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OZET

Bu caligmada, topiramat (TPM) tedavisinin hipokampiisde ¢inko iyonu translokasyonu
tizerine olan akut etkisinin ve noroprotektif etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Ayrica TPM’1n
hipokampiisdeki ¢inko iyonlarina etki ederek antiepileptik etki gdstermesinde bir roliiniin olup
olmadig1 saptanmaya calisildu.

Deneylerde 300-350 g arasinda erkek, erigkin Sprague-Dawley siganlar kullanildu.
Sicanlardan elektrokortikografik (ECoG) kayitlarin alinabilmesi i¢in deneyler 6ncesinde tiim
siganlara anestezi altinda (thiopental sodium, 40 mg/kg, i.v.) 5 adet celik paslanmaz vida
elektrod epidural olarak yerlestirildi ve i.c.v. enjeksiyon i¢in sol lateral ventrikiillerine kantil
yerlestirildi. Pilokarpin HCI enjeksiyonu (380 mg/kg i.p.) ile ndbet olusturuldu. Pilokarpin
HCI enjeksiyonunundan 10 dk. énce 60 mg/kg topiramat (i.p.), CaEDTA (100 mM i.c.v.) ve
ZnCl, (35 mg/kg i.p.) enjeksiyonlar1 yapildi. Ayn1 zamanda bu siiregte sicanlarin davranigsal
degisiklikleri gbzlemlendi. Sicanlar 24 saat sonunda anestezi altinda dekapite edilerek hizla
beyinleri ¢ikarildi ve hipokampal boyamalar yapilarak hipokampiisdeki néron hasari ve ¢inko
translokasyonu incelendi. Status Epileptikus (SE) insidansi, SE latansi, 24 saatlik yagam sans1
ve nobet skorlar1 degerlendirildiginde, TPM’1n olumlu etkileri belirlendi ancak istatistiksel
olarak anlam saptanmadi. TPM’1n, ECoG {izerinde olumlu bir etkisinin olmadig1 gozlendi.
Ayrica, ¢inko histokimyasi i¢in yapilan hipokampal boyamada ¢inko translokasyonuna
rastlanmadi. Hipokampiisdeki piramidal néronlar {izerinde koruyucu etkisinin bulunmadigi
gozlendi.

Elde ettigimiz sonuglar 60 mg/kg dozda uygulanan TPM’1n, Nobet-TPM, Nobet-
ZnCl,-TPM, Nobet-CaEDTA-TPM gruplarinda davranigsal degisiklikler, yasam sansi, ndron
hasar1 ve elektrokortikografik bulgular tizerinde etkili olmadigini gostermektedir. TPM
beyindeki ¢inko translokasyonu tlizerinde herhangi bir degisiklige neden olmadigindan,
TPM’1n antiepileptik etkisi lizerine daha dnce saptanmis olan yolaklarinin yani sira, beyin
¢inko iyonlari tizerine de etki ederek antiepileptik etki gdstermesinde akut olarak rolii

olamayacagini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Cinko, Topiramat, Hipokampiis, Epilepsi, Histokimyasal Boyama.
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SUMMARY

TO INVESTIGATE THE EFFECT OF THE TOPIRAMATE TREATMENT ON THE
ROLE OF ZINC IONS IN EXPERIMENTAL EPILEPSY

The effects of topiramate (TPM) therapy on zinc ion translocation acute effect and
neuroprotective effects in hippocampus have been researched in this study. It has also been
tried to explain, whether TPM has a role on antiepileptic effect by affecting the zinc ions on
the hippocampus.

Adult, male Sprague-Dawley rats between 300-350 g have been used in this
experiment. To receive the electrocorticographic (ECoG) data from the rats, 5 stainless steel
screw electrodes have been implanted epidurally under anesthesia (thiopental sodium, 40
mg/kg, i.v.) to all of the rats and canuls have been located in the left lateral ventricles for i.c.v.
injection before the experiments. Seizures have been provoked by pilokarpine-HCI injection
(380 mg/kg i.p.). Ten minutes before pilocarpine-HCI injection; 60 mg/kg topiramate (i.p.),
CaEDTA (100 mM i.c.v.) and ZnCl;, (35 mg/kg i.p.) have been introduced into the groups
accordingly. Concurrently, the behavioral variances of the rats have been observed during this
process. By the end of 24 hours, the rats under anesthesia have been decapitated, their brains
have been removed rapidly and by hippocampal staining, neuronal damage and the
translocation of zinc ions have been analyzed. When the SE incidence, SE latance, 24-hour
survival and the seizure scores have been analyzed, the positive effects of TPM have been
confirmed but no significantly istatistical importance was determined. The positive effects of
TPM in the ECoG records has not been observed. Besides, the zinc translocation has not been
encountered at the hippocampal painting for the zinc hystochemistry. It has been observed that
it doesn’t have any protective effect on the pyramidal neurons in the hippocampus.

Our results show that, 60 mg/kg of TPM has no effect on behavioral variances, survival
rate, electrocorticographic data and the neuron damage in groups of Seizure-TPM, Seizure-
ZnCl,-TPM, Seizure-CaEDTA-TPM. As the TPM has no effect on the zinc translocation in

the brain, together with the previously reported paths of antiepileptic effects, we believe that



it is not going to play an acute role on showing antiepileptic affect by effecting on the brain

zinc ions.

Key Words: Zinc, Topiramate, Hippocampus, Epilepsy, Histochemical Staining.



GIRIS

Epilepsi, beyindeki ndronlarin ani, asir1 ve diizensiz desarjlar1 sonucu meydana gelen
sinir sistemi rahatsizligidir. Biling, davranis ve motor aktivitelerde dnceden tahmin
edilemeyen diizensizlikler goriilebilmektedir (1). Epilepsi genel olarak toplumda % 1-0,5
siklikta goriilmektedir. Yasamin gesitli evrelerinde goriilme siklig1 degisir; 20 yas altinda ve
60 yas iizerinde daha sik goriilmektedir. Cocukluk doneminde ailevi nedenli epilepsilerin
ortaya ¢ikmasi, yaslilik doneminde ise beyin damar tikaniklig1 ya da tiimdrlerin goriilmesine
bagli olarak siklig1 artmaktadir. Bebeklerden yasl insanlara kadar herkes epilepsiye
yakalanabilir. Roma imparatoru J. Caesar, Napoleon Bonaparte, Biiyiik Iskender, Ingiltere
Kral1 5. Charles, Dostoyevsky, Vincent Van Gogh, Agatha Christie, P. I. Tchaikovsky,
Leonardo Da Vinci, Sokrates gibi ¢ogu iinlii kisi epilepsiliydi.

TPM genis spektrumlu etki mekanizmasina sahip yeni kusak bir antiepileptikdir. Siilfat
iceren monosakkarid yapida bir bilesikdir (2). 1979 yilinda sentezlenen ve 1995 yilinda ilk
kez Ingiltere’de kullanima sunulan TPM, 1998 yilinda, Amerikan Gida ve Ilag Uygulama
(Food and Drug Administration-FDA) komitesi tarafindan da ruhsatlandirilmistir. Genis
spektrumlu etki mekanizmasina sahip olmasi epilepsi tedavisiyle daha ytiksek etkinlikle
baglantili oldugunu diistindiirmektedir (3). Hayvanlarda yapilan epilepsi ¢calismalarinda
TPM’m deneysel olarak olusturulan nobetleri engelledigi bildirilmektedir (4-7). Yapilan
caligmalarda TPM’1n a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid (AMPA)
reseptor antagonisti oldugu, néron dliimiiyle sonuglanan hipoksik, iskemik durumlarda
glutamatin asir1 birikimini engelledigi bildirilmektedir. Ayni zamanda yeni dogan sigan
beyninde, 6zellikle hipokampiisde fazla miktarda AMPA reseptorlerinin bulundugu
bildirilmektedir (8) Degisik reseptorler lizerindeki etkileri nedeniyle TPM hala
arastirilmaktadir.

Cinko c¢ok sayida voltaj kapili ve ligand kapili iyon kanallarini etkilemektedir. Hiicre
membranida bulunan, ¢inkoya gecirgen olan bu kanallar; ¢inko ve kalsiyuma gegirgen voltaj
kapil1 kanallar, NMDA reseptor kanallar, AMPA/Kainat reseptor kanallari, GABA reseptor
kanallar1 olarak saptanmistir. Cinkonun postsinaptik ndronlara girisinin mekanizmasinda bu

kanallar 6nemli rol oynamaktadirlar.



Caligmamiz Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali’nda deney
hayvanlar1 iizerinde yapildi. Bu ¢alismada epileptik nobetlerde hipokampiisde glutamat ile
birlikte agir1 miktarda salinan ve néronlarda eksitotoksisitesi nedeniyle hiicre 6liimiine ve
hiicre kaybina neden olan ¢inko iyonlariyla genis spektrumlu bir antiepileptik ajan olan ve son
yillarda tizerinde ¢alisilan topiramatin antikonvulsan etkisini gdsterdigi reseptorlerin ayni
olmasina dayanarak, topiramat tedavisinin ¢inko translokasyonu iizerine olan akut etkisinin ve

noroprotektif etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.



GENEL BIiLGILER

Sinir sisteminin hastaliklar1 i¢inde epilepsi ¢esitli 6zellikleri sebebiyle toplumun
eskiden beri dikkatini ¢cekmistir (9). Epilepsi tiim diinyadaki populasyonun % 1-0,5 ini
etkileyen 6nemli bir saglik problemidir (10, 11). Bu biiyiik kitlenin ekonomik ve toplumsal
problemleri, egitimleri ve ¢aligmalariyla ilgili problemler konunun tibbi yonii kadar 6nemlidir
).

Merkezi sinir sisteminde noron populasyonunun bozuk, senkron ve ritmik desarjlarina
bagli gecici davranis degisikliklerine ndbet denir. Epilepsi ise beyinde ani, anormal,
senkronize ve asir1 miktarda elektriksel desarjlar sonucu meydana gelen yani ndbetlerin
periyodik ve tahmin edilemeyen tekrarlanmalariyla karakterize olan beyin fonksiyonlarmdaki
bozukluktur (12, 13). Tekrarlayic1 nobetler seklinde seyreden bu tabloya fokal ve/veya
jeneralize kasilmalar, duygu ve hareket bozukluklari ve bazen biling kaybi eslik eder (14).
Epileptik nébetler biling kaybmnin bulundugu tonik klonik kas kasilmalar1 ya da duygu ve
diisiince bozukluklar1 gibi bircok sekilde ortaya ¢ikabilir (15).

Herhangi bir epileptik nobetin merkezi sinir sistemi ile ilgili oldugu Hipokrat’tan bu
yana bilinmektedir. Nobetler genetik bozukluklar, yapisal, fonksiyonel ve metabolik nedenlere
bagli olarak ortaya cikabilir. Epilepsilerin cogunda sebep olan bir patoloji (tiimor, kist,
glialskleroz, vaskuler anomali vb.) gosterilebilmektedir (9).

Epileptik nébetlerin patofizyolojisi her zaman tam olarak bilinmemektedir. Ayrica tiim
epilepsi nébetlerinde ayni patofizyoloji gegerli degildir. Epilepsi doguran gliozisli hiicreler,
hiicre dis1 K iyonlarim1 tamponlama kabiliyetleri bozuldugundan, hiicre disinda K iyon
artigina yol acarak noronlarin uyarilabilme esiginin diismesine ve epilepsi ndbetlerinin
olusmasina yol agar. Ayrica epileptojenik bolgelerde Na 'K '/ATPaz aktivitesinin azalmasi
nedeniyle hiicre dis1 K' iyon konsantrasyonu artar. Bu sekilde néronlar uyarilarak, desarjlarm
olusmasi ve yayilmasi kolaylasir (16).

Kisaca 0zetlemek gerekirse fizyopatolojide 3 mekanizma 6nemlidir.
A) Glialarin (6zellikle astrositlerin) fonksiyonunda bozulma
B) Glutamat gibi eksitator aminoasitlerde artma

C) Basta y-aminobutirik asit (GABA) olmak {izere inhibitdr aminoasitlerde azalma



Bu mekanizmalar sonucunda néronlari membran potansiyelleri bozulmakta, bu
ndronlar normalden daha kolay depolarize olmakta, bir baska deyisle néronda desarj ve
eksitasyon esigi diismektedir. Inhibitdr bir ndrotransmitter olan GABA’ nin azalmasi da,
epileptik noronlar iizerindeki sinaptik inhibisyonun kalkmasina ve daha kolay eksite
olmalarina yol agmaktadir (16).

