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OZET

Bu ¢ahgmada, lityum-pilokarpinle olusturulan nobetler tizerine, bir endojen nitrik oksit
(NO) vericisi olan L-Arginine ve bir NO sentaz inhibitorii olan N®-nitro L-arginine methyl
ester'in (L-NAME) etkileri aragtirildi.

Deneylerde 240-340 g agirliginda 51 adet erigkin, erkek Wistar albino tiiri sican
kullamildi. Deneysel galigmalara baglanmadan 6nce, elektrokortikal aktivitenin kaydedilebilmesi
amaciyla, tiim siganlarin kafatasina vida elektrodlar epidural olarak yerlestirildi ve bir hafta
sonra deneylere bagland.

Caligma, lityum-pilokarpin (kontrol), L-Arginine ve L-NAME gruplan olmak iizere iig
grup seklinde planlandi. Her grupta 15'er sigan kullamldi. Ayrica cerrahi girigimin néropatolojik
hasara yol agip agmadigim1 degerlendirebilmek igin 4 sigana yalmzca elektrodlar takilarak serum
fizyolojik enjeksiyonlart yapildi (sham kontrol), 2 sigana ise higbir iglem uygulanmadi (naif).

Kontrol grubundaki siganlara 3 mEq/kg LiCl (i.p.) verildikten 24 saat sonra 45 mg/kg
pilokarpin HCI (i.p.) enjeksiyonu yapildi. L-Arginine grubu siganlara 3 mEq/kg LiCl verildikten
24 saat sonraki pilokarpin enjeksiyonundan 30 dakika 6nce 300 mg/kg L-Arginine (i.p.)
uygulandi. L-NAME grubu siganlara 3 mEq/kg LiCl verildikten 24 saat sonraki pilokarpin
enjeksiyonundan 30 dakika 6nce 20 mg/kg L-NAME (i.p.) enjekte edildi.

L-Arginine ve L-NAME'in nébet aktivitesi tzerine etkileri davramgsal ve
elektrokortikografik olarak degerlendirildi. Deneyler sonrasinda siganlar dekapite edilerek

beyinleri ¢ikartildi ve hipokampal CA1 ve CA3 alanlannda piramidal néron sayim yapild.
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Pilokarpinden 30 dakika 6nce uygulanan L-Arginine siganlarin status epileptikusa (SE)
girmesini 6nleyici etkinlik gosterdi. L-NAME!'in ise nobet aktivitesi tizerine etkisi olmads, fakat
24 saatlik yagam sansim anlamh olarak azaltti. Tim gruplarda, SE'a giren sicanlarda CAl ve
CA3 alanlarinda piramidal néron sayilan SE'a girmeyen siganlara gore anlamh olarak azald1
L-Arginine ve L-NAME gruplarinda SE'a giren siganlarda néron kaybi, kontrol grubunda SE'a
giren siganlardan anlaml olarak fazlaydi.

Bu sonuglar, L-Arginine'in 300 mg/kg dozda antikonvulsan etkinlige sahip oldugunu,
L-NAME'in ise 20 mg/kg dozda nébetler iizerine etkisiz oldugunu, fakat bu modelde olasilikla

solunum sistemi tizerine etkisi ile mortaliteyi arttirdigim diigindirmektedir.

Anahtar kelimeler: Lityum, Pilokarpin, Epilepsi, L-Arginine, L-NAME



SUMMARY

The Effect of Nitric Oxide on Seizure Activity in Lithium-Pilocarpine
Model of Epilepsy in Rats

The effects of an endogenous nitric oxide (NO) donor L-Arginine and a NO synthase
inhibitor N®-nitro L-arginine methyl ester (L-NAME) on lithium-pilocarpine-induced seizures
were investigated in this study.

51 adult male Wistar albino rats, weighing 240-340 g were used in this experiment.
Before the experiments, all rats were implanted with epidural screw electrodes on their sculls in
order to obtain electrocortical recordings. One week was allowed to pass before the
experimental procedures.

The study was designed as three groups, namely lithium-pilocarpine (control),
L-Arginine and L-NAME groups, each of which consisted of 15 rats. In addition, in order to
evaluate the neuropathological damage that might be observed due to the surgical procedure,
4 rats were implanted with electrodes and received only saline injections (sham control) and
2 rats were used as naives.

Control rats received 45 mg/kg pilocarpine HCI (i.p.) 24 hours after 3 mEqg/kg LiCl
(i.p.) injection. Rats in the L-Arginine group were injected with 3 mEq/kg LiCL followed
24 hours later by 45 mg/kg pilocarpine and these rats received 300 mg/kg L-Arginine (i.p.)

30 minutes before the pilocarpine injection. Rats forming the L-NAME group were also
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treated with 3 mEqg/kg LiCL followed 24 hours later by 45 mg/kg pilocarpine and received
20 mg/kg L-NAME (i.p.) 30 minutes before the pilocarpine treatment.

The effects of L-Arginine and L-NAME on seizure activity were evaluated by means of
behavioural and electrocorticographic parameters. At the end of the experiments, rats were
decapitated, brains were removed and pyramidal cell counts were obtained from hippocampal
CAl and CA3 fields.

L-Arginine, injected 30 minutes before pilocarpine significantly prevented SE onset.
L-NAME had no overt effect on seizure activity, but significantly decreased the 24-hour
survival. In all groups, pyramidal cell counts from CAl and CA3 fields in rats which had
entered status epilepticus (SE) were significantly lower than those in rats that had not
displayed SE. The neuronal loss induced by SE in L-Arginine and L-NAME groups was
significantly greater than that induced by SE in control rats.

These results suggest that, the 300 mg/kg dose of L-Arginine possesses anticonvulsant
activity, while 20 mg/kg L-NAME has no overt effect on seizure activity, but increases

mortality in this model, possibly due to an effect on the respiratory system.

Key words: Lithium, Pilocarpine, Epilepsy, L-Arginine, L-NAME



GIRIS

Santral sinir sisteminde (SSS) noéron popiilasyonlarimin bozuk, senkron ve ritmik
desatjlarina bagh gegcici davrams degisikliklerine nébet denir. Epilepsi ise nébetlerin peryodik
ve tahmin edilemeyen tekrarlanmalariyla karakterize olan, beyin fonksiyonlarindaki bir
bozukluktur (1). Epileptik bir atak klinik olarak, hareketlerde kisa siireli bir duraklama ya da
gegici disiince bozuklugundan jeneralize klonik ve tonik hareketlere kadar ¢ok farkh
goriintiilerle ortaya gikabilir (2).

Epileptik nobetler baghica parsiyel ve jeneralize nobetler olarak simflandirimaktadir.
Parsiyel nobetler bir kortikal bolgede fokal olarak baglar. Basit parsiyel bir nébette biling
korunurken, kompleks parsiyel nobetlere biling bozuklugu eslik eder. Kompleks parsiyel
nobetler siklikla temporal lobdan kaynaklanirlar. Jeneralize nébetlerde ise baglangigtan itibaren
her iki hemisfer korteksinin tutulumu vardir. Absans, myoklonik, tonik, klonik, tonik-klonik ve
atonik nobetler jeneralize nobetlerdir. Diger bir simflandirmada ise bilinen bir etyolojiye sahip
epilepsiler (semptomatik veya sekonder epilepsi), idyopatik (primer) epilepsilerden ayrilir (3-5).

Epilepsinin molekiiler ve hiicresel temellerini agiklamak igin gesitli hipotezler ileri
siirilmagtir. Bunlar; a) néronal membranda, baglica iyon transportu veya iyon kanallarinin
Ozelliklerinde bir defektin varlifi, b) inhibitér mekanizmalarda, baglica y-aminobutirik asit

(GABA)-aracih rekiirran inhibisyonda bir yetersizlik olmasi, c) eksitatér sistemlerdeki bir



defekte bagh olarak agin eksitasyon gelismesi ve d) eksitatér ve inhibitor fonksiyonlan yoneten
diizenleyici sistemlerde bir bozukluk olmas: geklinde siralanabilir (6).

Status epileptikus (SE), ¢ok uzun siiren ya da ataklar arasinda iyilesme olmayacak
kadar sik olan n6betleri tammlar. Baz1 aragtirmacilar bu siireyi 30 dakika olarak kabul ederken,
digerleri SE teriminin kullamilabilmesi i¢in nobetlerin 60 dakika boyunca siirmesi gerektigini
belirtmektedirler (7). SE'a bagh nérolojik sekeller ii¢ ana grupta toplanmaktadir. Bunlar
epileptik beyin hasari, norolojik/biligsel bozukluklar ve spontan rekiirran nébetlerle (SRN)
giden epilepsidir (8).

Temporal lob epilepsisi, yaygin gorilen ve sikhkla refrakter bir paroksismal bozukluk
olup, hipokampus ve temporal lobdaki diger limbik yapilarda elektrofizyolojik ve noropatolojik
anomalilerle iligkilidir (9). En sik goriilen ortak néropatolojik bulgu, hipokampal veya Ammon
boynuzu sklerozu olarak bilinen, hipokampusta néron kayb1 ve gliosistir (2,10). Hipokampal
sklerozda karakteristik olarak dentat hilustaki néronlarda ve hipokampal piramidal hiicrelerde
belirgin kayip vardir (11). Mesial temporal skleroz terimi Ammon boynuzu sklerozu ile end
folium sklerozunu kapsar (10).

