B

Sekil 4.2.3. Tek doz PTZ nin uygulandig
beyinin istten (A), alttan (B) gortinimii v

grupta, yaygin EB gegisinin izlendigi tiim
e KBB bozulmasinin izlendigi gesitli alanlar (©)




Sekil 4.2.4. Tek doz PTZ’nin verildigi grupta EB gegisinin gézlendigi alanlar;
(sekil arka sayfada yer almaktadir.)

A- Kaudat niikleus

B- Kaudat- putamen, talamus, hipotalamus,optik kiazma

C- Talamus, hipotalamus

D- Orta beyin , periakuaduktal alan
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Sekil 4.2.5.

krarlanan dozlarda PTZ’nin
land1g1 grupta KBB bozulu-
in daha az bolgede ve diigiik
rtte gozlendigi cesitli alanlar.

$88888%0e
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Deney gruplan arasinda anlaml bir fark bulunmadi p>0.05.

Resim4.3.1. Beyin dokusunda diciilen ginko dizeyleri
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4.3. Beyinde Eser Element Miktarlar1 ve Serum Parametreleri Bulgular::

PTZ’nin 55 mg/kg tek ve tekrarlanan dozlarda uygulanimui sonucu ortaya
¢ikan jeneralize tonik-klonik nobetlerin beyin dokusunda varolan eser element
diizeyleri iizerinde degisikliklere neden oldugu goériilmiistiir.

Cinko; konvulsiyon gruplaninda, PTZ uygulanan gruplarda -ozellikle
tekrarlanan dozlarda daha fazla olmak iizere- kontrol ve SF uygulanan gruplara gére
hafif bir yitkselme oldugu saptandi. Fakat bu artigin istatistiksel olarak anlamh
olmadig1 goriildii (Cizelge 4.3.1., Sekil 4.3.1.).

Bakar; tekrarlanan PTZ dozlarinin uygulandig: grup tiim gruplara gore anlamh
azalma gosterdi. Tek doz PTZ grubu ve tekrarlanan SF uygulanan gruplar arasinda
anlamh bir fark gosterdi (Cizelge 4.3.1., Sekil 4.3.2.).

Demir; tekrarlanan PTZ dozlanmn uygulandigi grup tim gruplara gore
anlamh olarak azalmig bulundu. Tek doz PTZ uygulanan grup, tekrarlanan SF
uygulanan gruba ve tekrarlanan PTZ uygulanan gruba gére anlamli olarak yiiksek
bulundu (Cizelge 4.3.1., Sekil 4.3.3.).

Cizelge 4.3.1 Tek doz ve tekrarlanan PTZ dozlan sonrasi eser element
diizeyleri
Degerler ort.+SE olarak gosterilmistir
25<0.001 tiim gruplara gore,’p<0.01 tekrarlanan doz SF grubuna gore
“p<0.001 tekdoz PTZ gore, dp<0.01 kontrole gore, “p<0.05 tekrarlanan SF grubuna
gore.

Kontrol Tekrar. Doz SF | Tekrar.DozPTZ |Tek Doz PTZ
(Naif) Grubu Verilen Grup Verilen Grup Verilen Grup
Cinko (ng/g) 7.46+0.6 8.73+0.45( 9.24+05 9.1£0.7
Bakir  (ug/g) 3.62+02 3.05:0.1 | 1.030.1° 4.05+02°
Demir (ng/g) 27.943.1 222409 | 13.5+1.25%¢ 3294238
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Jeneralize Tonik-Klonik Nobetler Sonunda Ortaya Cikan Periferal

Degisikliklerin incelendigi Serumda Biyokimyasal Parametreler :

Sodyum; tekrarlanan SF uygulamasi yapilan grupta sodyum degerlerinde
hafif bir azalma, tekrarlanan PTZ uygulanan grupta ise hafif bir artma oldugu
gozlenmis fakat istatistiksel anlamh degildir (Sekil 4.3.4.).

Potasyum; konvulsiyonlarin goriildiigiic PTZ uygulanan gruplarda hafif bir
yitkselme goriilmekte ancak istatistiksel farklilik bulunmamaktadir (Sekil 4.3.5).

Kalsiyum; tek doz PTZ uygulanan grupta hafif artma bulundu. Fakat
istatistiksel olarak anlamsizdir. Tekrarlanan PTZ nobetlerinden sonra kalsiyum
degerlerinde kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamh bir yiikselme oldugu
bulunmugtur (Sekil 4.3.6).