Etyoloji

Konjenital bozukluklar: Gyrus anomalileri, korpus kallosum agenezisi, kortikal
disgenezis gibi degisik kongenital malformasyonlar

Kafa travmalari: Dogum travmasindan baglayarak her yasta gecirilen kafa travmalar1
epilepsi etyolojisi yoniinden énemlidir. Ozellikle agir kafa travmalar1 ve bunlara bagl
fraktiirler, hematomlar, kommasyo ve kontiizyo serebri gibi durumlar dnemlidir.

Enfeksiyonlar: intrauterin enfeksiyonlar, her yasta gegirilen menenjit ve ensefalitler,
kronik ve agir otitis media

Kitle lezyonlari: Beynin primer ve metastatik tiimorleri, abse ve kistler; bulunduklari
yere, tiirline ve biiyiikliigiine bagh olarak epilepsiye neden olabilirler.

Metabolik bozukluklar: Hipoglisemi, hiperglisemi, hiponatremi veya diger elektrolit
bozukluklari, hepatik ensefalopati

Toksik durumlar: Karbonmonoksit, kursun, alkol, talyum, ve ¢esitli ilag
entoksikasyonlar1

Vaskuler lezyonlar: Arter-ven malformasyonlari, anevrizmalar. Geng yastaki
epilepsilerde serebrovaskuler hastaliklar (enfarkt veya kanamalar)

Dejeneratif ve demiyelinize hastaliklar: Ozellikle cocukluk yasindaki epilepsilerde
onemlidir.

Sistemik hastaliklar: Malign hipertansiyon

Merkezi sinir sisteminde inhibisyon yapan maddelerin ani kesilmesi (alkol, morfin,
hipnotik ilaglar, vb. )

Yiiksek doz fenotiazinler, noroleptikler, trisiklik antidepresanlar (17).

Bunlar disinda genetik yatkinliktan baska bir neden gosterilemeyen epilepsiler de
vardir (idiyopatik epilepsiler). Anne ve babadan birinin epileptik olmas1 durumunda ¢ocuk i¢in

bu oran 1/40 tir, her ikisinde de epilepsi varsa ¢ocukta ayni oran 1/4 e yiikselir (18).



“Uluslar aras1 Epilepsi ile Savas Dernegi” (ILAE) 1989 yilinda epileptik ndbetlerdeki
farkliliklari, etyolojik faktdrleri, yas faktoriinii, nobet tipini, nobeti uyaran faktorleri ve EEG
bulgularini g6z niine alarak epileptik sendromlar i¢in bir siiflandirma yapmaistir. Bu
smiflandirma asagidaki gibidir.

I. Parsiyel ( Lokal, Fokal ) Nobetler

A. Basit Parsiyel Nobetler: ( Biling bozuklugu yoktur) (%20)
1. Motor Semptomlu Nébetler (Ornegin temporal lob epilepsisi bu smiftadir)
2. Somatosensoriyel veya 0zel duyusal semptomlu nébetler
3. Otonomik semptom veya bulgular1 olan nébetler
4. Psisik semptomlu nobetler
B. Kompleks Parsiyel Nobetler ( Biling bulaniklig1 vardir) (%40)
1. Basit parsiyal baslangici biling bulanikliginin izledigi nobet
2. Baslangictan itibaren biling bulaniklig1 olan nobet
C. Sekonder Jeneralize Olan Parsiyel Nobetler
1. Basit parsiyel seklinde baslayip jeneralize olan nobetler
2. Kompleks parsiyel seklinde baslayip jeneralize olan ndbetler
3.Basit parsiyel seklinde baslayip, kompleks parsiyele doniisiip jeneralize olan
nobetler
II. Jeneralize Nobetler
a. Absans Nobetler (Petit — mal) (%10)
b. Miyoklonik Nobetler
c. Klonik Nobetler
d. Tonik Nobetler
e. Tonik — Klonik Nobetler (Grand — mal) (%20)
f. Atonik Nobetler
III. Siniflandirilamayan Epileptik Nobetler
a. Febril Nobetler
b. Status Epileptikus
c. Akut Metabolik ya da Toksik Nedenlere Bagli Nobetler (19)
Jeneralize nobetler; her iki hemisferden es zamanl kaynaklanan, parsiyel nobetler ise

serebral hemisferin herhangi bir bolgesinden kaynaklanan ndbetlerdir.



Parsiyel (fokal) Nobetler; Bir serebral hemisferin lokal bir bolgesindeki ndronlarin
desarjlar1 sonucu ortaya ¢ikan, klinik ve elektroensefalografik bulgusu anatomik
lokalizasyonla ilgili olan nobetlerdir. Nobet sirasinda biling kayb1 olup olmamasina gore ikiye
ayrilir. Parsiyel bir ndbet yayilmadan sona erebilir, korteksin diger bolgelerine yayilabilir veya
desarjlar yayginlasarak tonik-klonik nobete doniisebilir.

Basit parsiyel nobetler; el ve ayak bagparmagi ya da agiz kenarida istemsiz hareket
seklinde baslar. Istemsiz hareketler sonra yayilarak kola, bacaga ve yiize yiiriir. Biling kayb1
yoktur.

Kompleks parsiyel ndbetleri basit parsiyel nobetlerden ayiran en 6nemli 6zellik ndbet
sirasinda biling kayb1 olmasidir. Hastalar ndbeti hatirlamaz. Kompleks parsiyel nobetlerin
cogu temporal lob kaynakli, daha seyrek olarak da frontal lob kdkenli olabilirler. Kompleks
parsiyel ndbetlerin siiresi 30 sn. ile birka¢ dakika arasinda degisebilir. Biling bulaniklig ile
birlikte psikomotor otomatizm goriiliir. Otomatizm bilincin bulanmasi sirasinda ortaya ¢ikan
az veya ¢ok koordine istemsiz hareketlerdir. Otomatik hareketler sirasinda hasta ayakta
durmaya veya yiirimeye devam edebilir. Postural fonksiyonlar genellikle iyi korunmustur.

Absans Nobetler; 3 yasindan biiyiik ¢ocuklarda goriiliir, pubertede sona erer veya
siklig1 azalir. Birkag saniye ile birkac dakika arasinda degisen nobetler goriiliir. Baglangig
anidir, yapilmakta olan aktivite aniden durur, hasta bos bakisla hareketsiz kalir, gdzler
kayabilir, sorulara cevap vermez, postural tonus korundugu i¢in diigme olmaz.

Miyoklonik Nobetler; Kas gruplarinin istem dis1, ani, hizli kasilmalar1 s6z konusudur.
Aslinda normal kisilerde de ani ses veya 151k uyarani ile veya uykuya dalarken ortaya ¢ikan
sigramalar bir tlir miyoklonik kasilmalardir. Ekstremitelerde 6zellikle iist ektremitede ani, cok
kisa siireli fleksiyon veya ekstansiyon seklinde kasilmalar ile karakterizedir.

Atonik Nobetler; Ani tonus kayb1 sonucu dizler biikiiliir, ani diismeler olur.

Tonik-Klonik Nobetler; Grand-mal nobet olarak da adlandirilmaktadir. Bu tiir
ndbetlerde hasta konviilsiyon gecirir. En agir ve en ¢ok bilinen nobet tipidir. Nobetlerde 6nce
sinirlilik, bag donmesi, bas agrisi, istemsiz kas segirmesi gibi belirtiler goriilebilir. Nobetin
baslamasi ile tiim ¢izgili kaslarm ani kasilmasi sonucu hasta yere diiser, baz1 hastalar ¢iglik
atar, ¢ogu kez dislerini sikar, dilini ve dudagini isirabilir, solunum durdugundan siyanoz
olusabilir. Tonik faz 10-20 saniye siirdiikten sonra 40—60 saniye siiren klonik faz baslar.

Istemsiz gekilme hareketleri, salivasyon veya kopiik gelmesi meydana gelir. Idrar ve daha



seyrek olarak da gayta inkontinansi goriilebilir. Klonik kasilmalarm bitmesinden sonra hasta
derin bir uykuya dalabilir veya kontiizyon goriilebilir.

Tonik Nobetler; Hasta, saniyeler siiren opistotonus postiirii alir. Gozler genellikle
yukari kayar ve siyanoz goriilebilir. Daha ¢ok ¢ocukluk ¢agi epilepsilerinde ve uykuda ortaya
cikarlar.

Klonik Nobetler; Bazen viicudun bir yarisinda bir veya iki ekstremitede fokal
kasilmalar kalabilir. Ard1 sira fokal sigramalar seklinde olabilir. Bu nobetler de ¢ocuklarda

daha sik gériiliir (16, 17, 20).

Antikonvulzanlar, merkezi sinir sistemini se¢ici olarak deprese eden ilaglardir. Bu
ilaclar esas olarak merkezi sinir sistemine zarar vermeden ve solunumu deprese etmeden
epileptik ndbetlerin baskilanmasi i¢in kullanilirlar (21). Hastalarin % 75-80 inde etkilidirler.

Epilepsinin semptomatik tedavisi amactyla kullanilan antiepileptik ilaglar, motor
uyarilabilirligini etkilemeden nébet suur esigini arttirmaktadir. Ilag secim ve doz denetimi
EEG sonuglar1 incelenerek ve nobet siklig1 géz oniinde tutularak yapilmaktadir.

Antiepileptiklerin ndbetleri nasil 6nledigi konusunda ¢esitli goriisler vardir. Genellikle
sinapslardaki iletimi engellemek suretiyle yiiksek frekansli diizensiz desarjlarin yayilmasini
bloke ederek nobet olusumunu engelledikleri sanilmaktadir. Antiepileptik ilaglarm bu ndronal
etkinliklerini eksitasyon esigini yiikselterek, refrakter periyodu uzatarak, presinaptik ve
postsinaptik inhibisyonu potansiyalize ederek yaptiklar1 diisiiniilmektedir. Cesitli
arastirmacilar antiepileptiklerin bu etkilerin cogunu beyinde GABA etkinligini farkli sekilde
arttirmalarina baglamaktadirlar (21-24). Ayrica N-metil-D-aspartat (NMDA), AMP A/Kainik
asit (KA) gibi glutamat reseptorlerinin blokaji ve glutamat, aspartat gibi epileptik ndbet
sirasinda asir1 aktif olan aminoasit salinimmin inhibisyonu da antiepileptik ilaglarin etki
mekanizmalarindandir (21, 22, 24). Bazi antikonvulzanlar da etkilerini Na' ve K’ kanallarmin
voltaj aktivitesini direkt veya indirekt degistirerek gosterirler (21, 22, 24, 25).

Antiepileptik ilaclarin etki mekanizmalarini incelerken uyariy1 azaltan ilaglarin,
inhibisyonu artiran ilaglarin ve hiicre uyarilabilirligini modifiye eden ilaclarin etki

mekanizmalarini ayr1 ayr1 incelemek gerekir.



1. Uyariy1 Azaltan Antiepileptik Tlaclar

Bu grup ilaglarin etki mekanizmasi uyarilan aminoasit reseptorlerinin blokaji ve
uyarilmis glutamat, aspartat gibi epileptik nobet sirasinda agir1 aktif olan aminoasit salinimmnin
inhibisyonu ile agiklanmaktadir (21, 22, 24). NMDA glutamat reseptorlerinin aracilik ettigi
sinaptik uyar1 blokaji, antikonviilzan ilag gelistirilmesinde dnemlidir. Ciinkii NMDA
reseptorleri epilepsinin olusum mekanizmasinda bir¢ok alanda rol oynamaktadir. NMDA
antagonistleri genis bir antikonviilzan aktivite spektrumu gosterirler. Fakat epilepsi
tedavisinde kullanilmalar1 6grenme, hafizada bozulma ve duyusal iletimin degistirildigi motor

bozulmayi iceren yan etkilerden dolay1 giivenilir degildirler.