Hipokampus, epilepsi ile iligkili beyin hasarina en duyarh yapilardan biridir ve limbik
nobetlerin  geligmesi ve siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynar. Hipokampal formasyon;
hipokampus, dentat girus ve subikulumdan olusur. Hipokampus; polimorfik tabaka, piramidal
hiicre tabakasit ve molekiiler tabaka olmak iizere Ui tabakali bir yapidir. Piramidal hiicre
tabakasindaki biytik piramidal hiicreler hipokampustaki en karakteristik hiicre tipidir. Piramidal
hiicre tabakasi CA1-CA4 olmak iizere 4 alandan olusur. CA4 alant dentat girusun polimorfik
zonuna uyar. CA3 ve CA2 alanlan birlikte inferior bolgeye, CA1 alam ise superior bolgeye
uymaktadir. Subikulum ise CA1’e komsudur (12,13).

Dentat girus da molekiiler, graniiler ve polimorfik tabakalar olmak iizere ii¢ tabakadan

olugmaktadir. Dentat girusta en fazla bulunan ve en karakteristik hiicreler graniiler hiicrelerdir.
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Graniiler hiicreler tek bir tabaka geklinde dizilmis olup apikal dendritleri molekiiler tabakaya
yonelmistir. Dentat girusun kurvaturu, end folium da denilen, CA4’iin polimorfik hiicre
tabakasin1 ve CA3’iin piramidal hiicre tabakasimin proksimal parc¢asini igeren hilus bolgesini
icine alir. CA3 alam en bilyilk piramidal noronlan igerir. CAl alam CA2’den subikuluma
uzanan kiigiik piramidal hiicrelerden olusur. Subikulum, CA1l yaninda tek tabakali bir yapi
olarak baglar ve giderek gok tabakali bir yaptya doniigiir. Subikulumun molekiiler tabakasi
icinde, perforan yol entorhinal bolgeden hipokampusa uzamr (12,13).

Hipokampus esas hiicreler ve aranéronlar olmak iizere iki temel noéron tipinden
meydana gelir. Esas hiicreler eksitator niteliklidir ve hem lokal, hem de baghca diger eksitator
noronlarda sonlanan uzak baglantilar yaparlar. Hipokampusa gelen baglica eksitatér input
perforan yol aracilityladir. Entorhinal korteksten kaynaklanan lifler, dentat graniiler hiicrelerin
dendritleri ile birlikte dentat molekiiler tabakamn 2/3 dig kismunda sonlamirlar. Dentat graniiler
hiicrelerin aksonlar1 yosunsu lifler adim alir ve CA3 piramidal hiicrelerinin dendritleri ve
hilustaki yosunsu hiicrelerle sinaps yapar. Hipokampustaki polisinaptik eksitator yoldaki bir
sonraki baglanti1 CA3 piramidal hiicre aksonlarnin (Schaffer kollateralleri) CAl piramidal
hiicre dendritlerinde sonlanmasiyla gerceklegir. Bu hiicrelerin aksonlarn da daha sonra
subikulum ve entorhinal kortekse yonelir (12-15). Bu eksitator yollar gesitli tiplerde inhibitoér
aranoronlarla diizenlenir (14,16). Baglica iki ana aranéron populasyonundan s6z edilebilir:
Graniiler hiicreleri innerve eden GABA igeren hiicreler ve dentat ipsilateral/komissural
projeksiyonlarn  bir pargasim olusturan somatostatin  hiicreleri (16). Ayrca,
immunositokimyasal yontemlerle, nérokimyasal igeriklerine goére kalretinin, parvalbumin,
kalbindin, kolesistokinin, somatostatin, vazoaktif intestinal polipeptid ve noropeptid Y iceren
aranoron topluluklan belirlenmigtir. Inhibitor aranéronlar, dentat graniiler hiicrelerden yosunsu
lifler araciliftyla ve bunun yanisira yosunsu hiicreler ve somatostatin hiicrelerinden de dogrudan

eksitatér input alirlar. Bu inhibitor hiicreler de hem dentat graniiler hiicreleri hem de piramidal
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noronlan inhibe ederler. Hipokampal GABAerjik néronlarin bir boliimiiniin disinhibitor etkinlik
gosterdigi de bildirilmigtir (14).

Noron kayb ve gliosis ile ilgili disiinceler ii¢ ana grupta toplanabilir. 1) Dogum
travmas1 gibi epilepsiden bagimsiz bir faktore baghdir, 2) uzun siiren bagka bir nedene bagh
epilepsinin sonucudur, 3) erken ¢ocukluk donemindeki uzamig bir nébete baghdir (17). Mesial
temporal lobdaki bu gliotik degisikliklerin kompleks parsiyel nébetleri tetikledigi agiktir.

Sklerotik hipokampusun rezeksiyonunun epileptik durumda dramatik bir iyilesmeyle
veya tam tedaviyle sonuclanmasi, sklerotik hipokampusun epilepsiye neden oldugunu
dugindarmektedir. Sagar ve ark. (17), ilaca direngli psikomotor epilepsi nedeniyle anterior
temporal lobektomi uygulanmig hastalardan elde edilen omeklerde yaptiklan néropatolojik
incelemeler sonucunda, erken ¢ocukluk donemindeki agir bir konvulsiyonun Ammon boynuzu
sklerozuna karakteristik néron kaybindan sorumlu oldugu, buna kargin daha hafif ve
nonspesifik noron kaybimin uzun yillar boyunca siiregelen epilepsiden kaynaklandigi sonucuna
varmiglardir. Bertram ve ark. (18), limbik noébetler ve limbik SE olugturduklan siganlarin
hipokampuslarinin morfometrik analizinde, akut olaym hipokampusta néron kaybmna neden
oldugunu, fakat tekrarlayan nobetlerin kiimiilatif etkisinin ilerleyici bir hasara yol agmadifim
gostermiglerdir. Bununla birlikte, tutugma (kindling) modeliyle olugturulan ardigik nobetlerden
sonra ilerleyici noron kayb1 oldugu (19) ve intrahipokampal kainik asit (KA) enjeksiyonundan
sonra hiicre kaybinin zamanla arttig1 (20) gosterilmigtir.

Insanlarda kriptojenik (hipokampustan kaynaklanan ve belirgin bir odak bulunmayan)
epilepside, dentat hilusta, 6zellikle polimorfik zonda somatostatin ve noéropeptid Y igeren
aranoronlarda selektif kayip saptanmug, buna karsin belirgin GABAerjik néron kaybi
gozlenmemistir (21). Glutamik asit dekarboksilaz (GAD)-immunoreaktif hiicrelerin korundugu,
Babb ve ark. (22) tarafindan epileptik hastalardan elde edilen hipokampal orneklerde de

gosterilmistir.



Cesitli SE modellerinde, epileptik hasara duyarliik agisindan néronlar, somatostatin
igeren aranoronlar > CA3 noronlari > CA1 néronlan > dentat graniiler néronlar > GABA veya
GAD igeren noronlar gseklinde siralanmugtir (22,23).

Deney hayvanlarinda yapilan ¢ahigmalarda, hipokampustaki selektif noron kaybmmn
kalan noronlarda sinaptik reorganizasyona neden oldugu gosterilmigtir (19,24-31). Hipokampal
sklerozda oldugu gibi, CA3 ve CA4 alanlanindaki hipokampal noron kaybma, CA4’tin hiler
noronlarindan dentat girusun i¢ molekiiler tabakasina uzanan komissural-assosiasyonel yollarin
dejenerasyonu ve yosunsu lif aksonlanmn denerve bolgeye filizlenmesi eslik eder. Bu filizlenen
aksonlar morfolojik olarak intakt, eksitator sinaptik terminaller olustururlar (24). Yosunsu
liflerdeki bu lezyona bagh sinaptik reorganizasyon, Timm metodu olarak bilinen, yiiksek
miktarda ¢inko igerikleri nedeniyle yosunsu lif sinaptik terminallerini boyayan histokimyasal
yontemle gosterilebilir (32).

KA verilen siganlarda tedavi sonrasi yosunsu liflerin filizlendigi gosterilmistir (24). CA3
ve CA4 aksonlanmin dejenerasyonu, bu aksonlarla innerve olan bolgelerdeki sinapslarin kaybina
yol agmaktadir. Dentat hilustan akson kollateralleri filizlenerek fascia dentatanin graniiler hiicre
tabakasma dogru uzanmakta ve molekiiler tabakanin i¢ iigte birlik kisminda terminal bir pleksus
olusturarak aberran eksitator baglantilar yapmaktadirlar. Buna gore, yosunsu liflerin
filizlenmesi, limbik nobet aktivitesinin gelismesini ve yayilmasim saglayan bir eksitatér devre
olusturmaktadir ve epilepside anormal eksitabilitenin gelismesi ve siirdiirilmesinden sorumlu
olabilir.