Fosfor; tamamen kalsiyum ile paralellik gstermektedir (Sekil 4.3.7).

Kloriir; deney gruplan arasinda anlamli bir fark gozlenmemigtir ($ekil 4.3.8).

Glukoz; nobet gegiren PTZ gruplarinda kontrol ve SF gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamh artig oldugu bulunmustur ($ekil 4.3.9).

Total protein; diizeylerinde gruplar arasinda anlamh bir farkliik
gozlenmemistir (Sekil 4.3.10).

Albiimin; diizeylerinde de anlamli bir farkhlik gézlenmemistir (Sekil 4.3.11.).

Trigliserid; nobet gegiren PTZ gruplan ve tekrarlayan SF verilen grupta,
kontrol gfubuna gore istatistiksel anlamli fark bulunmustur (Sekil 4.3.12).

Urik asit; tekrarlanan PTZ grubunda, kontrol ve SF verilen gruplara gore
anlamli farkhilik bulunmustur ($ekil 4.3.13).

Bu veriler Cizelge 4.3.2. de 6zetlenmigtir.
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Cizelge 4.3.2. Tek doz ve tekrarlanan PTZ dozlan sonrasi serumda élgiilen

biyokimyasal parametreler

# Siganlarin tespit edilmig biyokimyasal degerleri (Harknes,1989).

p<0 01 kontrol ve tekrarlanan SF gruplanina gore.

p<0 05 tekrarlanan SF gore, °p<0.01 kontrol grubuna gore.
p < 0.001 kontrol ve tekrarlanan SF gruplanna gore.

p<0 01 kontrol grubuna gére, %p<0.01 kontrol ve tekrarlanan SF grubuna gore

Rat Kontrol Naif |Tekrarlanan |Tekrarlanan | Tek doz
Grup SF dozlan |PTZ (iozlan PTZ
Sodyum (mEq/1) 147 144814 | 133.2+1.1 | 1514441 | 1452422
140-156
Potasyum 6.2 6.1+ 04 53+02 7.2+08 73+1.1
(mEq/l) 5.4-7
Kloriir (mEq/l) 102 104+ 1.2 | 982+ 04 | 103.9+21 [ 99.8+ 1.2
100-110
Kalsiyum (mEq/l) 1.5 9.8+ 0.2 10£ 0.1 12.7+ 0.6* | 11.4£0.7
5-14
Fosfor (mg/dl) 79 64t03a | 6.1+02b [243+455%| 169+47
3-11
Glukoz (mg/dl) 75 1419+ 6 |123.6+ 103 2508+ 179 | 258 +13.9¢
50-135
Total protein 7.6 6.6+ 02 6.6+ 0.1 72+04 | 68+02
(2/d1) 4.7-82
Albiimin (g/dl) 3.7 33+0.1 2.740.1 3.1£0.1 2.910.1
2.7-5.1
Trigliserit 26-145 | 75.6+73 | 133 £17.8f [131.7¢ 12.27] 113.7 +5.8'
(mg/dl)
Urik asit (mg/dl) - 1.1+ 0.1 0.9+ 0.1 35+09% | 22+04




Sodyum (mEq/l)

Potasyum (mEq/I)

200+

KONTROL
TEKRARLANAN DOZ SF
E=3 TEK DOZ PTZ
s R I TEKARLANAN DOZ PTZ
1004 Hrir e B
o-l—Efieeiiil B

10.04

5.0

2.51

0.0

Deney gruplari arasinda anlaml bir fark bulunmadi.

Sekil 4.3.4. Serumda dl¢llen sodyum dizeyleri

E== KONROL

=3 TEKRARLANAN SF

TEK DOZ PTZ

B8 TEKRARLANAN DOZ PTZ
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Deney gruplari arasinda anlamh fark bulunmadi.

Sekil 4.3.5. Serumda 6l¢hlen potasyum diizeyleri.
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Fosfor (mg/dl)

Kalsiyum (mEq/i)

o
e

od =3 KONTROL

&2 TEK DOZ PTZ
i I TEKRARLANAN DQZ PTZ

1]
1

f;‘ Kontrol ve tekrarlanan doz SF gruplarina gére anlamii p<0.01

Sekil 4.3.6. Serumda 6lglilen sodyum dizeyleri.