2. inhibisyonu Arttiran Antiepileptik Ilaclar

Bu ilaglar ya GABA 4 reseptorii kloriir kanal kompleksini indiikleyerek ya da sinaptik
aralikta GABAA nin bulunma olasiligini arttirarak etki gosterirler. Fenobarbiital gibi
barbiitiiratlar ve klobazom gibi benzodiazepinler bu sekilde etkilidirler. Etkilerini GABA’ nin
sinaptik aralikta bulunmasinin artirilmasi, onun saliverilmesinin saglanmasi veya
katabolizmasimin ve/veya geri emiliminin inhibe edilmesiyle gdstermektedirler.
Beyindeki inhibisyon, ilaclarin beyne intraventrikuler verilmesi sonucu bu ilaglarin ya GABA’
ya doniismesiyle veya GABA 4 reseptOr agonist aktivitesi yaratabilecek bilesiklere
doniismesiyle gerceklesmektedir. Bir diger olasilik da GABA endojen analoglar1 olan glisinin
verilmesidir. GABA kan-beyin bariyerini agamazken bu tip analoglart GABA’nin 6n ilac1 gibi
davranarak bu engeli kolaylikla agabilirler. Daha sonra GABA’ ya doniisiirler.
Bir diger 6nemli olay ise GABA katabolik enzimi olan GABA aminotransferazin
inhibisyonudur. Ornegin vigabatrin yeni bir antikonviilzan maddedir ve olusturdugu mediyator
bu katabolik enzime baglanarak onu inaktif hale ge¢irir. Bu ila¢ ndbet kontroliinde oldukca
etkindir. Diger 6nemli yol da GABA’ nin glia ve néronlara geri emiliminin bloke edilmesidir.

Bir antikonviilzan olan tiagabin GABA geri emilimini inhibe ederek etkisini bu yolla gosterir.

3. Hiicre Uyarilabilirligini Degistiren Ilaclar
Bu gruptaki ilaglar antikonviilzan etkilerini Na" ve K kanallarinm voltaj aktivitesini

direkt veya indirekt degistirerek gdsterirler. Fakat bu gruptaki bilesikler kan—beyin bariyerini



gecemedikleri i¢in etkin bolgelere ulasamaz ve aktiviteleri, dolayisiyla kullanimlar1 kisithidir.
Bu ilaglara 6rnek okskarbezepin, zonisamit, denzimol, ralitolin ve flunarizin verilebilir.
Valproik asit tipi ilaglarm da gosterdigi antikonviilzan aktivitenin talamik néronlarda bulunan

Ca"" kanallarinin inhibisyonuna bagh oldugu diisiiniilmektedir (21, 22, 24, 25).

Yeni antiepileptik ilaclardan biri olan TPM [2,3:4,5-bis—0—(1— methylethylidene) b—
D—fuructopyranose sulfamate] (C;2 Ha; NOg S) hem deneysel (5, 6) hem de klinik
caligmalarda (26) genis spektrumlu antiepileptik aktiviteye ve ndroprotektif etkiye sahip bir
bilesiktir (Sekil-1). Dogal monosakkarit D-fruktozun siilfamat igeren bir tiirevi yani
karbonhidrat derivati olan topiramat, hiicresel diizeyde yaygin farmakodinamik etkiler

gostermesi nedeni ile diger antiepileptik ilaglardan farkli bir yapiya sahiptir

K_ O ,_\\‘GH 205G2NH2

.D\'-"{\ )}"'Ig‘j
HEG ---_Ir_\_ = L ._.Il—- CHE
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Sekil-1: [2,3:4,5-bis—0—(1-methylethylidene) b—D—fuructopyranose sulfamate]

TPM “in basit veya kompleks parsiyal nobetlere ve generalize tonik—klonik ndbetlere
kars1 hem ¢ocuklarda hem de eriskinlerde etkili oldugu bildirilmektedir (27).

TPM’ 1 antiepileptik etkisi in vivo yapilan ¢esitli ndbet modellerinde; maksimal
elektrosokla olusturulan modelde, siganlarda ve farelerdeki genetik nobet modellerinde,
kindling modelinde, hipokside veya vurma, ¢arpmanin neden oldugu cesitli epilepsi
modellerinde gosterilmistir.

1979 yilinda sentezlenen ve 1995 yilinda ilk kez Ingiltere’de kullanima sunulan TPM,
1998 yilinda erigkinler ve 2-16 yas arasi cocuk hastalarda kismi baglangigli veya birincil
jeneralize tonik - klonik ndbetlerin tedavisinde kullanilmak iizere, Amerikan Gida ve Ilag
Uygulama (Food and Drug Administration-FDA) komitesi tarafindan ruhsatlandirilmstir.
TPM’m farmakodinamikleri ile ilgili yayinlar, diger antikonviilzan ilaglara gére daha genis
spektrumlu bir reseptdr afinitesi oldugunu gostermektedir. Bu genis spektrumun epilepsi

tedavisinde daha yiiksek etkinlikle baglantili oldugu diisiiniilmektedir (3).



TPM’ n antikonviilzan etki gostermesinde birden fazla etki mekanizmasi vardir.
Bunlar kisaca soyle 6zetlenebilir;

1- Diger antikonviilzanlara benzer sekilde voltaj duyarli Na” kapilarin1 bloke ederek
epileptiform desarjlarin siiresini ve her desarjda ortaya ¢ikan aksiyon potansiyellerini azaltir.

2- v —aminobiitirik asit tip A (GABA,) reseptoriiniin diizenledigi klor akigin1 arttirr
yani GABA reseptor iizerine diizenleyici etkisi vardir. Genellikle GABA aktivitesini
giiclendirir.

3- Sadece TPM’ a 6zgii oldugu One siiriilen bir 6zellik olarak glutamat reseptor alt
tiplerinden Kainat ve AMPA reseptorlerini bloke eder. Ancak NMDA reseptorleri tizerinde
anlaml etkisi yoktur.

4- Néronal uyarilabilirligin kontroliinde rol oynadig1 bilinen Ca’™" kanallari iizerinde
diizenleyici etkisi vardir. Yiiksek voltajla aktive olan Ca’" kanallarinda negatif modiilasyon
saglar yani Ca' akisini azaltir.

5- K’ kanallarmi aktive eder.

6- Sinir uclarindan glutamat ve aspartat gibi eksitator aminoasit salinimini inhibe eder
(3,5, 28-39).

TPM’m diger antikonviilzan ilaglara gore yarilanma dmriiniin daha uzun ve daha
giivenilir olmasi yoniiyle daha avantajli oldugu vurgulanmaktadir (36). TPM 1 ndéroprotektif
etkisi; mitokondriyal kalsiyum tasiyicilari {izerine inhibitdr etkisinden ve mitokondriyal
gegirgen porlar lizerine inhibitor etkisinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (29).
Mitokondride sitozolik kalsiyumun asir1 birikiminin hiicre 6liimiine neden oldugu
bildirilmektedir. Topiramatin etkisiyle kalsiyum orani diiserek ndronlarin korundugu ve
nobetlerin baskilandig1 diisiiniilmektedir. Yiiksek kalsiyum konsantrasyonunun neden oldugu
mitokondri membran depolarizasyonuna karst TPM’1n koruyucu oldugu bildirilmektedir (29).
Ayrica glutamat ve aspartat salinim inhibitdrii olmas1 nedeniyle de néroprotektif oldugu ileri
stiriilmektedir (38).

Topiramatin, gidalardan bagimsiz olarak hizlica ve hemen hemen tamami absorbe
edilmektedir (3, 40). Tek dozdan yaklasik 2 saat sonra zirve plazma konsantrasyonlarina
erigilir. Emilimi dozla dogrusal olarak orantilidir. Dolayisiyla doz arttik¢a plazma yogunlugu
da artmaktadir (3). Cogunlukla degisiklige ugramamais sekilde TPM ve metabolitlerinin

idrarla atildig1 (3, 40), TPM’1n aktif metabolitinin bulunmadigi, plazma ortalama yarilanma
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omriiniin 19-23 saat oldugu ileri stiriilmektedir (3). TPM plazma proteinlerine diisiik oranda
(% 9-17) baglanmas1 nedeniyle diger ilaglarla etkilesme olasiliginin az oldugu
bildirilmektedir.

Beyindeki ¢inko iyonlar1 ilk olarak 1943 yilinda, radyoaktif ¢inko (“°Zn) kullanilarak
Sheline ve arkadaslar1 tarafindan kdpek ve farelerde rapor edilerek saptanmistir (41). Hu ve
Friede 1968 yilinda, insan beyninin 24 bdlgesinde ¢inkoyu atomik absorbsiyon spektroskopi
yontemiyle ilk kez 6l¢miislerdir. Hipokampiisdeki konsantrasyonunun en yiiksek oldugunu ve
yeni doganin beynindeki ¢inkonun yetiskinlere gére daha diisiik oldugunu saptamislardir.
Cinko agir metal olup iki degerli bir katyondur (42). Yasayan hiicrelerde en bol bulunan
oligoelementlerden biridir (43). Viicutta en yaygin bulunan ikinci eser elementtir ve memeli
beyninde biiyiik miktarda bulunur. Cinko beyin olgunlagmasi ve fonksiyonlar1 i¢in gereklidir
(44). Yapilan ¢aligmalarda akut ¢inko eksikliginin deney hayvanlar1 ve insanlarda beyin
fonksiyonlarini olumsuz etkiledigi, erken beyin gelisimi sirasinda deney hayvanlarinda
malformasyonlara neden oldugu, beyin gelisiminin ge¢ donemlerinde ise mikroskobik
anormalliklere ve sonradan gelen fonksiyon bozukluklarina neden oldugu bulunmustur (41).
Biitlin dokularda cogu enzimlerin sentezi i¢in esansiyel olmasina ragmen beyindeki ¢inkonun
diger 6zelligi presinaptik terminallerdeki vezikuler lokalizasyonudur (45). Hipokampiis ve
amigdala bolgeleri yiiksek yogunlukta ¢inko igeren ndron terminallerine sahiptir (46).
Hipokampal mossy fiber’larin dev boutonlarindaki vezikiillerde ¢inko konsantrasyonu
yaklasik 300 uM’dir. (47). Bu 300 uM’lik miktar tiim viicut hiicrelerinde bulunandan daha
yiiksektir. Beyinde en yiiksek yogunlukta ¢inko iceren bolge hipokampiisdiir. Cinko
hipokampiisde, dentat girusdaki granuler hiicrelerin uzantilari olan mossy fiber’larda
yogunlasmistir (42, 48, 49).

Beyindeki toplam ¢inkonun yaklasik % 10’u glutamaterjik ndronlarin sinaptik
vezikiilleri i¢inde bulunurken, % 90 civar1 ise metalloproteinler tarafindan tutulur (44). Bu
metal baglayan proteinlere sikica bagli olan metabolik ¢inkonun aksine vezikuler ¢inko
serbesttir veya zayifca baghdir. Bu yiizden sinaptik vezikiillerdeki ¢inko, segici floresan
boyamalar veya Danscher boyama (50) yontemleriyle saptanabilmektedir, yani histokimyasal
acidan reaksiyon veren vezikiiler ¢inkodur (50-58). Vezikiiler ¢cinkonun memeli beyninde
sinaptik ndrotransmisyonda rol oynadigi ve NMDA, AMPA/Kainat, GABA reseptorleri gibi

birkac¢ 6nemli reseptoriin endojen ndromodiilatorii oldugu diisiiniilmektedir (45, 48, 59).
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Epilepsi, iskemi, kafa travmasi gibi akut durumlarda presinaptik vezikiillerden salinan
asir1 miktarda ¢inko, postsinaptik néronlara girdigi zaman toksik etki gostererek, ndronlarin
hasarlanmasina veya 6liimiine neden olmaktadir (3, 41, 60-64). Cinko iyonlarmin néron
membranlarini yirtarak, direkt olarak noronlar1 61diirebildigi gibi indirekt olarak intrakranyal
basincim artis1, beyin 6demi ve iskemi yoluyla da néronlarm 6liimiine sebep olabildikleri
bildirilmistir (60). Cinkonun glutamat ile beraber salinimi NMDA, AMPA/Kainat
reseptdrlerinin aktivasyonu ve eksitasyon ile iliskilidir. Vezikiiler ¢inkonun glutamat ile
beraber travma, epilepsi gibi durumlardan sonra salmimi sasirtict degildir. Ancak ilging olan
fizyolojik olarak ¢ok diisiik dozlarda ¢inko (1-10 uM) NMDA kanal aktivasyonunu
antagonize eder (65, 66) ve bu nedenle hem antikonviilzan (67, 68) hem de néroprotektifdir
(69). Bununla beraber ¢inko ¢ok yliksek dozda salindigi zaman bu ndroprotektif etki ortadan
kalkip, NMDA, AMPA/Kainat aktivasyonu yoluyla norotoksik bir hal alir (70-73).