Yosunsu Iif filizZlenmesi KA modeline 6zgi ya da yalmzca hipokampal noronlarn
kaybina bagh degildir. Deney hayvanlarinda, CA4 bélgesinde belirgin bir hasar olusturmayan
perforan yolun elektriksel stimiilasyonu ile de filizlenme olustugu ve Timm graniillerinin son
stimiilasyondan S ay sonra da mevcut oldugu gosterilmigtir (25). Frotscher ve ark. (27), eriskin

siganlarda, fascia dentataya giden entorhinal ve komissural afferentlerin eszamanh
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¢ikarilmastyla dentat graniiler hiicreleri denerve ettiklerinde, yosunsu liflerin dentat molekiiler
tabakanin i¢ kisimlarna filizlendigini gostermigler ve bunun dentat graniiler hiicre akson ve
dendritlerinin plastisitesinin bir gostergesi oldugunu belirtmislerdir. Stanfield (26), genetik
olarak spontan nobetler gegiren, fakat belirgin deafferentasyon bulgusu géstermeyen ataksik
farelerde de intra-ve supragraniiler yosunsu lifleri saptamgtir. Bu gozlemler, anormal
aktivitenin tek bagina néronal yollarin yapisal reorganizasyonuna neden olabilecegini ve bunun
da epileptogenezise yol agabilecegini diigiindiirmektedir (25).

Sutula ve ark. (9), refrakter parsiyel kompleks epilepsi nedeni ile temporal lobektomi
uygulanan hastalann dentat girus ve hipokampuslarin incelemiglerdir. Epileptik kisilerin dentat
girusunda supragraniiler bélge ve i¢ molekiiler tabakada yogun boyanan Timm granilleri ve
cok sayida yosunsu Lf sinaptik terminalleri saptamuglardir. Buna karsiik nonepileptik
primatlarin dentat girusunda supragraniiler bolgede Timm graniillerine rastlanmamgtir.
Aragtirmacilar, supragraniiler Timm graniillerinin epileptik insan hipokampusunun tutarh bir
ozelligi oldugunu ve yosunsu liflerin, baghca projeksiyonlari olan CA3 ve CA4 néronlanmn
yanisira, dentat girusun i¢ molekiiler tabakasimin supragraniiler bolgesinde de sonlandiklarim
bildirmiglerdir.

Temporal lob epilepsisinin patogenezini agiklamaya yonelik bir diger hipotez ise
“uyuyan sepet hiicresi” hipotezidir (33). Buna gore, hilustaki eksitatér noéronlarn, belki de
yosunsu hiicrelerin noébete bagh oliimii GABAerjik sepet hiicreleri tizerindeki eksitator inputun
ortadan kalkmasina neden olur ve yosunsu hiicreler tarafindan aktive olmayan sepet hiicreleri
uyur duruma gegerler. Bir kez bagladiktan sonra, bu inhibisyonun parsiyel kayb: ile birlikte
eksitator sinaptik input graniiler hiicrelerin agin desarjina, hiicre 6liminiin ilerlemesine ve
baglangigtaki olaydan yillar sonra epileptik durumun geligmesine neden olabilir.

Temporal lob epilepsisinin olduk¢a sik goriilmesi ve konvansiyonel ilag tedavisine

sikhkla direngli olmas1 nedeniyle deneysel ¢aligmalar bu konu tzerinde yogunlagmig ve insan
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temporal lob epilepsisinin 6zelliklerini taklit eden cesitli deneysel modeller ileri stirtiimugtiir.
Insan temporal lob epilepsisine uygunluk goéstermesi agismdan, deneysel modellerin bazi
kriterlere sahip olmalar1 gerekmektedir (23): a) Hipokampus, amigdala ve diger limbik yapilar
semptomatolojide esas rolii oynamahdir; b) Ammon boynuzu sklerozuna uyan beyin hasar
olugmahdir; c) Temporal lob epilepsisi tipinde spontan ve tekrarlayan nébetler gériilmelidir;
d) Insan temporal lob epilepsisine paralel olarak antikonvulsanlara direngli olmalsdar.

Turski ve ark. (34), 1982 yilinda kolinerjik agonistler olan karbakol ve betanekoliin
amigdalaya ya da dorsal hipokampusa mikroenjeksiyonunun siganlarda uzun siireli limbik
nobetlere ve beyin hasarma yol agtigim gostermigler, difer bir kolinerjik muskarinik agonist
olan pilokarpinin sistemik uygulanmasinin da konvulsif aktiviteye ve yaygin beyin hasarina
neden oldugunu bildirmiglerdir. Pilokarpinin 300-400 mg/kg i.p. enjeksiyonundan sonra
néropatolojik degigiklikler piriform korteks, entorhinal korteks, klaustrum, amigdala, dorsal,
lateral ve ventromedial talamik nukleuslar, anterior olfaktor nukleuslar, hipokampal CA1, CA3
ve CA4 alanlan, substansiya nigra ve neokortekste saptanmugtir. Rhinal sulkusun dorsalindeki
temporal korteks ve singulat korteks pilokarpine 6zellikle duyarli bulunmugtur. Arastirmacilar,
kolinerjik muskarinik reseptérlerin agin1 stimiilasyonunun limbik nébetlere ve beyin hasarina yol
acabilecegini ve muskarinik kolinerjik mekanizmalann temporal lob epilepsisi ve epileptik beyin
hasarimn etyolojisi ile iligkili olabilecegini ileri siirmiglerdir.

Honchar ve ark. (35), affektif bozuklufu olan hastalarda kullanilana yaklagik olarak eg
dozlarda lityumun, siganlara subkonvulzif dozlarda kolinerjik agonistlerden once
uygulanmasimn nébetlere yol aghifimi gostermiglerdir. Bu etkiden lityumun fosfoinositid
metabolizmasinda olusturdugu degigikliklerin sorumlu olabilecegi bildirilmigtir (35,36).
Lityumun kolinerjik agonistlerin etkilerini potansiye ettifi cesitli galiymalarda gosterilmig

(37-39), fakat bu etkinin mekanizmasi tam olarak agiklanamamgtir. Lityumun asetilkolin sentez
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ve salimmim stimiile edebilecegi bildirilmigtir (40). Lityum ve pilokarpinin ¢cGMP iretiminin
stimiilasyonundaki additif etkilerinin nébet baglamasinda rolii olabilecegi ileri siirtilmiigtiir (41).

Lityum, isoprenaline yamt olarak olusan ikincil habercileri azaltarak bu sistemlerin
fonksiyonel aktivitesini azaltmaktadir (42). Casebolt ve ark. (43,44), kronik lityum verilen
sicanlarda, inositol fosfolipid metabolizmasinin aracilik ettifi noradrenalinle uyanlan sinyal
iletisinin azaldigim gostermigler ve bu etkinin reseptor sayisi ya da reseptdr-guanin niikleotid
baglayan protein eglenmesindeki degisikliklere bagh olabilecegini ileri sirmiglerdir. Kolinerjik
ve noradrenerjik sistemler birbirlerinin aktivitesini dengelerler ve lityum, noradrenalinin
fonksiyonuna inhibitér etkiler gosterdiginden (42-44), lityumun prokonvulsan etkisini bu yolla
gostermesi olasidir. Diger bir olasihk da lityumun eksitator aminoasit (EAA)
norotransmitterlerin etkilerini fasilite etmesidir (39). Bu dogrudan bir etki olmayip, kolinerjik
ve EAA nérotransmitter sistemleri arasindaki bir etkilegime bagh olabilir.

Lityum-pilokarpinle olugturulan limbik nébetler ve SE'un davramgsal, elektrografik ve
ndropatolojik dzellikleri oldukea iyi tanimlanmugtir. Siganlarda sistemik olarak 3 mEq/kg lityum
kloriir verildikten 20-24 saat sonra 30 mg/kg sistemik pilokarpin HCI verilmesi, saatlerce siiren
ve genellikle 24 saat iginde 6limle sonuglanan jeneralize konvulsif SE'a neden olmaktadir
(35,37-39,45). Davramgsal bulgular, pilokarpin enjeksiyonundan sonra ilk 5 dakika i¢inde
periferik kolinerjik stimiilasyona bagh piloereksiyon, salivasyon, diiirez gibi bulgulan takiben
kaginma, ¢igneme, 1slak kopek titremeleri gibi gesitli davramgsal otomatizmalar, bag sallama,
arka ayaklar lizerine kalkma ve 6n ayak klonusu ve sonugta jeneralize konvulsif SE'dan
olugmaktadir (35,37).

SE’da EEG paterni agamali olarak degigsmektedir. SE tiim kanallarda eszamanh olarak
ve aniden sonlanan birbirinden ayn elektrografik nobetlerle baglar ve bunu diigiik voltajli yavas
bir postiktal patern izler. Daha sonraki agamada bu postiktal patern izlenmez ve epileptiform

aktivite amplitiid ve frekans agisindan yiikselip algalsa da tamamen kaybolmaz. Bunu siirekli,
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yitksek amplitiidli, hzh spike’lar takip eder. Bu donemde izoelektrik EEG peryotlari
goriilebilir. Bu peryotlar frekans ve siire agisindan giderek biiyiir ve sonugta goreceli olarak
diiz bir zemin aktivitesi lizerinde peryodik epileptiform desarjlar (PED) gézlenir (45,46).

Honchar ve ark. (35), 4 saatlik n6bet aktivitesini takiben yaptiklan ultrastriktiirel
incelemelerde dendritlerde yogun sigme, néron goévdelerinde sisme veya "dark cell”
dejenerasyonu, etkilenen noron govdelerine komsu astroglialarda da sisme oldugunu, buna
kargin aksonlarin biiyilkk oranda korundufunu gostermiglerdir. En fazla etkilenen beyin
béliimleri piriform ve entorhinal korteks, gesitli talamik ve amigdaloid nukleuslar, hipokampus,
septum ve serebral korteks olarak saptanmgtir.