30 "
NAIF
KRON SF
2o T Em AKUT PTZ
EE KRON PTZ
10 R
0

** Tekrarlanan doz SF grubuna gére anlamli p<0.05
* Kontrol grubuna gére anlamh p<0.01

Sekil 4.3.7. Serumda Slgiilen fosfor diizeyleri.



Glukoz (mg/di)

150~

=3 KONTROL
= E=3 TEKRARLANAN DOZ SF
& 1004 o B8 TEK DOZ PTZ
E s mmm TEKRARLANAN DOZ PTZ
%2 e Aeene
g% 50+ T

0 :

' Deney gruplari arasinda anlamii bir farkbulunmadi.

$Sekil 4.3.%. Serumda 6l¢llen klorar dizeyleri

300-
alalel i ET1KONTROL
E=3 TEKRARLANAN DOZ SF
200- : 8 TEK DOZ PTZ
E BN TEKRARLANAN DOZ PTZ
x s
1004
==
e
0 B

*** Kontrol ve tekrarianan doz SF gruplarina gére anlamii p<0.001

Sekil 4.3.9. Serumda digllen glukoz diizeyleri

1.C. YUKSEXOGRETIM KURULU
DOKUMANTASYON MERKEZ]
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10.0-
=3 KONTROL

TEKRARLANAN DOZ SF
B8 TEK DOZ PTZ
EEm TEKRARLANAN DOZ PTZ

~
T

o
o
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N
t
1

Total Protein (gr/dl)

-

Deney gruplan arasinda anlamh bir fark bulunmadi.

o
o

Sekil 4.3.10. Serumda éigtilen total protein diizeyleri

E=1KONTROL
TERKARLANAN DOZ SF
E=R TEK DOZ PTZ

= Em TEKRARLANAN DOZ PTZ

Albiimin (gr/dl)
N

Deney gruplan arasinda anlamh bir fark bulunmadi.

Sekil 4.3.11. Serumda 6lghlen albumin dizeyleri
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200+

= KONTROL
5 Ezz8 TEKRARLANAN DOZ SF
g TEK DOZ PTZ
=1 i mmm TEKRARLANAN DOZ PTZ
2 B

0 e

** Tekrarlanan SF, tek doz PTZ, tekrarlanan doz PTZ gruplarina gére anlamii
p<0.01

Sekil 4.3.12. Serumda 6l¢tlen trigliserid duzeyleri.

5_
ok KONTROL

5 4- TEKRARLANAN DOZ SF
E’ TEK DOZ PTZ
= 34 s TEKRARLANAN DOZ PTZ
E
s 1- — : e

0 5

** Kontrol ve tekrarlanan SF gruplarina gére anlamh p<0.01

Sekil 4.3.13. Serumda éigtlen Urik asit duzeyleri.
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5. TARTISMA

PTZ, bicuculine yada elektriksel uyanilar ile konvulsiyonlar sirasinda kan-beyin
bariyeri gegirgeliginin arttif1 pekgok ¢alismada rapor edilmistir (Uziim ve Ates, 1993;
Ziylan ve Ates, 1989; Miller et al.,1987).

Calismamizda 55mg/kg PTZ’un tek doz uygulanmast ile tim hayvanlarda
jeneralize tonik-klonik nobetlerin gelistii ve buna bagh olarak " serebrovaskiler
gegirgenligin arttig gbsterilmigtir.

Sonuglanmuz ilk iki enjeksiyon sonucu olugan nébetlerde statusa bagh olarak
oltimlerin olugtugunu, sonraki nébetlerde ise jeneralize tonik-klonik nobetlerin statusa
girilmeden sonlandifim gostermektedir. Calismamizda; konvulsiyon siiresinin 6zellikle
3. doz PTZ nobetinden sonra belirgin olarak azaldif, 5. doz PTZ nobetinden sonra ise
nobet siiresi artmakla birlikte nobet seklinin deistigi saptanmighr. Toplam
konvulsiyon siiresinin arttiy 5. doz PTZ nébetlerinde, dogrulma refleksinin kaybryla
birlikte gozlenen tonik-klonik konvulsif aktivite yerine vahsi kosu ve uzamug
klonuslarin eslik ettigi klonik nitelik baskin hale gelmistir. Bu sonuglar ilk iki PTZ
enjeksiyonu sonucunda PTZ'e kars1 duyarhilifin azaldid, sonraki enjeksiyonlarda nébet
suresinde artiy gozlenmesine ragmen nobetin daha hafif bir tarzda (klonik) seyrettigi
ve bu nedenle 6lime yol agmadig; tespit edilmistir. Tek doz PTZ’nin i.v uygulandif
grupta bariyer degisikliklerinin yamsira oOlgiilen nobet (agirlikh olarak tonik
komponent gozlendi) siiresi yaklagk 737490 saniye bulunmugtur. Tekrarlanan
dozlardan sonra olusan nobetlerin bariyerle iligkili olarak nobet siiresine etkisini
gorebilmek amaciyla tekrarlayan enjeksiyonlarin 6. dozu i.v. olarak uygulanmistir. Ve
6. enjeksiyon sonucunda ortalama nobet siiresi yaklagik 439+49 saniye (agirlikli olarak
tonik komponent gdzlendi) olarak bulunmugtur. Tek (1. i.v doz) ve tekrarlanan (6. i.v
doz) nébet (agurlikli olarak tonik aktivitenin yertutugu gozlenen) siireleri arasinda
anlamh bir azalma oldufu gozlenmistir.