Son zamanlarda yapilan elektrofizyolojik ¢aligmalarda, fizyolojik olarak ¢inkonun
mossy fiber’lardan salinimi, CA3 bolgesindeki piramidal noronlar iizerinde NMDA
reseptorlerinin inhibisyonunu sagladigi, boylece ndbet aktivitesini azalttigi gosterilmistir (45,
74). Yetigkin beyninde ¢inkonun GABA salinimini arttirdigi bulunmustur (59, 75). Yapilan bir
caligmada hipokampal CA3 bolgesinde eksojen ¢inkonun nérotransmitter salinimi tizerine
etkisi incelenmistir. Hipokampiise 10-300 pM ZnCl, verilmistir. Sonucta ¢inko ilavesi ile
glutamat seviyesinde azalma, GABA seviyesinde ise artma saptanmistir. GABA seviyesindeki
bu artisin CA3 bolgesindeki AMPA/Kainat reseptorlerinin inhibe edilmesi yoluyla oldugu
diistiniilmektedir. Bir ¢inko selatorii olan CaEDTA ile ¢inkonun selasyonu sonucu GABA
seviyesinde diisiis, glutamat seviyesinde ise artig saptanmistir (44). Yapilan bagka bir
calismada ise intraventrikiiler CaEDTA enjeksiyonu ile ¢inko selasyonu sonucu
hipokampiisdeki néronal hasarm ve 6liimiin yavasladig1 saptanmstir (60, 76).

Cinko igeren biitiin presinaptik vezikiiller glutamaterjiktir. Bu iliski ¢inkonun,
glutamatin depolanmasi, salinimi veya glutamat reseptorlerinin modulasyonunda 6nemine
dikkat ¢ekmektedir (77).

Cinkonun vezikiiller i¢inde birikmesini saglayan Zinc-Transporter 3 (ZnT-3) olarak
isimlendirilen ¢inkoya 0zel, tasima saglayan bir proteindir. Bu ZnT-3 ler néronlarin

vezikiillerinin membranlar1 lizerine lokalize olmuslardir (78, 79). ZnT-3 proteininin
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immunohistokimyasal lokalizasyonu sayesinde ¢inko iyonlarini igeren ndronlar
belirlenebilmektedirler (77).

Cinko ¢ok sayida voltaj kapili ve ligand kapilt iyon kanallarini etkilemektedir. Hiicre
membraninda bulunan, ¢inkoya gecgirgen olan bu kanallar; ¢inko ve kalsiyuma gegirgen voltaj
kapil1 kanallar, NMDA reseptor kanallari, AMPA/Kainat reseptor kanallari, GABA reseptor
kanallar1 olarak saptanmustir (41, 42, 77). Cinkonun postsinaptik néronlara girisinin
mekanizmasinda bu kanallar 6nemli rol oynamaktadirlar.

Bu ¢alismada ¢inko iyonlar1 ile TPM’m etkiledigi reseptorlerin ayni olmasina (NMDA,
AMPA/KA, GABA,) dayanilarak, pilokarpinle olusturulan deneysel epilepside, akut TPM
tedavisinin, ¢inko translokasyonu {izerine olan etkisinin ve ndroprotektif etkilerinin

arastirilmasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Hayvanlarla ilgili biitiin prosediirler Uludag Universitesi Etik Kurulundan, 08.06.2005
tarihindeki toplantida, 08.06.2005/3 karar numarasi ile onay alindiktan sonra ve etik kurallar

cercevesinde uygulanmustir.

Deney Hayvanlarn

Caligma U. U. Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Elektrofizyoloji Laboratuvari’nda
gerceklestirildi. Caligmada erigkin, erkek, 300-350 g agirliginda 70 adet Sprague-Dawley k1
sican kullanildi. Hayvanlar Uludag Universitesi, Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma
Merkezi’nden (Bursa Tiirkiye) temin edildi. Aydinlatmasi 12 saat aydmlik / 12 saat karanlik
(07:00-19:00), nemi % 60, sicaklig1 18-22 °C arasinda sabit olan bir odada, yem ve su
alimlar1 serbest birakilarak barindirildilar. Standart sican diyeti ile beslendiler. Bes tanesi bir

kafeste olacak sekilde tutuldular.

Gruplar
Calisma, deneysel epilepside TPM’1n beklenen antikonvulsan etkisinin, ndbetlerde
asir1 miktarda salinan ¢inkoyu etkileyip etkilemedigini gézlemlemek amaci i¢in yapildigindan,

deney gruplarinda pilokarpin HCI enjeksiyonlar1 yapildi ve TPM tedavisi ile birlikte ¢inko
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veya ¢inko selatorii verildi. CAEDTA nin ¢inko iyonlarmi bagladigi ve ZnCl,’lin de bir ¢inko
kaynagi oldugu bilindiginden, bu kosullar altinda topiramatin ¢inko iizerine etkisinin
arastirilabilmesi i¢in ¢aligma su gruplardan olusturuldu;

1) Kontrol (Naif) Grubu (n=10) : NaCl enjekte (% 0.9, i.p.) edilen grup.

2) Nobet-Kontrol Grubu (n=10): Pilokarpin HCI enjeksiyonu (380 mg/kg i.p.) ile ndbet
olusturulan grup.

3) Nobet + TPM Tedavili Grup (n=10): Pilokarpin HCI enjeksiyonunundan 10 dk. dnce
topiramat (60 mg/kg, i.p.) verilen grup.

4) Nobet + TPM + CaEDTA Grubu (n=10): Pilokarpin HCI enjeksiyonundan 10 dk. 6nce
topiramat ve CaEDTA (100 mM i.c.v.) enjeksiyonu yapilan grup.

5) Nobet + TPM + ZnCl, Grubu (n=10): Pilokarpin HCI enjeksiyonundan 10 dk. 6nce
topiramat ve ZnCl, (35 mg/kg i.p.) enjeksiyonu yapilan grup.

6) Nobet + CaEDTA Grubu (n=10): Pilokarpin HCI enjeksiyonundan 10 dk. dnce CaAEDTA
(100 mM i.c.v.) enjeksiyonu yapilan grup.

7) Nobet + ZnCl, Grubu (n=10): Pilokarpin HCI enjeksiyonundan 10 dk. 6nce ZnCl; (35
mg/kg i.p.) enjeksiyonu yapilan grup.

Elektrod implantasyonu ve Klavuz Kanuliin Yerlestirilmesi

Sicanlar thiopental sodium (40 mg/kg, i.v.) (Pentothal Sodium-Abott) ile anesteziye
alind1. Kafatasi stereotaksik alet yardimiyla, koordinatlar g6z dniinde bulundurularak dril
yardimiyla delindi. ECoG kayitlarin aliabilmesi i¢in 4 adet ¢elik paslanmaz vida elektrod
epidural olarak yerlestirildi (fronto-parietal elektrodlar, bregmanin 2 mm anterior ve 2 mm
posterioriine ve orta hattin her iki tarafta 2 mm lateraline; 80). Nazal kemik iizerine
yerlestirilen bir elektrod referans elektrod olarak kullanildi. Biitiin elektrotlar kafatasina disci
akriligi (Ketac Molar Easymix, 3M ESPE, Tiirkiye) ile sabitlendi. Lokal antibiyotik (Furacin
Soluble Dressing, Eczacibasi, Tiirkiye) ve agr1 kesici (Xylocaine Pump Spray, AstraZeneca,
Sweden) uygulanarak deri kapatildi. Siganlar plexiglas kafesler icerisinde bireysel olarak
barindirildi. Deneylere cerrahi islemlerden 1 hafta sonra baslandi.

CaEDTA’nmn intraserebroventrikiiler verilebilmesi i¢in stereotaksik koordinatlar g6z

online alinarak (Bregma’nin 1,5 mm sol laterali ve 1 mm posteriorii, 4,0-4,2 mm derinlik)
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sicanlarin kafatasina bir kaniil yerlestirildi ve enjeksiyonlar (10 ul CaEDTA) Hamilton

mikroenjektorii yolu ile yapildi.

Nobet Olusturulmasi
380 mg/kg dozda pilokarpin HCI (i.p.; Sigma-Aldrich, United Kingdom) enjeksiyonu

ile nobet olusturularak hayvanlar status epileptikusa sokuldu. Bu tek ve yliksek doz pilokarpin
enjeksiyonu hayvanlarda yiiksek oranda tonik-klonik nébetlerin olusmasina neden oldu. Bu
model se¢imi literatur bilgisine dayanilarak yapildi. Pilokarpin distile su ile 0.5 ml lik bir
hacimde sulandirilarak uygulandi. Caligmamizda TPM’1n akut etkilerinin gosterilebilmesi i¢in
Pilokarpin HCI enjeksiyonundan 120 dakika sonra Diazepam (DZP), (20 mg/kg, i.p., Deva,
Tiirkiye) verilerek nobetler durduruldu. Nobetlerde periferal yan etkilerin azaltilmasi i¢in
pilokarpin HCI verilmeden 30 dk. 6nce metil-scopolamine (1 mg/kg, s.c.; Sigma-Aldrich,
Germany) enjeksiyonu yapildi. Skopolamin distile su ile 0.5 ml lik bir hacimde sulandirilarak

uygulandi.

Topiramat, ZnCl, ve CaEDTA’nin Uygulamislan

TPM (i.p., Sigma-Aldrich, Germany), pH 8 deki % 0.9 luk distile su ile 1lik su (40-60
°C ) banyosunda ¢oziiliinceye kadar tutularak enjeksiyona hazirlandi. Topiramatin verilis
yolunun i.p. olarak tercih edilmesinin nedeni, daha hizli emilerek daha ¢abuk etkisini
gostermesidir. Pilokarpin ile olusturulan epilepsi modeli ve TPM ¢alismalarinda literatiirde,
60 mg/kg sik kullanilan bir doz oldugu i¢in, bizde bu dozu kullanmay1 tercih ettik.

ZnCl, (i.p.; Sigma-Aldrich, USA) distile su ile 0.5 ml hacimde sulandirilarak,
CaEDTA ise (i.c.v.; Sigma-Aldrich,Germany) distile su ile 10 pl hacimde sulandirilarak

uygulandilar.

ECoG Kayitlarinin Alinmasi ve Davranigsal Degisikliklerin Gozlemlenmesi

Tiim hayvanlarin ECoG kayitlar1 MP100 data acquisition and analysis system (Biopac
Systems, Inc.) kullanilarak alinmistir. Sicanlarin kafatasi iizerine yerlestirilmis vida
elektrotlardan gelen sinyaller 4 kanal olarak kayit edildi. Kayitlar ndbet 6ncesi, ndbet sirast,

DZP ile nobet durdurulduktan sonra ve 24 saat sonrasinda alindi. Pilokarpin HCI
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enjeksiyonundan 120 dakika sonrasina kadar hayvanlarin davranigsal degisiklikleri

gbzlemlenerek Tablo 1°deki Racine (81) skalasina gore skorlandirildi.

Tablo 1: Sicanlarda gdzlemlenen davranigsal bulgularin skorlandirilmast

Skor Davranigsal Bulgular

0 Hareketsiz

1 Fasial otomatizmalar

2 Bag sallama

3 Unilateral veya bilateral 6n ekstremite klonusu

4 Bilateral 6n ekstremite klonusu ve ayaga kalkma

5 Ayaga kalkma, diisme, yuvarlanma, jeneralize konvulsiyonlar ve status

epileptikus

Nobet siddetleri bu sekilde degerlendirilmis olan hayvanlar ayrica status epileptikusa
girme orani, ndbet latansi ve 24 saatlik yasam sans1 agisinda da degerlendirildi.