Cavalheiro ve ark. (47), Wistar tiirii siganlarla yaptiklan g¢ahismada, 380 mg/kg i.p.
pilokarpin ile SE olugturmuglar ve SE'tan kurtulan siganlarda, pilokarpinden 4-44 giin sonra
SRN’ler gelistigini gézlemlemiglerdir. SRN’lerin siiresi genellikle 50-60 saniyeyi agmamus,
hipokampusta spike aktivite burst’leri olarak baglayip sonra kortekse yayllmig ve davramgsal
olarak yiiz otomatizmalari, bag sallama, 6n ayak klonusu, arka ayaklar tizerine kalkma ve
diigme gdzlenmigtir. SRN'ler bir latent donemden sonra 120 giin boyunca sabit frekansta devam
etmistir. Beyinlerin morfolojik incelenmesinde hipokampus, talamus, amigdaloid kompleks,
piriform ve entorhinal korteks, neokorteks ve substansiya nigrada karakteristik hasar
saptanmigtir. Bu sonuglara gore arastirmacilar, beyinde ve baghca temporal lobdaki yapisal
hasarin siganlarda SRN'leri tetikleyebilecegini ve kronik epilepsi geligimine neden olabilecegini
ileri siirmiiglerdir.

Diger bir cahigmada, Mello ve ark. (29) Sprague-Dawley tiirii siganlarda 350 mg/kg i.p.
pilokarpin ile SE olugturmuglar ve yiikksek mortaliteyi onlemek i¢in SE'dan 1 saat sonra ve
gerekirse 3 ve 5 saat sonra i.p. 4 mg/kg diazepam ile nobetleri durdurmuglardir. Aragtirmacilar
pilokarpin enjeksiyonundan sonra belirli zamanlarda siganlari dekapite ederek, hipokampusta

graniiler hiicre yosunsu liflerini goriiniir hale getirmek i¢in Neo-Timm boyamasi ve komsu
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kesitlerde hiicre sayimu yapmuglardir. Siganlarda 5-34 ginliik sessiz bir donemden sonra
SRN'lerle karakterize kronik epilepsi geligmis, SRN'ler siganlarin izlendigi 325 giin boyunca
sirmiiy ve pilokarpinle SE'a girmeyen hi¢bir siganda SRN goriilmemigtir. Noéropatolojik
incelemede, yaygin hiicre kaybi septum, olfaktor tiberkiil, amigdala, piriform korteks,
hipokampal formasyon, neokorteks ve talamik nukleuslarda gériilmiigtiir. Hipokampusun hiicre
saymm yapilan tiim bolgelerinde hiicre yogunlugu azalmig (dentat graniiler hiicre tabakasi, hilus,
CA3, CAl ve subikulum), fakat tiim hayvanlarda hiicre yogunlugunun kontroliin % 70'inden
digik oldufu tek bolge hilus olarak saptanmmgtir. Supragraniiler yosunsu Lif terminal
boyanmasinin derecesinin enjeksiyondan sonra zamanla arttifi gosterilmistir. FilizZlenme en
erken 4. giinde baglammg ve 100 giin sonra platoya ulagmigtir. SRN'ler siirmesine kargin hiicre
kayb1 zamanla artmamgtir. Yine bu galigmada, CA3 alamindaki hiicre kaybi ile sessiz dénem
arasindaki paralel iligki, bu alanin epileptogenezdeki roliinii géstermektedir. Daha az hiicre
kaldik¢a, epileptojenik uyaramn davramgsal nobet olusturmasi, yani epileptik aktivitenin
yayllmasi i¢in gereken siire artmaktadir. Belirli bir noktadan sonra hipokampal hiicre kaybi
nobetleri durdurmaktadir; temporal lobektominin terapétik etkisi ve bu deneyde en fazla hiicre
kayb1 olan sicanda SRN goriilmemesi bunun kamtidir. Aragtirmacilar, pilokarpin modelinde,
klinik epilepside oldugu gibi, sessiz dénemin, bir baglatici olayin kalici beyin hasan olusturdugu
aktif sinaptik reorganizasyon (filizlenme) aralifim temsil ettigini bildirmiglerdir.

Benzer sekilde, farelerde yapilan bir ¢aligmada da (31), 340 mg/kg i.p. pilokarpinle
olusturulan SE'dan 4-42 giin sonra SRN'ler gorildigii ve dentat girusun supragraniiler
tabakasinda filizlenme saptandigi bildirilmigtir.

Pilokarpinden 6nce atropin verilmesi bu modelde nébet aktivitesini tamamen 6nlerken,
SE baglangicindan kisa bir siire sonra uygulandifinda da siiregelen nobetleri durdurur
(35,37,38). Fakat eger atropin 6n ayak klonusu bagladiktan 20 dakika sonra verilirse devam

eden nobetler ilizerine etkisi olmaz (37). Bu durum, bu modelde SE’un baglamasindan kolinerjik
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stimiilasyonun sorumlu oldugunu, buna karsin sirdiirilmesinde bagka norotransmitter
sistemlerinin de rol aldigini gostermektedir. Yiiksek afiniteli kolin transportunun potent bir
inhibitorii olan hemikolinyum-3 pilokarpinden once verildiginde SE gelisimini onler ve
mortaliteyi azaltir (37). Buna gére, presinaptik kolinerjik aktivite SE gelisimini
diizenlemektedir.

Lityum-pilokarpin ile olugturulan nébetleri diazepamun Onledigi gosterilmigtir
(37,38,48). Bununla birlikte, Morrisett ve ark. (38) pilokarpinden 60 dakika sonra verildiginde
diazepamin SE’u durdurmadifim bildirmiglerdir. Jeneralize konvulsif nébetlerin tedavisinde
kullanilan fenobarbital, fenitoin, karbamazepin ve paraldehid noébetlerin olusumunu onlerken,
SE tam olarak olustugunda paraldehid digindaki ajanlara diren¢ gostermistir.

Jope ve ark. (49), lityum-pilokarpinle olusturulan SE'un asetilkolin konsantrasyonu,
sentez ve salimm ile kolin konsantrasyonu iizerine etkilerini incelemiglerdir. Lityum-pilokarpin
verilen siganlarda, baslangicta (15 dk) kortekste asetilkolin konsantrasyonu hafifce diismiis,
24. dakikadan itibaren siirekli bir yiikselme goriilmiis ve pilokarpinden 2.5 saat sonra pik
yapmugtir. Hipokampusta da aym degisimler gorilmigtir. Striatumda nobetler o6ncesi
asetilkolin konsantrasyonu diigmiis ve SE'un baglangigc doneminde de diisiik seyretmistir. Daha
sonra diger bolgelerdeki kadar olmamakla birlikte artiy gostermistir. SE sirasinda kolin
konsantrasyonu ii¢ bolgede de artmugtir. Aragtirmacilar ayrica korteks ve hipokampusta biriken
asetilkolinin baglica hiicre icine yerlesmis bulundugunu, kortikal dilimlerde, nobet gegiren
sicanlarda asetilkolin salintmimin kontrollerden daha fazla oldugunu ve asetilkolinesteraz
aktivitesinin SE'ta defismedigini saptamuslardir. Buna gore, lityum-pilokarpinle olugturulan
SE'un asetilkolin sentezinin regiilasyonunu degistirdigini ileri stirmiiglerdir.

Presinaptik terminallerden salinan asetilkolin nérotoksik degildir. Ciinkii hipokampusun
yiiksek dozlarda asetilkolin ile perflizyonu norotoksik bir etki olusturmaz. Oysa glutamat ve

aspartat hipokampusta epilepsiyle iligkili hasarin tiim 6zellikleriyle ortaya ¢ikmasma neden olur
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(50). Glutamatin agirt sinaptik salimmi hizla depolarizasyona ve membranlarin yikimina neden
olur. Asetilkolinin sinaptik salimm ise membran yikimina neden olmaksizin noronlant SE'taki
gibi sirekli ategleme durumunda tutar. Kolinoseptif noronlarin hiperstimiilasyonunun
glutamaterjik ya da asparterjik noronlarin sekonder olarak agin aktivasyonuna yol agmasi
kolinerjik nobetlerde olusan néronal dejenerasyonu agiklayabilir (51). Glutamatin presinaptik
astr1 sahnmimu postsinaptik N-methyl-D-aspartate (NMDA) ve non-NMDA reseptorlerini aktive
eder. NMDA reseptoriiniin iyon kanalindan kalsiyumun hiicre igine girmesi ve hiicre igi
depolardan kalsiyum salinmas: hiicre i¢i kalsiyum dizeyini arttirarak, noronlan irreversibl
olarak hasarlayan kalsiyuma bagh enzimleri aktive eder (7).

Lityum-pilokarpine bagh SE'un oOncesinde ve gesitli donemlerinde, belirli beyin
bolgelerinde aminoasit konsantrasyonlan 6lgilmistiir (46). Neokortekste aspartat diizeyleri,
ozellikle siirekli spike’lar ve PED dénemlerinde anlamhi olarak digmigtiir. Motor kortekste
glutamat dizeyleri siirekli spike’lar ve PED doénemlerinde anlamhi olarak diigik, PED
doneminde glutamin ve GABA diizeyleri yiiksek bulunmugtur. Substansiya nigrada EAA’ler
yoniinden en belirgin diisiis saptannmig, GABA konsantrasyonu ise yiikselmigtir. Hipokampusta
aspartat diizeyleri aralikhi nobetler doneminde anlamh olarak diigmiis ve siirekli spike’lar ve
PED doneminde daha da diiymeye devam etmigtir. GABA diizeyleri siirekli spike ve PED
gruplarinda artmugtir. Buna gore, aspartat ve glutamat nébetlerin baglangicindan siirekli spike
donemine kadar hizla salinarak doku konsantrasyonlarinda anlamh azalmaya yol agarlar.
GABA diizeylerinin artmas: ise, GABA sentezinin devam ederken salimimmin bozuldugu ve
beyin dokusunda biriktigi seklinde agiklanmigtir.