Naobet aktivitesindeki bu bulgulara paralel olarak tek doz i.v PTZ uygulanmas:
preoptik alan, kaudat niikleus, putamen, talamus, hipotalamus, ortabeyin, pons gibi
pek ¢ok beyin sap: ve difer baz diensefalon yapilaninda bariyer harabiyetine yol
acarken, tekrarlanan enjeksiyonlarin 6. i.v dozundan sonra olusan nébette yalmzca
baz1 hayvanlarda hipotalamus, talamus, kollikulus inferior ve superior, kaudat niikleus,
ortabeyin, serebellum, substansia nigra gibi bolgelerde oldukea hafif oranda harabiyete
yolagmsﬁr. Konvulsiyonlar sirasinda artan néronal aktivasyona bagh olarak eksitator
ve inhibitér norotransmitter salimmindaki agin artig serebral metabolizmada bir artisa
yolagar. Bu artig konvulsiyonlar sirasinda sempatik sinirlerin vazokonstriktér cevabin
azaltarak kan-beyin bariyeri iizerindeki potansiyel koruyucu etkisini maskeler (Nitsch
and Klatzo, 1983).

Konvulsif nobetlerde gbzlenen serebrovaskiiler gegirgenlik artigimn daha gok
ndronal hiperaktivite ile iligkili oldugu daha dnceki ¢aligmalarda gosterilmigtir (Ates ve
ark., 1992). PTZ ile olusturulan tonik-klonik nobetlerin beyin sap:i yapilanyla yakindan
iligkili oldugu da belirtilmektedir (Veliskova et al., 1996). Sonuglanmiz bu bulgularla
uyum halindedir. Jeneralize nobetlerin tonik ve klonik komponentlerinin farkh beyin
yapilannda go6zlenen hiperaktiviteyle iliskili oldugu Miller ve ark. (1987), tarafindan
rapor edilmigtir. Bu galigmalarda klonik nobetlerin daha gok 6n beyin yapilanyla
iligkili, tonik komponentin 6nde oldugu tonik-klonik nobetlerin ise beyin sap
yapilanyla iligkili oldugu belirtilmektedir.

Klonik PTZ nobetlerinin, insan myoklonik ndbetleri igin, tonik-klonik
nobetlerin ise jeneralize tonik-klonik nébetler igin bir model oldufunu gozonine
alirsak tekrarlanan enjeksiyonlara bagli olarak gozlenen klonik aktivite artigim nébet
siddetinde bir azalma olarak degerlendirilebilir (Veliskova et al., 1996). Bu
degerlendirme §oyle agiklanabilir, PTZ, ozellikle GABA reseptor kompleksindeki
benzodiazepin baglanma alanlanm bloklayarak etki gosterdigi (Brabcova, 1993) ve
tekrarlanan PTZ enjeksiyonlan sonucu benzodiazepin reseptér sayisinda artig oldugu
da rapor edilmigtir (Paredes et al.,1989; Lal et al., 1981). Ayn zamanda tek bir doz
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PTZ  enjeksiyonu  eksitator aminoasitlerin  aktivasyonuna yol agarken
(Hantraye et al.,1987), PTZ'un yiiksek ve tekrarlanan dozlarda uygulanmasinin beyin
endojen inhibitor noral sistemlerin harekete gegmesine yol agtif1 ve bu etkinin PTZ'un
jeneralize konvulsif etkisine karsthk geldigi belirtilmektedir(Goldman et al.,, 1992;
Paredes et al.,1989; Hantraye et al., 1987). Bu degerlendirmeyi kanitlayacak 6nemli
bir bulgu; merkezi sinir sistemindeki en 6nemli inhibitér sistemlerden biri olan
adenozinin ve baz diger néroprotektif ajanlann PTZ nébetleri sonucu
konsantrasyonlanimn artttifimn gosterilmesidir (Levin and Bleck, 1981). Nobetlerin
tekrarlamasiyla olusan bu artis, en azindan bazi beyin bolgelerinin aktivasyonunu
azaltarak nobet siddetinde ve buna bagh olarak nobet seklinde bir degisiklife yol
agabilir (Goldman et al., 1992).