Sicanlarin 24 saat sonunda anestezi altinda dekapite edilerek hizla beyinleri ¢ikarildi.
Hipokampal boyamalar i¢in sol hemisfer izole edildi, horizontal olarak ventral ve dorsal iki
pargaya ayrildi. Pargalar CO; gazi ile donduruldu ve -80° C de saklandi. Dorsal pargadan
alinan kesitlerde N-(6-methoxy-8-quinolyl)-para-toluenesulfonamide (TSQ) (Invitrogen Co.,
USA) boyamasi yapilarak hipokampiisde ¢inko floresani ve yeri tespit edildi. Ventral pargadan
alinan histolojik kesitlerde ise hematoksilen-eozin boyamasi yapilarak hipokampiisde CA3 ve
CA1 alanlarindaki piramidal ndronlarin sayist saptanarak néron hasarinin olup olmadig: tesbit

edildi.

TSQ Floresan Boyamasi

Cinkonun floresan goriiniimii igin -80° C de saklanan dorsal beyin pargalarmdan
kryostat yardimiyla -25° C de 10 pm kalinhiginda frozen kesitler alind1 ve kesitlerde TSQ
boyamasi yapildi. Kesitler 1 dakika boyunca TSQ (4,5 uM) soliisyonunda (140 mM sodyum
barbutal (Merck, Germany) ve 140 mM sodyum asetat (Sigma-Aldrich, Japan) tamponunda)
bekletildi. Sonrasinda 1 dk boyunca serum fizyolojik (NaCl, %0.9) ile yikand1 (52) ve bir
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floresans mikroskobunda (Nikon Eclipses E600) incelendi. 360 nm eksitasyon, 460 nm
emisyon filtreleri kullanildi. Floresan mikroskobuna bagl bir kamera ile Quips Imaging
System kullanilarak (Applied:UK) ¢ekilen hipokampiise ait CA3, CA1 ve dentat girus

alanlarinin goriintiileri kayit ve analizleri i¢in bilgisayar ortamina aktarildi.

Hematoksilen-Eosin Boyamasi ve Noron Sayim

Ventral pargalardan alman frozen 10 um’lik kryostat kesitleri % 10 ndtral formalinde
oda 1s1sinda 20 saniye tutularak fikse edildi, musluk suyundan gecirildikten sonra 10-20 saniye
hematoksilen boyamasi yapildi, kesitler tekrar musluk suyundan gegirildikten sonra 10 saniye
% 1’lik eosinde bekletildi, musluk suyunda yikandiktan sonra dehidrasyon, seffaflandirma ve
kapatma islemine tabii tutuldu. Hazirlanan preparatlar bir floresan mikroskobunda 151k
mikroskobik olarak (Olympus BX-50) incelendi. Mikroskoba bagli bir kamera (Olympus
DP71; Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan) ile ¢ekilen fotograflar bilgisayar ortamina
alindi. CA3 ve CAl alanlarindaki piramidal néronlarm sayimi Scion Image programi (Scion
Image for Windows, Scion Corporation 4.0.3.2., USA)(1 um’ lik alanlarda) ile yapildi ve

preparatlar ndron hasar1 (asidofili ve gliosis) yoniinden degerlendirildi.

Istatistiksel Analiz

Gruplarin CA1 ve CA3 hipokampal alanlarina ait ortalama ndron sayilarinin
karsilagtirilmasinda parametrik test varsayimlari yerine geldigi i¢in tek yonlii varyans analizi
yapildi. Varyans analizi sonucuna gore istatistiki diizeyde anlam bulunan CA1 alanina ait
ortalama ndron sayilarmin karsilastirilmasinda Tukey Gergek Onemli Fark Yéntemi
uygulandi. Gruplardan elde edilen SE latans1 ortalamalar1 agisindan gruplar tek yonlii varyans
analizi ile karsilastirildi. Varyans analizinde 6nem bulunmadig1 i¢in Post Hoc test
uygulanmadi. Nobet skorlarinin ortalamalar1 agisindan gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal-
Wallis varyans analizi yapildi. Bu testlerin uygulanmasi sirasinda SPSS (SPSS 15.0 for
Windows, Release 15.0.0 (6 Sep 2006) Copyright (c) SPSS Inc., 1989-2006) istatistik
programindan yararlanildi.

Gruplardan elde edilen 24 saat yasam sans1 ortalamalar1 ve SE’a girme orani
ortalamalari i¢in baz1 gruplardaki veri sayisi 5 ten az oldugu igin Instat (GraphPad Instat

Copyright (c) 1990-1993. GraphPad Software V2.02 Dr. Granger, LSU Medical Center
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931521 S) paket programi kullanilarak gruplar ikiser ikiser karsilagtirildi ve Fisher Kesin Khi

kare testi uygulandi.

BULGULAR

TPM tedavisinin pilokarpin ile olusturulan ndbetlere etkileri, SE’a girme orani, SE
latansi, 24 saat yagam sansi, nobet skorlar1 ve néron hasar1 degerlendirilmistir. Ayrica TPM’1n
hipokampiisdeki ¢inko iyonlar1 lizerinden etki ederek antiepileptik etki gostermesinde bir
roliiniin olup olmadig1 da degerlendirilmistir.

Sicanlara pilokarpin HCI verilmesinden yaklagik 5 dk sonra kolinerjik stimulasyon
bulgular1 olan salivasyon, piloereksiyon ve diiirezin yanisira tremor, kaginma ve ¢igneme
hareketleri gibi limbik otomatik hareketler saptandi. 15-20 dk sonrasinda bazi siganlarda bag
sallama, arka ayaklar lizerine kalkma ile birlikte 6n ayak klonusu goriildii. Bunu baz1
sicanlarda diisme, generalize konvulsiyonlar ve SE takip etti. Tiim gruplarda SE gelisen
hayvanlarda, SE pilokarpin enjeksiyonundan 40-45 dk sonrasinda goriildii.

Sicanlarda ndbet Oncesi ve ndbet sirasina ait ECoG kayitlardan 6rnekler tiim gruplar
icin sekil-2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 de gosterilmistir. Gruplar arasinda nébet sirasinda her ne kadar
spikelarm, polispikelarin amplitiidleri ve frekanslar1 arasinda bazi farkliliklar goriilse de tiim
ECoG kayitlarina generalize konvulziyon kalib1 hakimdi. Ayrica pilokarpin HCI 6ncesi tiim

gruplardan alinan kayitlarda normal ECoG paternleri gézlendi.
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Sekil 2: Kontrol (Naif) grubu sicanlarda ECoG kaydi
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Sekil 3: Nobet-Kontrol grubu sicanlarda nobet sirasindaki ECoG kaydi
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| Nisbet+TPM 60 mg/kg
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Sekil 4: Nobet-TPM grubu sicanlarda nobet sirasindaki ECoG kayd1
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Sekil 5: Nobet-TPM-CaEDTA grubu sicanlarda ndbet sirasindaki ECoG kaydi
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| Nobet+ZnC1,+TPM 60 mg/kg |
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Sekil 6: Nobet-TPM-ZnCl, grubu siganlarda nobet sirasindaki ECoG kaydi
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Sekil 7: Nobet-CaEDTA grubu siganlarda nobet sirasindaki ECoG kaydi
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Sekil 8: Nobet-ZnCl, grubu sicanlarda nobet sirasindaki ECoG kayd1

Nobet-Kontrol grubunda pilokarpin HCI enjeksiyonu yapilan siganlarm 9 tanesi (%
90,00) ortalama 40,67 + 1,80 dakika sonra davranigsal ve elektrokortikografik olarak SE’a
girdi. Bu gruptaki sicanlarin 24 saat yasam sans1 % 80 olarak saptandi. Nobet skoru ise
ortalama 4,50 + 0,22 olarak bulundu (Tablo-2). Nobetle birlikte TPM verilen grupta,
sicanlarin 5 tanesinde (% 50) SE pilokarpin HCI enjeksiyonundan sonra ortalama 45,00 £ 1,64
dakika sonra olusurken, 24 saat yasam sans1 % 90 olarak bulundu ve ndbet skoru da 3,80 +
0,41 olarak saptandi (Tablo-3). TPM ve CaEDTA enjeksiyonlart ile birlikte nobet olusturulan
hayvanlarda SE insidans1 % 60 olarak bulundu. Sicanlarin 6 tanesi ortalama 44,50 + 2,07
dakika sonra SE’a girdi ve 24 saat yasam sans1 % 90 olarak saptandi. Bu gruptaki hayvanlarin
nobet skoru ise 3,90 + 0,34 olarak saptandi (Tablo-4). Nobet-TPM-ZnCl, grubundaki
sicanlarin 9 tanesi (% 90) ortalama 42,11 + 2,69 dakika sonra SE’a girerken, siganlarin 24 saat
yasam sans1 % 80, ndbet skorlari ise ortalama 4,30 + 0,30 olarak bulundu (Tablo-5). Nobet-
CaEDTA grubunda ise SE insidansi % 70 bulundu. Siganlarin 7 tanesi ortalama 44,71 + 3,36
dakika sonra SE’a girdi. 24 saat yasam sans1 % 90 olarak saptandi. Bu gruptaki hayvanlarin
ndbet skoru ise 4,20 £ 0,24 olarak bulundu (Tablo-6). Nobet ile birlikte ZnCl, enjeksiyonu
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yapilan siganlarin 9 tanesi (% 90) ortalama 44,50 + 2,07 dakika sonra SE’a girdi. 24 saat
yasam sans1 % 70 olarak bulunurken ndbet skoru ise 4,60 + 0,22 olarak saptandi (Tablo-7).

Tiim gruplarin SE’a girme orani (Sekil-9), SE latansi1 (Sekil-10), 24 saat yagam sansi
(Sekil-11) ve nobet skorlar1 (Sekil-12) karsilastirildiginda, nobet-kontrol grubuna gére
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05) (Tablo-8).
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Tablo-2: Nobet-Kontrol grubu siganlarin status epileptikusa girme orani, status epileptikus

latansi, 24 saatlik yasam sansi ve davranigsal ndbet skoru degerleri

DENEK NO STATUS STATUS 24 SAATLIK | DAVRANISSAL
EPILEPTIKUS | EPILEPTIKUS | YASAM NOBET
LATANSI (dk) | SANSI SKORU
1 - 35 - 5
2 - 47 - 4
3 - 35 + 5
4 - 38 + 5
5 - - - 3
6 - 45 - 4
7 - 49 - 5
8 - 36 - 4
9 - 38 - 5
10 - 43 - 5
% 90 80
X + SEM 40.67 + 1.80 4.50 + 0.22
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Tablo-3: Nobet-TPM grubu sicanlarin status epileptikusa girme orani, status epileptikus

latansi, 24 saatlik yasam sansi ve davranigsal ndbet skoru degerleri

DENEK NO STATUS STATUS 24 SAATLIK | DAVRANISSAL
EPILEPTIKUS | EPILEPTIKUS | YASAM NOBET
LATANSI (dk) | SANSI SKORU
1 - - n 3
2 - 48 - 5
3 - - - 3
4 - - + 2
5 - 49 - 5
6 - 45 - 5
7 - 43 - 5
8 - 40 - 5
9 - - - 2
10 - - - 3
% 50 90
X + SEM 45.00 + 1.64 3.80 + 0.41
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Tablo-4: Nobet-TPM-CaEDTA grubu siganlarin status epileptikusa girme orani, status

epileptikus latansi, 24 saatlik yasam sans1 ve davranigsal nobet skoru degerleri

DENEK NO STATUS STATUS 24 SAATLIK | DAVRANISSAL
EPILEPTIKUS | EPILEPTIKUS | YASAM NOBET
LATANSI (dk) | SANSI SKORU
1 - 43 - 5
2 - - - 3
3 + 41 + 5
4 + 44 + 5
5 - - - 2
6 - 51 - 4
7 - - - 3
8 - - n 3
9 - 50 - 4
10 - 38 - 5
% 60 90
X + SEM 44.50 +2.07 3.90 + 0.34
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Tablo-5: Nobet-TPM-ZnCl, grubu siganlarin status epileptikusa girme orani, status epileptikus