Buna karsilik, Smolders ve ark. (52), intrahipokampal pilokarpin uygulamas: sirasinda
ekstraselliiler glutamat ve GABA diizeylerinde diigme, limbik nébetlerin baglamasiyla da her iki
aminoasitte de artig saptamiglar ve bu artigtan kolinerjik sistemin sorumlu oldugunu

bildirmiglerdir. Aym g¢aliymada, hipokampusun NMDA reseptor antagonisti MK-801 ile
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perfiizyonu nébetleri tamamen Onlemis ve ekstraselliler glutamat artigt gozlenmemistir. Bu
bulgular da kolinomimetiklerle olusturulan epilepside EAA'lerin ve NMDA reseptor
aktivasyonunun sekonder roliinii kamtlamaktadir.

Hipokampusun MK-801 ile perfiizyonunda, hipokampal dopamin sahmmmn ii¢ kat
artti saptanmugtir. Hipokampusta dopaminerjik aktivitenin artmasi antikonvulsan etkiye
aracihk eder. Buna gore, MK-801'in antikonvulsan etkisi kismen hipokampal dopamin
salintmim arttirmak yoluyla olabilir (52).

Ormandy ve ark. (39), lityum-pilokarpinle olusturduklan SE modelinde, MK-801'in
elektriksel nobet aktivitesinin baglangi¢ dénemlerini 6nlemedifini, buna kargin doza bagmh
olarak jeneralize konvulsif SE gelisimini engelledigini gostermisler ve MK-801'in nébetleri
baglatan kolinerjik tetikleyici mekanizmay1 etkilemedigini, NMDA reseptorlerinin akut
nobetlerin SE'a doniigiimiinde rol oynadigim bildirmiglerdir. Yine, diSer bir nonkompetetif
NMDA reseptor antagonisti olan ketaminin, SE bagladiktan 15 dakika sonra uygulanmasinmn
beyin hasarindan anlamh olarak korumasi, NMDA reseptoriiniin noron hasan ile sonuglanan
olaylardaki roliinii desteklemektedir (53).

Yiiksek doz pilokarpin nobetlerinin, GABA'mn sentetik enzimi GAD’mn aktivitesini
substansiya nigra, tektum, septum, temporal korteks, hipokampus, amigdala/piriform korteks
ve talamusta azalttif1 ve olugan beyin hasarinin GAD aktivitesinde defisit olan bolgelerle paralel
oldugu gosterilmigtir. Buna gére pilokarpinle olugan SE’u GABA-aracih inhibisyonda bir
disfonksiyon izlemektedir (48). GABAerjik devreler, agin glutamat/aspartat salmmna bagh
olarak limbik kompleks parsiyel nébetlerin erken dénemlerinde fonksiyonlarim yitirebilirler. Bu
da nobet aktivitesinin devamindan ve ciddi beyin hasarindan sorumlu olabilir (51).

NMDA reseptorii stimiilasyonu ile ortaya ¢ikan bazi fizyolojik ve patolojik etkilere
nitrik oksitin (NO) aracilik ettigi bilinmektedir. Serebellar hiicre siispansiyonlarinda (54) ve

primer kortikal kiiltiirlerde (55), NMDA reseptorlerinin glutamat ile aktivasyonu NO salimmina
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neden olur ve bu salimm cGMP diizeylerinde artma ile paraleldir. Sigan beyin dilimlerinde NO,
potasyum iyonlan ile, kalsiyuma bagimli olarak salinir ve bu salinima glutamat salimminda ve
c¢GMP diizeylerinde arti§ eglik eder (56).

NO, suda simrh ¢oziniirliigti olan bir gazdir ve oksijen ve karbon diokside benzer
sekilde hiicre membranlarindan difiizyonla kolayca geger. Ayrica yiiksek derecede reaktif ve
stabil olmayan bir serbest radikal tiiriidiir (57-59). Memeli hiicrelerinde sentezlenerek bir gok
dokuda hiicreler arast sinyal iletiminde rol oynar. SSS'nde de bir néronal retrograd haberci
gorevi yaptif: bilinmektedir (57,60,61). NO ¢cGMP sentezleyen enzim olan guanilat siklazin
solubl formunun endojen aktivatoriidiir (54,57,61-63). NO guanilat siklazi, aktif bolgesinde
bulunan hem'deki demire baglanarak ve enzimin konformasyonunu degistirerek aktive eder
(64).

SSS'nde NO L-Arginine’den, baghca NMDA tipi glutamat reseptérleri tarafindan aktive
edilen kalsiyum/kalmoduline bagimh konstitiitif NO sentaz ile olusturulur (58,59,61,62).
Yasayan dokuda, NMDA ile uyanlan néronlardan NO salmm ekstraselliler kalsiyuma
gereksinim gosterir  (54). NMDA reseptorii  aktivasyonu, reseptorle baglantih iyon
kanallarindan biyiik miktarda kalsiyumun hiicre igine girmesiyle sitozolik kalsiyumu arttirir ve
kalsiyum kalmodulinle birleserek NO sentaz: aktive eder (65,66). Yine aym kalsiyum girigi
NMDA reseptori aktivasyonunun gesitli fizyolojik ve patolojik etkilerini baglatir.

NO sentazin noronal, endotelyal, hepatik formlar ve makrofajlarda bulunan bir formu
olmak uzere gesitli izoformlan klonlanmmgtir (59,67,68). Noronal ve endotelyal formlar
aktivasyonlan i¢in kalsiyum ve kalmoduline bagimh olan konstitiitif enzimlerdir. Buna karsin
makrofajlardaki NO sentaz indiiklenebilir ve kalsiyumdan bagimsiz mekanizmalarla aktive
edilebilir (59,67-69).

NO olusumu ve etkinligi i¢in iki farkh model ortaya konulmustur (57). Periferik

nonadrenerjik-nonkolinerjik sinirlerden elde edilen sonuglardan gikarlan birinci modele gore,
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NO aksiyon potansiyelleri ve kalsiyum girigine yanit olarak presinaptik bolgede olusur ve daha
Souca i as berplen gibl hedst ARcrelqeR AlR=e ol RHIA Sistamateris; spnglartip,d
frekansh ileti sirasnda hizh sinaptik eksitasyonun ¢ogundan non-NMDA reseptorieri
sorumludur, ¢iinkiit NMDA resept6r kanallan magnezyum ile bloke durumdadir. Postsinaptik
membranin daha uzun siireli depolarizasyonu magnezyumu NMDA kanalindan uzaklagtinr ve
kalsiyamun hiicre igine girmesi ile NO sentazin aktivasyonuna yol agar. NO, anatomik olarak
en yakin yapilar olan presinaptik terminallerde ve astrositlerde solubl guanilat siklazi aktive
etmek {izere digan diflize olur. NO belki de kendi olustugu hiicrelerde de guanilat siklaz: aktive
edebilir, fakat NO sentazi aktive etmek i¢in gereken kalsiyum diizeyleri solubl guanilat siklaz
inhibe ettifi igin bu etki gozlenmez. NO'in etkisi hedef hiicrelerden disani difiize olmasimn
yamsira siperoksit anyonu veya scavenger proteinlerle kovalan baglar kurmak suretiyle
sonlanir (59).

Beyinde NO sentaz en yiiksek konsantrasyonda serebellumda bulunur. Bunu
hipotalamus ve ortabeyin, striatum ve hipokampus izler, en diigiik aktivite medulla oblongatada
bulunmugtur (70). SSS'nde NO sentazin yalmzca noronlarda bulundugu bildirilmigtir (59,64).
Bununla birlikte Murphy ve ark. (71) astrositlerde de NO sentaz ekspresyonu oldugunu
gostermiglerdir. Serebral kortekste NO sentaz noéronlan tiim hiicrelerin % 2'sini olusturur.
Hipokampusta, piramidal hiicreler NO sentaz igermezken, dentat girusun graniiler hiicrelerinde
bol miktarda bulunur. Serebellumda ise Purkinje hiicrelerinde bulunmazken, graniil ve sepet
hiicrelerinde ¢ok miktardadir. Guanilat siklaz ve cGMP-bagiml protein kinazlar selektif olarak
Purkinje hiicrelerinde bulunur. Graniil ve sepet hiicreleri eksitator yosunsu liflerden input alan
NMDA reseptorleri icerirler. Bu reseptorlerin stimiilasyonu NO olusumunu tetikler, NO de

Purkinje hiicrelerine difiize olarak guanilat siklaz1 aktive eder (59,64).
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Beyinde guanilat siklaz ve NO sentazin lokalizasyonlarimn farkhhk gostermesi NO'in
guanilat siklazdan bagka hedefleri de olabilecegini gostermektedir. Benzer gekilde, guanilat
siklaz da NO'den bagka norotransmitterlerle etkilegebilir (59,64). NO sentazin beyinde tek bir
transmitterle birlikteligi saptanmamugtir. Serebellumda NO sentaz hem glutamat igeren graniiler
hiicrelerde, hem de GABA igeren sepet hiicrelerinde bulunur. Serebral kortikal NO sentaz
noéronlanimn ¢ogu da aym zamanda GABA ve néropeptid transmitterler igerir (59,64,72).