Sonug olarak, gahgmamizda &zellikle tek ve tekrarlanan PTZ uygulamalarimn
gerek nobet siiresi gerekse etkilenen beyin bolgelerinin de farkh olduBu net olarak
gosterilmigtir. Bu farklihklar iki mekanizmayla agiklanabilir. Birincisi, tolerans geligimi
kan-beyin bariyeri gecirgenligindeki gegici degisiklikler ve tekrarlanan enjeksiyonlar
sonucu ilacin biyoyararlammindaki farkhihklann olugumu ile agiklanabilir (Reynolds,
1988). Ikincisi, beyindeki inhibitor sistemlerin harekete gegmesi ve tekrarlanan
konvulsiyonlara yamt veren beyin bolgelerindeki farkli aktivasyon diizeyiyle

Aynica calymamizda deneysel jeneralize tonik-klonik epileptik nobetin
beyindeki biyokimyasal basamaklara etkisini gormek amaciyla demir, bakir, ginko
diizeyleri 6lglmiigtiir.

Asin  beyin aktivitesi sirasinda, noronal metabolizma artipi oldugu
bilinmektedir. Epileptik nobetlerde sigan beyinlerinde gerek oksijen tiiketiminde
gerekse glukoz tiiketiminde artma oldugu bilinmektedir (Chapman et al.,1975;
Meldrum’dan, 1988). Enerji tiiketiminde ani ve uzun siireli bir artig bu basamaklarda
yeralan metallerin etki mekanizmalarinda bozulmalara yol agabilir (Papavasiliou and
Miller, 1983).
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Demir diizeyinin, tekrarlanan nobetlerin olusturuldufu grupta diger tim
gruplara gére anlamh olarak azalmi§ oldugu gériildii. Ortaya ¢ikan bu sonucun, daha
once farkll aragtirmacilar tarafindan yapilan benzer galigmalarla da uyumlu oldugu
gorilmugtir. Carl ve arkadaglanmn (1990) yaptig: bir ¢aliymada konvulsiyon gegiren
siganlarin beyinlerin de demirinin diigiikk diizeylerde olmas: beklenen bir sonu¢ olarak
bildirilmektedir. Diger dokular gibi beyin hem-igeren proteinleri birgogunu igerir.
Solunum zincirinde yer alan sitokromlarda bulunan demir, oksidasyon-rediksiyon
olaylann&aki rolityle oksidatif metabolizmada yer alir, Sit c(F e+3) —02+Sitc (F e )
(Prohasﬁa, 1987). Oksijenin, temel kullammmin oldugu hiicresel solunum
mekanizmalan sonucunda hiicreler enerjiyi ATP olarak iiretebilirler. Noronal hasari ve
lipid peroksidasyonunu 6nlemede serbest demir diizeyleri veya ferritin depolarnin
onemli oldugu bildirilmigtir (Prohaska, 1987). Beyinde bulunan oksidatif
metabolizmada bir bozulma néronal fonksiyonlar iizerinde ciddi bir etkiye sahip
olabilir.