latansi, 24 saatlik yasam sansi ve davranigsal ndbet skoru degerleri

DENEK NO STATUS STATUS 24 SAATLIK | DAVRANISSAL
EPILEPTIKUS | EPILEPTIKUS | YASAM NOBET
LATANSI (dk) | SANSI SKORU
1 + 41 - 4
2 - 52 + 5
3 - 43 - 4
4 - 35 + 5
5 - 40 - 5
6 - 37 + 5
7 - 40 - 4
8 - 33 - 5
9 - 58 - 4
10 - - + 2
% 90 80
X + SEM 42.11+2.69 4.30+0.30
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Tablo-6: Nobet-CaEDTA grubu siganlarin status epileptikusa girme orani, status epileptikus

latansi, 24 saatlik yasam sansi ve davranigsal ndbet skoru degerleri

DENEK NO STATUS STATUS 24 SAATLIK | DAVRANISSAL
EPILEPTIKUS | EPILEPTIKUS | YASAM NOBET
LATANSI (dk) | SANSI SKORU
1 - 37 - 5
2 - 39 + 5
3 - - - 4
4 - - - 3
5 - 40 - 5
6 - 54 - 4
7 - - - 4
8 - 35 + 5
9 - 52 - 4
10 - 56 + 3
% 70 90
X + SEM 44.71 +3.36 4.20 £ 0.24
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Tablo-7: Nobet- ZnCl, grubu sicanlarin status epileptikusa girme orani, status epileptikus

latansi, 24 saatlik yasam sansi ve davranigsal ndbet skoru degerleri

DENEK NO STATUS STATUS 24 SAATLIK | DAVRANISSAL
EPILEPTIKUS | EPILEPTIKUS | YASAM NOBET
LATANSI (dk) | SANSI SKORU
1 - - - 3
2 - 39 - 5
3 + 42 + 5
4 - 35 + 5
5 - 36 + 5
6 + 44 + 5
7 - 37 - 5
8 + 50 + 4
9 + 48 + 4
10 - 34 - 5
% 90 70
X + SEM 44.50 +2.07 4.60 + 0.22
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Tablo-8: Nobet-kontrol, Nobet-TPM, Nobet-TPM-CaEDTA, Nobet-TPM-ZnCl,, Nobet-
CaEDTA, Nobet- ZnCl, gruplarinda status epileptikusa girme orani, ndbet latansi, 24 saat

yasam sansi ve ndbet skoru ortalamalarin karsilastirilmasi (ortalama + SEM).

SE SE 24-saat Nobet Skoru
(%)  Latansi (dk) Yasam (sayi-dereceleme)
(ortalamat+SEM) sansi(%) (ortalama+SEM)

Noébet-Kontrol Grubu (n=10) 90 40.67+1.80 80 4.50+0.22
(pilocarpine 380 mg/kg)

N-TPM (n=10) 50 45.00+1.64 90 3.80+0.41
N-TPM-CaEDTA (n=10) 60 44.50+2.07 90 3.90+0.34
N-TPM-ZnCl, (n=10) 90 42.11+£2.69 80 4.30+0.30
N-CaEDTA (n=10) 70 44.71£3.36 90 4.20+0.24
N-ZnClx(n=10) 90 44.50£2.07 70 4.60+0.22

ANOVA sonucuna gore istatistiksel fark bulunmamistir (p>0.05).
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Sekil-9: Nobet-Kontrol, Nobet-TPM, Nobet-TPM-CaEDTA, Nobet-TPM-ZnCl,, Nobet-
CaEDTA, Nobet- ZnCl, gruplarinda status epileptikusa girme oranlarmin karsilastiriimasi.

Status Epileptikus Latansi (dk)

Sekil-10: Nobet-Kontrol, Nobet-TPM, Nobet-TPM-CaEDTA, Nobet-TPM-ZnCl,, Nobet-
CaEDTA, Nobet- ZnCl, gruplarinda status epileptikus latansinimn karsilagtirilmasi.
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Sekil-11: Nobet-Kontrol, Nobet-TPM, Nobet-TPM-CaEDTA, Nobet-TPM-ZnCl,, Nobet-
CaEDTA, Nobet- ZnCl, gruplarinda 24 saat yasam sansinin karsilastirilmasi.
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Nobet Skoru (sayi-dereceleme)

Sekil-12: Nobet-Kontrol, Nobet-TPM, Nobet-TPM-CaEDTA, Nobet-TPM-ZnCl,, Nobet-
CaEDTA, Nobet- ZnCl, gruplarinda ndbet skorlarinin karsilagtiriimasi.
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Tiim gruplardaki sicanlardan 24 saat sonrasinda hipokampiise ait dorsal beyin
parcalarindan alinan kesitlerde histokimyasal TSQ boyamasi sonucunda CA1l, CA3 ve DG
alanlarinda ¢inko boyanmasi normal olarak gozlendi, ¢inko translokasyonuna rastlanmadi. Bu
nedenle sadece Kontrol (naif) grubuna ve Nobet-Kontrol grubuna ait CA1, CA3 ve DG
alanlarmin TSQ histokimyasini gésteren 6rnek fotograflar sekil-13, sekil-14, sekil-15, sekil-
16, sekil-17 ve sekil-18 de gosterilmistir. Bu boyamada 6zellikle mossy fiberlarin presinaptik
uclarindaki vezikullerde bol miktarda bulunan ¢inko iyonlar1 boyanmig fakat hem CA3 hemde
CALl alanlarindaki piramidal hiicrelerde ¢inko boyanmasina rastlanilamamaistir. Bu nedenle

¢inko iyonlarimnin postsinaptik noronlara gegcmedigi gdzlemlenmistir.

Sekil-13: Kontrol (naif) grubunda hipokampiisiin CA1 bolgesinde TSQ boyamasi ile normal
piramidal hiicrelerin goriiniimii
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Sekil-14: Kontrol (naif) grubunda hipokampiisiin CA3 bolgesinde TSQ boyamasi ile normal
piramidal hiicrelerin goriiniimii ve floresan goriintiisii

Sekil-15: Kontrol (naif) grubunda hipokampiisiin DG bolgesinde TSQ boyamasi ile normal
granuler hiicrelerin goriiniimii ve floresan goriintiisii
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Sekil-16: Nobet-Kontrol grubunda hipokampiisiin CA1 bdlgesinde TSQ boyamasi ile normal
piramidal hiicrelerin goriiniimii

Sekil-17: Nobet-Kontrol grubunda hipokampiisiin CA3 bdlgesinde TSQ boyamasi ile normal
piramidal hiicrelerin goriiniimii ve floresan goriintiisii



Sekil-18: Nobet-Kontrol grubunda hipokampiisiin DG bdlgesinde TSQ boyamasi ile normal
granuler hiicrelerin goriiniimii ve floresan goriintiisii

Yapilan hematoksilen-eosin boyamalarmda tiim gruplarin hipokampal CA1 ve CA3
alanlarindaki néron sayilar1 saptandi. CA1 bolgesindeki piramidal néronlarin sayisinin kontrol
(naif) grubuna gore, TPM tedavisi yapilan, TPM ile birlikte ZnCl, ve sadece ZnCl, verilen
gruplarda anlamli olarak azaldig1 saptandi (p< 0.001). Ozellikle néron sayismnin azaldig
gruplarda asidofilik piramidal hiicrelere rastlanildi. Diger gruplarda néron sayisindaki azalma
Nobet-Kontrol grubu ile karsilastirildiginda CA1 bdlgesinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmadi (p>0.05) (Sekil-19). CA3 bolgesinde ise hem kontrol (naif) hem de ndbet-
kontrol gruplarina goére diger gruplarda néron sayisi agisindan anlamli diizeyde fark
saptanmadi (p>0.05) (Sekil- 20) (Tablo-9). Tiim gruplara ait CA1 ve CA3 alanlarinin H&E
boyamasini gosteren ornek fotograflar sekil 21-sekil 34 te gosterilmistir.
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Tablo-9: Kontrol (Naif), Nobet-kontrol, Nobet-TPM, Nobet-TPM-CaEDTA, Nobet-TPM-
ZnClp, Nobet-CaEDTA, Nobet- ZnCl, gruplarinda, hipokampiisiin CA1 ve CA3

bolgelerindeki ndron sayilari ortalamalarmin karsilastirilmasi (ortalama + SEM).

CAl CA3
(ortalama £ SEM)  (ortalama + SEM)

Kontrol (Naif) Grubu (n=10) 10.7541.03" 10.25+1.16
Nobet-Kontrol Grubu (n=10) 7.95+0.33%° 8.35+0.24
(pilocarpine 380 mg/kg)

N-TPM (n=10) 6.10+0.78° 9.00+0.77
N-TPM-CaEDTA (n=10) 8.80+0.33* 8.50£0.28
N-TPM-ZnCl, (n=10) 7.60£0.53" 8.45+0.55
N-CaEDTA (n=10) 9.65+0.90%° 9.2540.55
N-ZnCl; (n=10) 5.90+0.33¢ 7.75+0.37

P<0.001 A.D.

a, b, c: Ayni siitundaki degisik harfler ile gosterilen gruplar arasi farklar onemlidir (p< 0.05)
(Tukey). A.D.: Anlaml degil
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Sekil-19: Kontrol (Naif), Nobet-kontrol, Nobet-TPM, Nobet-TPM-CaEDTA, Nobet-TPM-
ZnCl,, Nobet-CaEDTA, Nobet- ZnCl, gruplarinda, hipokampiisiin CA1 bolgesindeki ndron
sayilar1 ortalamalarmin karsilastiriimasi. Nobet-Kontrol grubu ile kiyaslandiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmazken (p>0.05), Kontrol (Naif) grubu ile

kiyaslandiginda p<0.001 diizeyinde anlam bulundu.

Otalama Noéron Sayist (u?)

Sekil-20: Kontrol (Naif), Nobet-kontrol, Nobet-TPM, Nobet-TPM-CaEDTA, Nobet-TPM-
ZnCly, Nobet-CaEDTA, Nobet- ZnCl, gruplarinda, hipokampiisiin CA3 bolgesindeki néron

sayilar1 ortalamalarinin karsilastiriimasi.
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Sekil-21: Kontrol (naif) grubunda hipokampiisiin CA1 bdlgesinde H&E boyamasi ile normal
piramidal hiicrelerin goriiniimii

Sekil-22: Kontrol (naif) grubunda hipokampiisiin CA3 bdlgesinde H&E boyamasi ile normal
piramidal hiicrelerin goriiniimii



Sekil-23: Nobet-Kontrol grubunda hipokampiisiin CA1 bdlgesinde H&E boyamasi ile
piramidal hiicrelerin goriiniimii

Sekil-24: Nobet-Kontrol grubunda hipokampiisiin CA3 bdlgesinde H&E boyamasi ile
piramidal hiicrelerin goriiniimii
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Sekil-25: Nobet-TPM grubunda hipokampiisiin CA1 bdlgesinde H&E boyamasi ile piramidal
hiicrelerin gortiiniimii

Sekil-26: Nobet-TPM grubunda hipokampiisiin CA3 bdlgesinde H&E boyamasi ile piramidal
hiicrelerin goriiniimii
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Sekil-27: Nobet-TPM-CaEDTA grubunda hipokampiisiin CA1 bolgesinde H&E boyamasi ile
piramidal hiicrelerin goriiniimii

Sekil-28: Nobet-TPM-CaEDTA grubunda hipokampiisiin CA3 bolgesinde H&E boyamasi ile
piramidal hiicrelerin goriiniimii



Sekil-29: Nobet-TPM- ZnCl, grubunda hipokampiisiin CA1 bolgesinde H&E boyamasi ile
piramidal hiicrelerin goriiniimii

Sekil-30: Nobet-TPM- ZnCl, grubunda hipokampiisiin CA3 bolgesinde H&E boyamasi ile
piramidal hiicrelerin goriiniimii



Sekil-31: Nobet-CaEDTA grubunda hipokampiisiin CA1 bdlgesinde H&E boyamast ile
piramidal hiicrelerin goriiniimii

Sekil-32: Nobet-CaEDTA grubunda hipokampiisiin CA3 bolgesinde H&E boyamasi ile
piramidal hiicrelerin goriiniimii

44



Sekil-33: Nobet- ZnCl, grubunda hipokampiisiin CA1 bolgesinde H&E boyamasi ile piramidal
hiicrelerin goriiniimii

Sekil-34: Nobet- ZnCl, grubunda hipokampiisiin CA3 bolgesinde H&E boyamasi ile piramidal
hiicrelerin goriiniimii
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TARTISMA

Bu ¢alismada topiramat tedavisinin hipokampiisde ¢inko translokasyonu iizerine olan
etkisinin ve ndroprotektif etkilerinin arastirilmasi amaglandi. TPM tedavisinin pilokarpin ile
olusturulan nobetlere etkileri, ECoG bulgulari, SE’a girme orani, SE latansi, 24 saat yasam
sans1, nobet skorlar1 ve ndron hasar1 yoniinden incelendi. Ayrica TPM’1n hipokampiisdeki
cinko iyonlar1 iizerinden etki ederek antiepileptik etki gdstermesinde bir roliiniin olup
olmadig1 da degerlendirildi.