Bir ¢ok deneysel epilepsi modelinde, ¢esitli NO donorleri veya NO sentaz inhibitérleri
kullamlarak NO'in epileptik nébetlerdeki rolii aragtinilmig ve oldukga ¢eligkili sonuglar ortaya
¢tkmugtir. Bu ¢aligmada, lityum-pilokarpinle olugturulan deneysel temporal lob epilepsisi
modelinde, bir endojen NO vericisi olan L-Arginine ve bir NO sentaz inhibitérii olan
N®-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME)’in nébetlerin patogenezindeki etkinliklerinin

davramgsal, elektrofizyolojik ve histopatolojik olarak kargilagtinlmas: amaglandi.
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GEREC VE YONTEM

Caliymada Uludag Universitesi Deney Hayvanlari Yetistirme ve Aragtirma
Merkezi’nden saglanan, 240-340 g agwhgmnda 51 adet Wistar albino tiirii erigkin erkek sigan
kullaildi. Siganlar deneysel galigmalara baglanmadan 15 giin oncesinden itibaren sicakhgi
18-22"C arasinda sabit olan bir odada, bes tanesi bir kafeste olacak sekilde tutuldular. Standart
sigan diyeti ile beslendiler. Deneyler boyunca siganlarin su ve yem alimlan serbest birakild:.

Deneysel cahigma kontrol, L-Arginine ve L-NAME gruplan olmak iizere 3 grup
seklinde planlandi.

Lityum-pilokarpin grubu (Kontrol grubu): Bu gruptaki 15 sigana 3 mEq/kg LiCl
(Sigma Chemical Co., St. Louis) (i.p.) verildikten 24 saat sonra 45 mg/kg pilokarpin HCl
(Sigma Chemical Co., St. Louis) (i.p.) enjeksiyonu yapild:.

L-Arginine grubu: Bu gruptaki 15 sicana 3 mEq/kg LiCl verildikten 24 saat sonraki
pilokarpin enjeksiyonundan 30 dakika 6nce 300 mg/kg L-Arginine (Sigma Chemical Co., St.
Louis) (i.p.) uyguland1. 30 dakika sonra 45 mg/kg pilokarpin HCI (i.p.) enjeksiyonu yapildi.

L-NAME grubu: Bu gruptaki 15 sigana 3 mEq/kg LiCl verildikten 24 saat sonraki
pilokarpin uygulamasindan 30 dakika once 20 mg/kg N®-nitro-L-arginine methyl ester
(L-NAME) (Sigma Chemical Co., St. Louis) (i.p.) enjeksiyonu yapild. 30 dakika sonra
45 mg/kg pilokarpin HCI (i.p.) enjekte edildi.

Tim gruplarda pilokarpin enjeksiyonlari, I. evre eter anestezisinin santral sinir

sisteminde eksitan etkisinden (73) yararlanilmak amaciyla hafif eter anestezisi altinda uygulandi.
21



Cerrahi girisim 6ncesinde siganlara 40 mg/kg Thiopental Sodyum (Pentothal Sodium-
Abott) (i.v.) anestezisi uygulandi. Kafatasi orta hatti iizerinde 1-1.5 cm’lik bir insizyonla kemik
yap: goriintir hale getirildi. Bregmanin 2 mm anterior ve 2 mm posterioruna, orta hattin her iki
tarafta 2 mm lateraline uyacak gekilde dis¢i matkabiyla 0.8 mm ¢apinda 4 adet delik agilarak,
elektrokortikografik (ECoG) kayitlar elde edebilmek amaciyla paslanmaz ¢elik vida elektrodlar
epidural olarak yerlestirildi. Nazal kemik Uzerine yerlegtirilen diger bir elektrod referans
elektrod olarak kullanildi. Tiim elektrodlar dental akrilik ile kafatasina sabitlendi. Insizyon yeri
sttur ile kapatilarak lokal antibiyotik uygulandi. Cerrahi girisim sonrasinda siganlarin her biri
ayn kafeslere konuldu. Deneylere baglamak igin 1 hafta siireyle beklendi.

Ayrica, histopatolojik incelemede siganlarda cerrahi girisimin néropatolojik bir hasar
olusturup olusturmadigini degerlendirebilmek igin, 4 sigana cerrahi girigim uygulandiktan sonra
yalmzca serum fizyolojik enjeksiyonlan yapildi (Sham kontrol), 2 sigana ise herhangi bir iglem
yaptimadi (Naif).

LiCl distile su ile, pilokarpin, L-Arginine ve L-NAME ise serum fizyolojik ile,
0.2 mI’lik bir hacimde sulandinlarak uygulandilar.

Pilokarpin uygulanmasindan 6nce gruplardaki tiim siganlardan, her bir madde
enjeksiyonundan 6nce ve hemen sonra ECoG kayitlari alindi. Ayrica bu maddelerin siganlarin
davraniglan iizerine etkileri gozlendi. Pilokarpin uygulandiktan sonra 90 dakika boyunca

davramgsal ve elektrokortikal degisiklikler izlendi.

Davramssal Bulgularin Degerlendirilmesi
Davramgsal bulgular Janusz ve ark. (74) tarafindan gelistirilen davrams skalasina gére

skorlandirildi (Tablo-1).
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Tablo-1 : Siganlarda gozlemlenen davramgsal bulgulann skorlandiriimas

Skor Davrams
0 Normal davramsg

1 Limbik otomatik hareketler ve tremor
2 Bag sallama ve/veya 1slak kopek titremeleri
3 Arka ayaklar tizerine kalkma ile birlikte limbik 6n ayak klonik nobetleri
4 Status epileptikus (en az 60 dakika siiren devaml n6betler) ve/veya
klonik-tonik nébetler
Ek puanlar

+2 Pilokarpin uygulanmasindan sonra 30 dakika iginde 6liim
+1 Pilokarpinden sonra 31-180 dakika i¢inde 6lim

Elektrokortikografik Bulgularin Degerlendirilmesi

Siganlarin kafatasi lizerine yerlestirilmis vida elektrodlardan gelen sinyaller 8 kanall bir
EEG cihazina (Nihon Kohden) aktarildi. ECoG sinyalleri dort kanal olarak kayit edildi. Kayitlar
1.5 cm/sn hizda ve 50 uV’luk bir potansiyel kalemlerde 7 mm’lik bir sapma olugturacak sekilde
ayarlandi. Normal bir sicandan elde edilen ECoG kayitlan Sekil-1'de goériilmektedir. Nobet
sirasinda amplitiidlerin ¢ok artmasma bagh olarak kazang tiim kanallar i¢in 1/8’e indirildi.
Ayrica yiiksek frekans filtresi ile 15 Hz iistii frekanslar kesildi. SE baglangict, ECoG’da ilk
ayird edilebilir epileptiform aktivitenin agik¢a goriildiiii zaman olarak kabul edildi (Sekil-2).

Pilokarpin enjeksiyonundan 20-24 saat sonra siganlardan tekrar ECoG kayitlan alind1 (Sekil-3).

Beynin Histolojik Preparasyonu - Noron Sayum

Deneyler sonrast 12. giinde SE'a giren ve girmeyen, yasayan tiim si¢anlar (sham kontrol
ve naif gruplar da dahil) dekapite edilerek hizla beyinleri ¢ikanldi. Beyinler CO, gaz ile
dondurularak -20 °C'de saklandi. L-NAME grubu siganlarda ise SE sirasinda mortalitenin
yiiksek olmasi nedeniyle bu grupta elektrokortikal olarak beyin 6liimii saptanan siganlar hemen

dekapite edildiler.
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Hipokampusun anterior ve posterior bolgelerine uyacak sekilde, bregmanin 2.8 ve 5.6
mm posteriorundan kryostat ile 12 pum'lik koronal kesitler alindi. ki seri hazirlanan kesitler
Hematoksilen-Eozin (H&E) ve Toluidin mavisi ile boyanarak histolojik preparatlar hazirlandi.
Bir okiiler grid kullamlmak suretiyle, her bir kesitte, hipokampal CA1 ve CA3 alanlanindaki
piramidal noron saymmlan rastgele omekleme ile yapildi. Sayilacak alanin dort farkh
bolgesinden, x 40 biiyiitmede 2300 um?®lik S'er karedeki saglam noronlarin somalan sayilarak
Abercrombie (75) tarafindan onerilen formiile gore diizeltildi ve mm®deki alansal néron
yogunlugu hesaplandi.