Bakur, tekrarlanan nobet aktivitesi gosteren gruptaki siganlann beyinlerinde
dusik olarak bulunmustur. Bakinn bilinen iki énemli fonksiyonu vardir. Birincisi,
bakir NE (DBM)’nin sentezinde katekolamin metabolizmasinda ve belki de sinapslara
bakir akist ve nérocuprein katabolizmasimn etkilenmesinde rol alir. Ikincisi, oksidatif
fosforilasyon (sitokrom oksidaz) da elekiron transferini kolaylagtirmasidir. Bunun yam
stra hidrojen peroksit (CuZn-SOD aracilifiyla) ve Ox-+ diizeylerinin diizenlenmesinde
oksijen metabolizmasinda rol alir. Bakir icerigi ve SOD aktivitesi arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu birgok aragtirmaci tarafindan gosterilmistir (Bohenenkamp and
Weser, 1977, Bettger et al., 1978; Mylorie et al., 1986; Cloez et al., 1989; Tayarani et
al., 1989). Bakur konsantrasyonu ve SOD aktivitesi aralarindaki pozitif korelasyonun
beyin kapillerleri, serebrum ve serebellumda tamamen aym modeli takip ettigi
bildirilmigtir (Tayarani et al., 1989). Bu bilgiler g6zoniine ahnarak, bizim gahgmamizda
goriilen, tekrarlayan nobetlerle birlikte beyin bakir konsantrasyonundaki azalmamn,
SOD aktivitesinde azalmadya paralel olarak ortaya ¢ikabilecefini digiinebiliriz.
Epileptojenik odakta, serbest radikallerdeki artma, glutatyon diizeylerinde bir azalma
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ve buna bagli olarak néronal dejenerasyona yol agan membran lipid
peroksidasyonunun arttifi gosterilmigtir (Willmore and Rubin, 1981).

Cinko diizeyleri istatistiksel olarak anlamh bir farkhihk gostermemistir. Ancak
nobet gegirtilen gruplarda demir ve bakira ters olarak hafif bir yiikselme oldugu
bulunmustur. Bu bulgulanmiz ES’la olugturulan akut ve kronik jeneralize nobetler de
¢inko diizeyinde hafif bir yiikselme goérilmesine ramen ¢inkonun beyinde gelisen
nobet aktivitesinden etkilenmedigi sonucu ile uyumludur (Papavasilious ve Miller,
1983). *

Tek doz PTZ uygulanan grupta epileptik aktiviteden sonra kontrol grubuna
gére demir ve bakir diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir yiikselme
go6zlendi. Bu sonug ilk nobet de daha siddetli oldugu gozlenen serebral vazodilatasyon
nedeniyle KBB’nindeki bozulmanin beyine kontrosiiz madde gegigini arttirmasi ile
oldugunu disiinmekteyiz.

Yapilan ¢ahgmalar beyin kapillerleri ve koroid pleksusun peréksid—detoksiﬁye
eden enzimleri igerdiZini géstermigtir, bunun yamnda KBB’nin ve kan-CSF bariyerinin
de reaktif oksijen tiirlerinin zararh etkilerine karsi korunmada eser elementleri igerdigi
gosterilmigtir. Bu baglamda koruyucu enzim aktiviteleri eser elementlerin kendilerine
6zgii aktiviteleriyle iligkili olarak kontrol edilebilir (Tayarani et al., 1989).

Jeneralize tomik-klonik nébetlerin g¢ogunda sempatik ve parasempatik
cevaplann ortaya giktig1 goriiliir. Iki sistem birbirine zit etkili oldugunda predominat
sistem ortaya gikar. Nébetle birlikte ortaya ¢ikan fizyolojik degisiklikler primer olarak
hipotalamus ve diger kontrol mekezleri tarafindan etkilenir.

Sistemik degigiklikler nobet aktivitesinin ilk otuz dakikas: iginde gelismekte ve
Ozellikle beyin hasanyla paralel gitmektedir.

Sodyum, potasyum ve klor diizeylerinde nobet olugturulan gruplarla kontrol
ve SF gruplan arasinda anlamh bir fark gozlenmemistir. Bu sonug bize nobetlerin bu

Total protein ve albiimin diizeylerinde de, konvulsiyon gegiren gruplarla,
kontrol ve SF gruplan arasinda anlamh bir farkilk goézlenmemektedir. Nobetin
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Total protein ve albiimin diizeylerinde de, konvulsiyon gegiren gruplarla,
kontrol ve SF gruplan arasinda anlamh bir farkliik gozlenmemektedir. Nobetin
proteinler izerine direk bir etkisi bizim uyguladigimz siiregte goriilmemektedir.