Tiim gruplar SE’a girme orani, SE latansi, 24 saat yasam sans1 ve ndbet skorlar1
acisindan karsilastirildiginda, ndbet-kontrol grubuna gére anlamli farklilik géstermedi. Nobet-
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, Nobet-TPM ve Nobet-TPM-CaEDTA gruplarinda SE’a
girme orani ve nobet skoru agisindan TPM ve CaEDTA’nin bir miktar olumlu etkisi
gozlemlense de istatistiksel agidan anlam bulunmadi. Nobet-TPM-CaEDTA grubunda Nobet-
CaEDTA grubuna kiyasla SE insidans1 ve ndbet skoru agisindan bir miktar azalma saptanmis
olup, Nobet-TPM-ZnCl, grubunda ise Nobet-ZnCl, grubuna gore 24 saat yasam sansinda bir
miktar artig, nobet skorunda ise bir miktar azalma saptanmis olmasina ragmen bu bulgular
istatistiki olarak anlamli degildi. ECoG bulgular da bu verileri destekler nitelikteydi.

Nobet-Kontrol, Nobet-TPM, Nobet-ZnClL-TPM, Nobet-CaEDTA-TPM, Nobet-ZnCl,,
Nobet-CaEDTA gruplarinda ¢inko histokimyasi1 i¢in yapilan TSQ boyamasinda ¢inko
translokasyonuna rastlanmadi. TPM, beyindeki ¢inko translokasyonu iizerinde herhangi bir
degisiklige neden olmamasindan dolay1, TPM’1n antiepileptik etkisi iizerine daha dnce
saptanmis olan yolaklarinin yani sira, beyin ¢inko iyonlar1 tizerine de etki ederek antiepileptik
etki gostermesinde rolii olamayacagini diisiindiirmektedir. Bu bulgular bizi 60 mg/kg dozda
uygulanan TPM enjeksiyonunun, hipokampiisde ¢inko translokasyonuna etkili olmadig1
sonucuna gotiirdii. TPM beyindeki ¢inko translokasyonu iizerinde herhangi bir degisiklige
neden olmadigindan, 60 mg/kg dozda uygulanan TPM’1n olas1 antiepileptik yolak iizerinde
etkisinin bulunmadig1 saptanmustir.

Hipokampal CA1 ve CA3 alanlarindaki ndronlar iizerinde etkisi degerlendirildiginde,

Nobet-Kontrol grubuna gére CAl ve CA3 alanlarinda TPM uygulamasiyla istatistiksel olarak
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anlamli bir sonug elde edilmemistir. Bu bulgular g6z 6niinde bulunduruldugunda TPM’1n
ndroprotektif etkisi saptanmamuistir.

Niebauer ve Gruenthal (36) tarafindan yapilan bir ¢alismada farkli dozlarda
uyguladiklar1 TPM’1n, EEG iizerinde olumlu bir etkisini bulamamis olmalar1 bizim
bulgularimizi destekler niteliktedir. Fisher ve arkadaslarinin (34) ¢calismalarindan elde ettikleri
EEG bulgulari da bizim verilerimizi desteklemektedir. Onlar 20, 40, 80, 160 ve 320 mg/kg
dozda uyguladiklar1 TPM’1in EEG nobet aktivitesi iizerinde olumlu etkisinin olmadigmi
bildirmiglerdir. Yiiksek dozlardan (160-320 mg/kg) sonra spike amplitiidiinde bir miktar
azalma egilimi saptansa da, bu egilimin 6nemsiz oldugunu ve spike frekans1 tizerine TPM’1n
etkisinin olmadigin1 vurgulamiglardir. Ayni arastiricilar TPM’1, NMDA reseptor antagonisti
olan budipine (10 mg/kg) ile beraber kombine ederek kullandiklarinda spike frekansi ve
amplitiidiiniin % 50 kadar azaldigin1 saptamislardir. Rigoulot ve arkadaslarinin (30) yaptig1 bir
caligmada 10, 30 ve 60 mg/kg dozda uyguladiklar1 TPM’m, EEG kayitlarmmda diken-dalga
desarjlarinin (SWD) siiresini doza bagli olarak azalttigini, ayn1 zamanda nobet siiresini de
azalttigini (30-60 mg/kg) bulmuslardir. Ancak bu ¢aligsmada genetik olarak epilepsili siganlar
(GAERS) ve sese duyarli audiogenic Wistar AS sicanlar kullanilmistir. EEG ile ilgili
bulgularinin bizi desteklememesinin bir nedeni wklar aras1 farkliliktan ve nobet olusturmada
kullandiklar1 yontemin farkliligindan kaynaklaniyor olabilir. Ayni1 zamanda fareler (1h/1h)
tizerinde yapilan bir calismada TPM etkisiz bulunmustur (82). Bu da bize tiirler ve wklar arasi
farkliliklarin sonuglardaki cesitliligi etkiliyor olabilecegini gostermektedir. Rigoulot ve
arkadaslarinin (28) Sprague-Dawley sicanlar lizerinde yaptig1 bir baska ¢alismada farkl
dozlarda (10, 30, 60 mg/kg) TPM uygulamas1 sonucunda EEG kayitlarinda doza bagl bir fark
goriilmemistir. Literatiirde ECoG aktivite lizerine TPM’1n etkisiyle ilgili olarak yapilan
caligmalar fazla sayida bulunamamistir. Bu nedenle ¢calismamizda ECoG parametreleri
incelemeyi gerekli gordiik. Ayrica epilepsi tedavisinin basarili olabilmesi i¢in tedavi sirasinda
ECoG paterninin incelenmesi 6énemlidir. Bizde bu sebeple ¢alismamizda ECoG kayitlar1 aldik.
Ayrica nobet esnasinda davranigsal olarak fark edilemeyen bazi bulgular ECoG kayitlar:
sirasinda saptanabilmektedir. Grabenstatter ve arkadaslar1 (83) TPM’1n nobet frekansini
diisiirdiigiinii bulmuslardir. Ancak bu arastirmacilar bizden farkl olarak TPM tedavisini
kronik olarak uygulamiglar ve farkli bir ajan ile nobet olusturmuslardir. Bizden farkli olarak

TPM’m ndbetler lizerinde olumlu etki yaratmasi bu farkliliklardan dolayi olabilir.
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Niebauer ve Gruenthal’in (36) hayvanlar arasinda davranis agisindan TPM verilen ve
verilmeyen gruplar arasinda bir fark bulamamis olmalar1 da bizim bulgularimizi
desteklemektedir. Fisher ve arkadaslar1 (34) TPM’1n herhangi bir dozunun (20-320 mg/kg)
SE’u sonlandirmadigini bulmuslardir. Rigoulot ve arkadaslar1 (30) TPM’n davranis iizerinde
etkili olmadigini saptamislardir. Bu arastirmacilarin davranis ile ilgili bulgular1 bizi
desteklemektedir. Ayrica siganlarda iskemi sonrasi epilepsi modeli olusturulan bir ¢aligmada
TPM’m tonik, klonik nébetleri engelledigi (84), pentilentetrazol ile ndbet olusturulmus
farelerde yapilan bagka bir ¢caligsmada ise TPM’1n ndbet esigini arttirdigi (7, 85), geng ve
erigkin siganlarda yapilan ¢aligmada ise generalize ndbetlerin tonik fazini baskiladigi
bulunmustur (86). Sills ve arkadaslar1 (87) farelerde yaptiklar1 bir ¢alismada beyindeki GABA
seviyesi lizerinde TPM’m etkili olmadigini ileri stirmiislerdir. Rigoulot ve arkadaslar1 (30) ise
GAERS siganlarda TPM enjeksiyonu ile GABA ve glutamat seviyesinin degisebilecegini iddia
etmislerdir. Insanlarda yapilan bir calismada ise saglikl1 bireylerde (88) ve epilepsi
hastalarinda (89) TPM’in GABA seviyesini arttirarak antiepileptik etki gosterdigi rapor
edilmistir. Daha 6ncede bahsedildigi gibi bu bulgularmn bizi desteklememesi tiirler arasi
farkliliktan ve nobet olusturmada kullandiklar1 yontemin farkliligindan kaynaklaniyor olabilir.
Placidi ve arkadaslar1 (90) insanlarda TPM’m hem parsiyel hem generalize tonik-klonik
ndbetleri dnemli derecede (>%50) azalttigini ve tedavi boyunca spike sayilarini da azalttigini
bulmuslardir. Ancak bu ¢alismada uygulanan tedavi insanlar iizerinde yapilan kronik bir
tedavidir. Bulgularimizdaki farklilik ¢alisjmamizin akut olmasindan da kaynaklaniyor olabilir.
SE’dan sonra beyindeki noron oliimiiniin cogu ilk 24 saat icerisinde gerceklesmektedir (91,
92). Bu nedenle biz de akut calismayi tercih ettik. Kudin ve arkadaslar1 (29) tarafindan yapilan
bir calismada 100 mg/kg ve altindaki dozlarda TPM’1n SE’yi sonlandirmadigi fakat doza bagh
olarak sicanlarin ve piramidal hiicrelerin yasam siirelerini dnemli diizeyde arttirdig1
bulunmustur. Nobeti durdurmak i¢in diazepam (DZP) yerine TPM verdiklerinde, TPM’1n
ndbeti sonlandirmadigini gérmiislerdir. SE’ nin baglamasindan 180 dakika sonra, sicanlarin
yasamasi i¢in DZP vererek nobeti durdurmuslardir. Yalnizca TPM verdiklerinde hayvanlarin
yasama sanslarmnin azaldigmi, DZP verdiklerinde arttigini, DZP ile birlikte TPM verdiklerinde
ise yasama sanslarmin daha da arttigini gérmiislerdir. TPM’1n, SE’deki ndbetlerin siddetini

azaltarak hayvanlarin yasam sansini arttirabilecegini ifade etmektedirler. Ancak bu ¢aligmanin
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bizim baz1 bulgularimizi desteklememesinin nedeni bizim ¢alismamizin akut, onlarin
caligmasinin ise kronik olmasmdan kaynaklaniyor olabilir.

Bu giine kadar beyindeki ¢inko iyonlar1 ve TPM ile ilgili herhangi bir ¢alismanin
yapilmamis olmasi, ¢inko ile TPM arasinda bir iligkinin var olup olmadiginin
bilinmemesinden dolay1 bu konunun da ¢alisilmasini gerekli kilmistir. Calismamiz, TPM’ i
cinko histokimyas1 tizerinde etkili olmadigini gosterdi. Noyan (93) L-Arjinin ile ilgili yaptigi
bir caligmada pilokarpin HCI enjeksiyonundan sonra hipokampiisde ¢inko translokasyonunun
olup olmadigin1 TSQ boyamasi yaparak test etmistir. Akut donemde (2 saat) nobet olusmasina
ragmen ¢inkonun postsinaptik ndronlar i¢erisinde gériilmemis olmasi bizim bazi gruplardaki
bulgularimizi destekler niteliktedir. Noyan ve arkadaslarinin (94) yaptiklar1 bir bagka
caligmada hipokampiisde ¢inko iyonlarinin dagilimi ve yogunlugu agisindan kontrol
hayvanlar1 ve pilokarpin uygulanmis hayvanlar arasinda fark bulamamislardir. Bizde Nobet-
Kontrol grubu ile TPM, CaEDTA ve ZnCl, enjeksiyonlar1 yapilan gruplar arasinda,
hipokampal piramidal hiicrelerde ndbetin neden oldugu serbest ¢inkonun postsinaptik
birikimini degerlendirmek i¢in yaptigimiz, TSQ boyamasinda ¢inko iyonlarinin dagilimi ve
yogunlugu agisindan CA1, CA3 ve DG alanlarinda fark saptamadik. Biz 60 mg/kg TPM
enjeksiyonunun nobet aktivitesine olumlu yonde bir etkisi olmadigini ve benzer sekilde
hipokampiisde ¢inko histokimyasinda da degisiklik olusturmadigin1 gézlemledik. Ancak
literatiirde TPM ve ¢inko histokimyasi ile ilgili olarak bizi olumsuz ya da olumlu yonde
destekleyecek bir bilgiye rastlayamadik.