Abercrombie formiilii:

Sayilan néron x Kesit kahnhg: (um)

Herbir kesitteki ortalama néron sayis1 =
Kesit kalmhig: (um) + Ortalama ndron ¢ap: (um)

Istatistiksel Degerlendirme

Kontrol, L-Arginine ve L-NAME gruplarindan elde edilen status epileptikusa girme
orant ortalamalan ve 24 saatlik yasam sansi ortalamalan birbirleriyle Fisher's Exact Testi ile,
status epileptikus latanslan ve davramgsal nébet skorlan da Student's-t Testi (unpaired-t testi)
ve Mann-Whitney-U Testi kullanilarak kargilagtinldi.  Naif, sham kontrol, kontrol,
L-Arginine ve L-NAME gruplannda status epileptikusa giren ve girmeyen sigcanlarin CA1l ve
CA3 hipokampal alanlarina ait ortalama néron sayilarinin kargilagtinlmasinda Varyans Analizi

(ANOVA) kullanild:.
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Sekil-1 : Normal bir sigandan kaydedilen elektrokortikal aktivite (1: F3, 2: F4, 3: P3, 4: P4)

Sekil-2 : Status epileptikustaki bir sigandan 41. dakikada kaydedilen siirekli, yiksek
amplitiidli, hizh spike'lar (1: F3, 2: F4, 3: P3, 4: P4)
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Sekil-3 :Status epileptikustaki bir sigandan 20. saatte kaydedilen peryodik epileptiform
desarjlar (1: F3, 2: F4, 3: P3, 4: P4)
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BULGULAR

L-Arginine ve L-NAME!'in lityum-pilokarpin ile olusturulan nobetlere etkileri, SE'a
girme orani, SE latansi, 24 saatlik yasam sansi, davramgsal nébet skorlart ve noropatolojik
hasar yoniinden degerlendirilmistir.

Kontrol grubu siganlarda LiCl enjeksiyonundan sonra herhangi bir anormal davranigsal
ve elektrokortikal bulgu saptanmadi. Pilokarpin enjeksiyonunu takiben, siganlarda periferik
kolinerjik stimiilasyon bulgulari olan piloereksiyon, salivasyon ve diiirezin yanisira tremor ve
kaginma, ¢igneme hareketleri gibi limbik otomatik hareketler saptandi. Bunu bazi siganlarda bag
sallama ve arka ayaklar iizerine kalkma ile birlikte 6n ayak klonusu izledi. Siganlarin 12 tanesi
(% 80,00) ortalama 30,41+2,07 dakika sonra davranigsal ve elektrografik olarak SE'a girdi ve
SE'un saatlerce siirdiigii bu parametrelerle tespit edildi. Bu gruptaki siganlarin 24 saatlik yasam
sans1 % 86,66 olarak saptandi. Davramgsal nobet skoru ise ortalama 3,60+0,21 olarak bulundu
(Tablo-2).

L-Arginine grubunda, pilokarpinden 30 dakika oOnce uygulanan L-Arginine
enjeksiyonundan sonra pilokarpin verilmesine kadar gegen siiregte (30 dk.) sicanlarda
davramgsal ve elektrokortikal degisiklikler gozlenmedi. Siganlarin 5 tanesi (% 33,33)
30,40+1,63 dakika sonra SE'a girdi ve 24 saatlik yasam sanst % 100,00 olarak bulundu. Bu

grubun davranigsal nobet skoru 2,46+0,32 olarak saptandi (Tablo-3).
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Tablo-2 : Kontrol grubu siganlarin status epileptikusa girme oran, status epileptikus
latansi, 24 saatlik yagam gansi ve davramgsal nobet skoru degerleri

DENEK STATUS STATUS 24 SAATLIK |DAVRANISSAL
NO EPILEPTIKUS
EPILEPTIKUS| LATANSI ( dk. ) | YASAM SANSI [NOBET SKORU

1 : - 2

2 - 25 + 4

3 E + 2

4 0 31 + 4

5 + 33 + 4

6 + 25 4 4

7 + 39 + 4

8 + 43 z 4

9 - 33 + 4

10 T 33 + 4

11 + 22 + 4

12 + 37 + 4

13 - + 2

14 + 21 + 4

15 + 23 - 4

% 80,00 86,66
x+ SH 30,41 +2,07 3,60 + 0,21

Tablo-3 : L-Arginine grubu siganlarin status epileptikusa girme orani, status epileptikus
latanst, 24 saatlik yagam sansi ve davramgsal nobet skoru degerleri

DENEK STATUS STATUS 24 SAATLIK |DAVRANISSAL
NO EPILEPTIKUS
EPILEPTIKUS| LATANSI ( dk. ) | YASAM SANSI [NOBET SKORU
1 - 35 - 4
9 E + 2
3 2 + 1
4 - 30 + 4
5 : + 1
6 B 32 4 4
7 + 30 + 4
8 g + 2
9 - + 2
10 z - 1
11 25 + 4
12 2 B 3
13 : + 2
14 z + 2
15 2 + 1
% 33,33 100,00
x+ SH 30,40 + 1,63 2,46 + 0,32
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L-NAME grubunda; pilokarpinden 30 dakika once uygulanan L-NAME, siganlarda
davramgsal ve elektrokortikal degisimler olusturmadi. 11 sigamin (% 73,33) SE'a girdigi bu
grupta SE latansi ortalama 29,09+2,44 dakika ve 24 saatlik yasam sansi % 26,66 olarak
saptandi. Davramigsal nobet skoru ortalama 3,93+0,40 olarak belirlendi (Tablo-4). Bu gruptaki
siganlarda diger gruplardan farkl olarak, pilokarpin enjeksiyonu sonrasinda solunum giiglugi

saptandi.

Tablo-4 : L-NAME grubu siganlarin status epileptikusa girme oranu, status epileptikus latansi,
24 saatlik yagam gans1 ve davranigsal nobet skoru degerleri

DENEK STATUS STATUS 24 SAATLIK | DAVRANISSAL
NO EPILEPTIKUS
EPILEPTIKUS | LATANSI (dk. ) | YASAM SANSI | NOBET SKORU
1 + 30 - 5
2 + 22 g 5
3 - 36 : 5
4 + 23 2 5
5 + 15 = 5
6 + 20 : 5
7 : + 1
3 + 36 = 4
9 = + 2
10 + 41 : 5
11 + 30 < 5
12 + 31 5 4
13 + 36 E 5
14 - + 2
15 - + 1
% 73,33 26,66
x+ SH| 29,09 + 2,44 3,93 + 0,40

Her ui¢ grubun SE'a girme orani, SE latansi, 24 saatlik yasam sans: ve davranigsal nobet
skorlan kargilagtinldiginda, L-Arginine grubunda kontrol grubuna goére SE'a girme oraninin

anlamh sekilde azaldig goriildii (p<0.05) (Tablo-5, Sekil-4). Bu grupta SE latansi ve 24 saatlik
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yasam sansi kontrol grubuna gore anlamlt farklilik gostermedi (p>0.05), (Tablo-5, Sekil-5,
Sekil-6). Davranigsal nobet skorunda ise anlamli azalma saptandi (p<0.01) (Tablo-5, Sekil-7).
L-NAME grubu siganlarda, SE'a girme orani, SE latanst ve davramgsal nobet skoru kontrol
grubuna gore anlamh bir farkliik gostermezken (p>0.05) (Tablo-5, Sekil-4, Sekil-5, Sekil-7),

24 saatlik yasam sanst anlamh olarak azaldi ( p<0.005) (Sekil-6).

Tablo-5 : Kontrol, L-Arginine ve L-NAME gruplarinda status epileptikusa girme orant,
status epileptikus latansi, 24 saatlik yagam sansi ve davranigsal nobet skoru
ortalamalarinin kargilastiriimasi

STATUS STATUS 24 SAATLIK | DAVRANISSAL
EPiLEPTIKUS
EPILEPTIKUS LATANSI YASAM SANSI | NOBET SKORU
(%) (dk) (%)

Kontrol 80,00 30,41 +2,07 86,66 3,60+ 0,21
Grubu
L-Arginine 33,33* 30,40 + 1,63 100,00 2,46 + 0,32%*
Grubu
L-NAME 73,33 29,09 + 2,44 26,66*** 3,93 + 0,40
Grubu

Kontrol grubuna gore * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.005

ff“‘
1001
g2 %
2% ®
== N
8 6
|
B & 50
= 3 40
@
30
SE 2
@O 10
0,
Kontrol Grubu L-Arginine L-NAME Grubu
Grubu

Sekil-4 : Kontrol, L-Arginine ve L-NAME gruplarinda status
epileptikusa girme oranlarinin kargilagtirilmast (* : p<0.05)
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Status Epileptikus Latans: (dk.)

24 Saatlik Yasam Sansi (%)

Kontrol Grubu " L-Arginine Grubu L-NAME Grubu

Sekil-5 : Kontrol, L-Arginine ve L-NAME gruplarinda status epileptikus
latansinin kargilagtiriimast

Kontrol Grubu L-Arginine Grubu L-NAME Grubu

Sekil-6 : Kontrol, L-Arginine ve L-NAME gruplarinda 24 saatlik yagam
sansinin kargilagtinlmasi (* : p<0.005)
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L.