Kalsiyum ve fosfor diizeyleri paralel olarak, tek ve tekrarlanan nobet gegiren
gruplarda kontrol ve SF gruplarina gére anlamh olarak yiiksek oldugu bulunmugtur.
Nébetler sirasinda metabolizma artigina bagl olarak serbestlendigini diiginmekteyiz.
Kalsiyumun %99’u kemik dokusunda bunumakta ve fosforun da %85%i kemik
dokusunda hidroksipatit kristalleri seklinde kalsiyuma bagli bulunmas: sonuglarimzda
goriilen paralelligi desteklemektedir (Ozgiinen ve Ustdal, 1997 ).

Urik asit, konvulsiyon gegiren gruplarda kontrol ve SF gruplanna gore
yiksek bulundu. Endotelde konsantre olmus ksantin oksidaz sistemiyle
hipoksantinden, irik asit ve O,-++ H;0, olustugu bildirilmistir. Bu durum bize
nobetlerin etkisiyle periferde de siiperoksit anyon radikal olugumunun artms
olabilecegini digiindiirdii. Hiicre katabolizmasﬁlda ¢ok fazla artig olmas1 durumunda
da fosfor diizeylerinin arttif bilinmektedir (Kumral ve Kumral, 1993).

Glukoz diizeylerinde konvulsiyon gegiren gruplarda anlamh bir artma oldugu
bulunmustur. PTZ ile olugturdufumuz nébetlerin gerek beyinde gerekse periferik
sistemde uyardif1 sempatik aktivite, adrenalin ve glukagon salmm aracihg ile kan
glukoz diizeyini yiikselttifini soyleyebiliriz (Lamprecht et al., 1974, Meldrum’dan,
1988). ;
Trigliserid epileptik nobet gegiren gruplarda ve tekrarlanan SF uygulanan
grupda kontrol gruplanna gére yiiksek bulunmugtur. Trig]i;ééﬁd metabolizmas: Gizerine
etkide hormonlann ilk siray1 aldigs bilinmektedir. Tﬁglisefid duzeyi artigina en fazla
msﬁlmm etkisinin olmasi, tek ve tekrarlanan nébetlerden ;"gox‘i‘}ra artan kan glukoz
dazeylerinin kontrol edilmesi amactyla sentezlenen insiilinin tnghsend diizeyinde bir
artiga yol agabilecegini sdyleyebiliriz (Ozgiinen ve Ustdal, 19927).
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Caligmamizdan ortaya ¢ikan sonug, tek ve tekrarlanan epileptik nobetler
arasinda, KBB gegirgenligi ve epileptik nobet aktivitesinde belirgin farkhliklarin
bulunmasidir. Tekrarlanan nébetler sonucu, gegirilen nébetin tonik komponentinin
kisaldi§1, bunun yerini klonik komponentin aldii ve nébet giddetinin azaldii
gbzlenmigtir. Buna paralel olarak, tekrarlanan PTZ nobetlerinde, KIB:B gecirgenliginin,
tek nobet gegiren gruba gore daha az siddette ve siurh alanda oldugu bulunmustur.

Tekrarlanan nobetler sonucunda demir ve bakir diizeyleri, jeneralize tonik-
klonik nébetlerin etkisiyle anlamh olarak azalmig, cinko diizeylerinin ise nébet
aktivasyonundan etkilemedigi gériilmiistiir.

Jeneralize tonik-klonik nobet gegiren siganlarda, serumda artmug kalsiyum,
fosfor, iirik asid, trigliserid diizeyleri, bu nobetlerde kas faaliyetindeki artigin
metabolizmada meydana getirdigi degisiklikleri yansitmaktadir. Glukoz diizeyindeki
artigin ise, nobetlerin direkt etkisi ile sempatik aktivite artiginin bir sonucu olarak
ortaya ¢iktigim digiinmekteyiz.

Uzun siireli noéronal hipereksitabilite, beyin oksijen metabolizmasinda,
norotransmitter homeostazisinde ve beyin antioksidan korunma mekanizmalarinda
progresif bir fonksiyon yetersizlifine neden olabilir. Eser element diizeylerinde
gbzlenen azalma bu duruma iligkili olabilir. Kronik nobet aktivitesi, eser elementler ve
antioksidan sistemler arasindaki iligki, beyinde lipid peroksidasyonu olgiimlerinin de
incelendigi farkh ¢calismalarla daha fazla aydinlatilabilecektir.

Tekrarlanan nébetler olusturularak yapilan daha ileri cahigmalarla kronik
epilepsilerin fizyopatolojisinin anlagilmasi ve tedavisi yoninde onemli ilerlemeler
saglanacaktir.
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