Niebauer ve Gruenthal (36) tarafindan hem CA1 hem CA3 alanlarindaki piramidal
hiicreler lizerinde TPM’1n ndroprotektif etkisi saptanmistir. Ancak CA1 de uygulanan tiim
TPM dozlarinda (20, 40, 80 mg/kg) ndron hasarinin azaldigi bulunurken, CA3 de ise yalniz
yiiksek iki dozda bu etki belirlenmistir. Bizim bulgularimizi destekler nitelikte CA1
bdlgesindeki piramidal ndronlardaki hasarin yine de CA3 bolgesine gére daha fazla oldugunu
bulmuslardir. Ayrica SE’dan sonra CA1 ve CA3’deki néronlarin hasar gérmesine ragmen
DG’daki granuler hiicrelerin hasar gormedigini bildirmislerdir. CA3 ve 6zellikle CA1
bolgesindeki piramidal hiicrelerin néron hasarma kars1 daha hassas oldugu bilinmektedir.
Noronlarda hasara ve 6liime neden olan olay ise eksitatdr aminoasit olan glutamata asir1
miktarda maruz kalinmasina baglanabilmektedir. Diger antiepileptik ilaclarla

karsilagtirildiginda, TPM’1n giivenlik profilinin genis ve yarilanma dmriiniin uzun olmasini bir
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avantaj olarak degerlendirmislerdir (36). Fischer ve arkadaslar1 (34) CA1 ve CA3 alanlarinda
minimal 80 mg/kg dozda TPM uyguladiklarinda ndronlar iizerinde koruyucu etki gosterdigini
bulmuslardir. 80 mg/kg altindaki dozlarda uyguladiklart TPM’1n ndron hasar1 lizerine etkisiz
olmas1 bizim sonuglarimizi da desteklemektedir. Ayni ¢caligmada TPM’ 1 maksimal
noroprotektif etkisini 80 mg/kg da gostermesine karsilik, bu dozda nobet frekans: ve
amplitiidii tizerine 6nemli etkisi olmamigtir. Ayni zamanda 320 mg/kg dozda uygulanan
TPM’m c¢alismadaki bazi sicanlarda ciddi solunum depresyonu yarattigini ve buna bagli olarak
da dliimlerin meydana geldigini vurgulamiglardir. TPM’1n néron koruyucu mekanizmasinin
tam olarak bilinmemesine karsilik yiiksek dozlarda ndroprotektivitenin azalmasi, kismen
solunum depresyonuna neden olmasiyla agiklanabilir. Bu ¢aligmada ayn1 zamanda TPM’1n tek
basina veya budipin ile kombine edilerek verilmesi arasinda néron koruyuculugu agisindan
anlamli fark saptanmamistir (34). Rigoulot ve arkadaslar1 (28) Sprague-Dawley sicanlar
izerinde yaptiklar1 bir ¢alismada farkli dozlarda uygulanan TPM tedavisinin sonucunda,
TPM’m hipokampiisde yalnizca CA1 alaninda néron koruyucu etkisinin oldugunu
bulmuslardir. Ayn1 zamanda CA1 bolgesindeki ndronlarin CA3 néronlarindan daha hassas
oldugu da vurgulanmaktadir. Bizim ¢aliymamizda ise naif gruba gére TPM tedavisi uygulanan
grupta CA1 alaninda hiicre sayisindaki azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmas1 CA3 de
ise anlam bulunmamasi, CA1 deki piramidal ndronlarin daha hassas olmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Yine bu ¢aligmada LiCl ve pilokarpin ile olusturduklar1 nobet
sonucunda mortalitenin yiiksek olmas1 dikkatlerini ¢ekmis ve bunun {izerine LiCl verilmeden
yalnizca pilokarpin ile olusturduklari ndbette 6liim oraninin azaldigini saptamislardir. Boylece
LiCl ile TPM’1n etkilesebilecegi ve buna bagl olarak da mortaliteyi arttirabilecegini ifade
etmislerdir (28). Bu yilizden bizde ¢aligmamizda yalnizca pilokarpin HCI kullanarak ndbet
olusturmayz tercih ettik. TPM’1n néron korumadaki etki mekanizmasi tam olarak
anlagilamamis olmasina ragmen, GABA reseptorleri (85), AMPA/Kainat reseptorleri (95),
Ca'"" kanallar1 (96) ve voltaja duyarli sodyum kanallarma (97) etki ederek antiepileptik etki
gdsterdigi ve ndron korunmasina katkida bulundugu bilinmektedir. TPM’1n néron koruyucu
etkisinin korteksdeki hiicrelerle karsilastirildiginda, hipokampiisdeki ndronlar {izerinde daha
fazla oldugu bildirilmistir (28). AMPA/Kainat reseptorlerinin kortekse gore hipokampiisde
daha fazla bulundugu ve hipokampiisiinde en fazla CA1 ve CA3 bdlgelerinde bulundugu
bildirilmektedir (98). TPM 1 hipokampiisde bu néron koruyucu etkisi AMPA/Kainat
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reseptorlerinin aktivasyonunu inhibe etmesi ile agiklanabilmektedir (28). Buna dayal1 olarak
bizde ¢aligmamizda 6zellikle TPM’1n hipokampiisdeki piramidal ndronlar {izerinde olan
etkisine yogunlastik. Kudin ve arkadaslar1 (29) yaptiklar1 kronik bir ¢aligmada 20-100 mg/kg
dozlarda uyguladiklar1 TPM tedavisi sonucu CAl ve CA3 bolgelerindeki piramidal hiicrelerin
yasam siirelerini doza bagli olarak TPM’ 1 arttirdigini bulmuglardir. TPM’1n bu néron
koruyucu etkisinin direk olarak mitokondriyal porlarin (MPT) gecirgenligi iizerinde inhibe
edici etkisinden dolay1 olabilecegini bildirmektedirler. Hiicre 6liimiinde, yiiksek sitozolik
Ca""’un, MPT nin agilmasmi tetikledigi ve bdylelikle mitokondri membraninda
depolarizasyonun sekillendigi, buna bagl olarak da néronal hiicre liimiiniin gelistigi
bildirilmektedir. Kudin ve arkadaslar1 yaptiklar1 bu ¢alismada yiiksek Ca™" konsantrasyonu ile
indiiklenen mitokondri membran depolarizasyonuna kars1t TPM’1n koruyucu etkisinin
olabilecegini bulmuslardir. Arastiricilar TPM’1n etkisi sonucu MPT porlarmin inhibe
olmasiyla ndronal Ca"" seviyesinin diisecegini, Ca’ "un depolarize edici etkisinin ortadan
kalkacagini ve bdylelikle néronun yasam siiresinin artmig olacagni ileri siirmektedirler.
Yapilan in vitro ¢aligmalarda sican beyninden izole edilen mitokondrilerde TPM’1n
mitokondriyal oksidatif fosforilasyon iizerine direkt etkisinin olmadig1 bildirilmektedir. Ancak
eksternal Ca"" akisina kars1 hipokampal mitokondriler iizerinde koruyucu etkili oldugu
bildirilmektedir. Ayrica TPM’m mitokondride biriken Ca"un kinetigi iizerine etkili olmadigi,
yalnizca MPT nin agilmast i¢in gereken Ca™" miktarim etkiledigi bildirilmektedir (29).
TPM’1n mitokondriyal Ca™ alimu iizerine etkisi, TPM’mn mitokondriyal Ca’" tastyicilart
tizerine veya MPT porlar1 tizerine inhibitdr etkili olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ancak
Kudin ve arkadaslarinin yaptiklar1 bu ¢aligmada bizden farkl olarak TPM’1n néroprotektif
etkisini saptamis olmalar1 kronik ve in vitro ortamda ¢aligsmis olmalarindan kaynaklaniyor
olabilir. Lee ve arkadaslar1 (99) yapmis olduklar1 bir iskemi ¢aligmasinda bizim bulgularimizi
destekler nitelikte 50 mg/kg dozda uyguladiklar1 TPM’1in CA1 alaninda noron hasari iizerinde
etkisiz oldugunu bulmuslardir. Ayrica Cha ve arkadaslar1 (2) yaptig1 TPM tedavisi ile ilgili bir
baska caligmada ise 80 mg/kg dozda 4 hafta boyunca TPM uygulamiglardir. Sonugta TPM
tedavisinin ndronlardaki hiicre kaybu lizerinde ndroprotektif etkisinin olmadigini bulmuglardir.
Her ne kadar ¢aligmamiz akut olsa da Cha ve arkadaslarinin yaptiklar1 bu ¢alismay1 destekler

niteliktedir.
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Beyindeki toplam ¢inkonun yaklasik % 10’u glutamaterjik ndronlarin sinaptik
vezikiilleri i¢inde bulunurken, % 90 civar1 ise metalloproteinler tarafindan tutulur (44). Bu
metal baglayan proteinlere sikica bagli olan metabolik ¢inkonun aksine vezikuler ¢inko
serbesttir veya zayifca baghdir. Bu yiizden sinaptik vezikiillerdeki ¢inko, segici floresan
boyamalar ile saptanabilmektedir, yani histokimyasal agidan reaksiyon veren vezikiiler
cinkodur (50-58). Vezikiiler ¢inkonun memeli beyninde sinaptik nérotransmisyonda rol
oynadig1 ve NMDA, AMPA/Kainat, GABA reseptorleri gibi birkag dnemli reseptoriin endojen
néromodiilatorii oldugu diisiiniilmektedir (45, 48, 59). Cinkonun glutamat ile beraber salinimi
NMDA, AMPA/Kainat reseptorlerinin aktivasyonu ve eksitasyon ile iligkilidir. Vezikiiler
cinkonun glutamat ile beraber travma, epilepsi gibi durumlardan sonra salmimi sasirtici
degildir. Cinko ¢ok yliksek dozda salindig1 zaman NMDA, AMPA/Kainat aktivasyonu
yoluyla norotoksik bir hal almaktadir. Cinko iyonlar1 ile TPM’1n etkiledigi reseptorlerin ayni
olmasma (NMDA, AMPA/KA, GABA,) dayanilarak, akut TPM tedavisinin, ¢inko
translokasyonu iizerine olan etkisinin ve noroprotektif etkilerinin arastirildigi bu ¢calismada, 60
mg/kg dozda uygulanan TPM’m etkisinin saptanmamis olmasi1 belkide ¢aligmamizin akut
olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Sonug olarak biz 60 mg/kg dozda uygulanan TPM’mn ECoG {izerinde olumlu bir
etkisinin olmadigini, davranissal degisiklikler agisindan anlamli sonu¢ vermedigini,
hipokampiisde CA1 ve CA3 alanlarindaki piramidal hiicreler {izerinde koruyucu etkisinin
bulunmadigini, beyindeki ¢inko translokasyonu iizerinde herhangi bir degisiklige neden
olmadigini gozlemledik.

Ayrica ¢inkonun epileptik nobetler ve iskemi, beyin travmasi gibi olaylar sonrasinda
hipokampiisde postsinaptik noronlarda hiicre dliimiine sebep olmasi nedeniyle ve literatiirde
TPM ve ¢inko histokimyasti ile ilgili olarak bizi olumsuz ya da olumlu yonde destekleyecek bir
bilgiye rastlayamamis olmamiz nedeniyle TPM’1n ¢inko iyonlarmin translokasyonu tizerindeki

kronik etkilerinin arastirilacagi bir nobet ¢caligmasinin yapilmasini 6nemli kilmaktadir.
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