Davramsgsal Nobet Skoru

Kontrol Grubu L-Arginine Grubu L-NAME Grubu

Sekil-7 : Kontrol, L-Arginine, L-NAME gruplarinda davranigsal nobet
skorlarinin kargilagtirilmasi (* : p<0.01)

Hipokampal CAl ve CA3 alanlarindaki néron sayilarimin degerlendirilmesinde, tim
gruplarda sag ve sol hemisferler ya da anterior ve posterior hipokampal kesitler arasinda
piramidal néron sayisi agisindan istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmadigindan, ortalama
noron sayilari anterior ve posterior kesitlerdeki sag ve sol hemisferlerden elde edilen sonuglar
birlestirilerek hesaplandi. CA1 ve CA3 alanlarindaki noron saysi yoniinden naif siganlar ve
sham kontrol grubu arasinda ve naif siganlar ile kontrol grubu SE'a girmeyen siganlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilk saptanmadi (p>0.05). Kontrol, L-Arginine ve L-NAME
gruplarinin herbirinin grup i¢i degerlendirmelerinde, SE'a giren siganlarda her iki alanda da
ortalama noron sayilarmin SE'a girmeyenlere gore anlamh olarak azaldig goriildii (p<0.001)

(Tablo-6, Sekil-8, Sekil-9).
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Tablo-6 : Naif, sham kontrol, kontrol, L-Arginine ve L-NAME gruplarinda status epileptikusa
giren “SE (+)” ve girmeyen “SE (-)” siganlarin hipokampal CAl ve CA3
alanlarindaki ortalama noron sayilart

CA1 ALANI CA3 ALANI
NORON SAYISI NORON SAYISI
(x+ SH/ mm”®) (x + SH / mm”®)
NAIF GRUP 1097,95+29,01 706,27+20,78
SHAM KONTROL GRUBU 1208,85+25,74 748 53+15.45
KONTROL SE(-) 1092,08+53,90 703,00+17,65
GRUBU SE (+) 600,68+46,99* 426,75+11,61**
p<0.001 p<0.001
L-ARGININE SE (-) 1227,57+34,79 799,36:+18,28
GRUBU SE (+) 185,92:+40,51* 192,21+43,79**
p<0.001 p<0.001
L-NAME SE(-) 1234,04+44,70 775,94+25 24
GRUBU SE (+) 130,31+28,67* 115,13+19,73**
p<0.001 p<0.001

* : CAl alaninda kontrol grubu SE ( - ) siganlara gére anlamlilik diizeyi (p<0.001)
** . CA3 alaninda kontrol grubu SE ( - ) si¢anlara gore anlamlilik diizeyi (p<0.001)
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Sekil-8 : Naif, sham kontrol, kontrol, L-Arginine ve L-NAME

gruplarinda CA1 alaminda ortalama noron sayisi
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748,53

Ortalama Néron Sayisymm2
s
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*
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L-Arginine Grubu SE (-)
L-Arginine Grubu SE (+)
L-NAME Grubu SE (-)

Sekil-9 : Naif, sham kontrol, kontrol, L-Arginine ve L-NAME gruplarinda CA3
alaninda ortalama néron sayist

SE'a girmeyen kontrol grubu sianlarla diger gruplarin kargilagtirilmasinda, CA1 ve
CA3 alanlarinda SE'a girmeyen siganlarla farklilik saptanmazken, SE'a giren siganlarda SE'a
girmeyen kontrol grubu siganlara gore noron sayisinda anlamh azalma vardi (p<0.001)
(Tablo-6, Sekil-8, Sekil-9). SE’a giren siganlarin CA1 ve CA3 alanlarinda 151k mikroskopik
olarak stromal 5dem ve vakuolizasyon, nukleusta vezikuler goriiniim ve kromatin toplanmalari,
nukleolusta belirginlesme ve yer yer asidofil hiicreler gibi néron hasar bulgularinin yanisira
belirgin gliosis saptandi (Sekil-10-18).

L-Arginine ve L-NAME gruplarinda SE'a giren siganlarda ortalama noron say1st her iki
alanda da kontrol grubu SE'a giren siganlardan anlamh olarak azdi (p<0.001). L-Arginine ve
L-NAME gruplan arasinda SE'a giren sicanlarin ortalama néron sayilar1 agisindan higbir alanda

anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05) (Tablo-6, Sekil-8, Sekil-9).
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Sekil-10 : Kontrol grubunda status epileptikusa girmemis bir siganda hipokampusun genel
gorinimi. HEE, x3. (dg : dentat girus)

Sekil-11 : Kontrol grubunda status epileptikusa girmis bir sicandan elde edilen mikrofotografta

CA1 alaninda noron kaybinin goriniimi. H&E, x3
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Sekil-12 : L-Arginine grubunda status epileptikusa girmemis bir siganda hipokampal CA3

alamindaki biiyiik piramidal néronlarin normal goriiniimii. H&E, x40. (pn: piramidal néron)

Sekil-13 : L-Arginine grubunda status epileptikusa girmig bir siganda CA3 alaninda asidofili
gosteren hasarli néronlar ve gliosis. H&E, x40. (a: asidofil noronlar, g: gliosis)
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Sekil-15: L-NAME grubunda status epileptikusa girmis bir sigandan hazirlanan
mikrofotografta; stromal 6dem ve vakuolizasyon, CA3 alaninda vezikiiler nukleus ve belirgin
nukleolus, yer yer kromatin toplanmalariyla karakterize noronal hasar alaninin gériiniimii. Aym
alanda az sayida normal piramidal néronlar. H&E, x40. (pn: piramidal néron)
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Sekil-16 : Sekil-15’te goriilen hasarli noron alaninin daha yiiksek bitytitmedeki goriiniimii.
H&E, x100.

Sekil-17 : Sekil-15’teki mikrofotografin ait oldugu sigandan aym bolgeden alinan komsu kesitte
noron hasarinin toluidin mavisi boyamasiyla gosterilmesi. x40.
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Sekil-18 : Sekil-17°de gosterilen noronal hasar alaninin daha yiiksek biiyiitmedeki detayh

goriniimii. Toluidin mavisi, x100.
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TARTISMA VE SONUC

Temporal lobdan kaynaklanan kompleks parsiyel nébetler, insanlarda en sik goriilen
noébet tiplerindendir (11,76). Temporal lob epilepsisi olan hastalarda kisilik bozukluklarinin,
biligsel ve davramgsal bozukluklann insidansinda artig oldugu bildirilmektedir (76). Hastalarn
biyiik cogunlugunda temporal loblardan kaynaklanan nébetlerin, hipokampus ve difer
temporal lob yapilanndaki néron kaybi ve gliosisle, bir kisminda da timér ve
malformasyonlarla iliskili oldugu bilinmektedir (10). Ilag tedavisine oldukga direngli olan
temporal lob epilepsisini taklit eden gesitli deneysel modeller ileri siirtilmiigtiir (9,23,77).

KA modeli, limbik sistemde epileptik desarjlarin gelisimi, yayilmasi ve patolojik
siireglerini degerlendirmek igin uygun bir modeldir (23). Yiiksek dozlarda KA’in sistemik veya
intraserebral uygulanmasi ciddi ndbetlere ve beyin hasarina yol agmaktadir (23,76). Bununla
birlikte, bu modelde SRN’lerin diigiik oranda olustugu ve siklikla 45-60 giinde kayboldugu
bildirilmigtir (78). Etkin ve letal dozlarin birbirine yakin olusu da KA modeli i¢in bir dezavantaj
olusturmaktadir (79). Diger bir kompleks parsiyel epilepsi modeli olan tutugma modelinde
SRN’ler olduk¢a nadir goriilmekte ve néropatolojik hasar saptanmamaktadir (29,80).
Elektriksel stimiilasyonla olugturulan limbik SE’ta elektrografik SRN’ler siganlarin yalnizca
% 50'sinde olugmaktadir (81). Tetanus toksininin hipokampusa mikroenjeksiyonu ile kronik /
semikronik limbik epilepsi olugmakta ve 1stk mikroskopik olarak néron hasan

saptanmamaktadir (80).
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Yiksek doz pilokarpin veya lityum-pilokarpinle olugturulan kolinerjik nobetler,
noropatolojik hasar agisindan insan temporal lob epilepsisine uyumlulugu (29,31,34,35,48,82),
SRN’lerin siirekliligi (29,31,47) ve ¢esitli antikonvulsanlara direngli olmalariyla (38,83) insan
temporal lob epilepsisini oldukga iyi taklit etmektedir. Ayrica, nébetler ve mortalite arasinda
genis bir giivenlik aralify olmas1 6zelligiyle de epilepsi aragtirmalaninda 6nemli bir yere sahiptir
(82,84). Bu Ozellikleri nedeniyle bu caligmada deneysel epilepsi olusturmak igin lityum-
pilokarpin modeli tercih edilmigtir.

Bizim bulgulanimiza goére, LiCl enjeksiyonundan 24 saat sonra pilokarpin uygulanmasi
kontrol grubu siganlarda % 80 oraminda SE olugturdu. Cesitli yaymlarda, LiCl'den 24 saat
sonra 30 mg/kg pilokarpin enjeksiyonunun Sprague-Dawley tiirii siganlarda % 100 oraminda
jeneralize konvulsif SE'a neden oldugu ve genellikle 6liimle sonuglandiga bildirilmektedir
(37-39). Bununla birlikte, Wistar tiirii siganlarla yapilan bir ¢aligmada, LiCl sonrasinda
30 mg/kg pilokarpin ile SE'a girmeyen siganlara ikinci bir doz 30 mg/kg pilokarpin verildigi
bildirilmektedir (53). Sigan tiirleri arasindaki bu farkhhik, beyinde muskarinik reseptor
yogunlugu veya kolin asetiltransferaz diizeylerindeki farkliliklardan kaynaklanabilir (85). Bizim
yaptifimiz 6n galigmalarda da, 30 mg/kg pilokarpin ile SE'a giren sigan sayisinin diigiik olmasi
nedeniyle, ¢alijmamizda pilokarpin dozu 45 mg/kg olarak belirlendi. 24 saatlik yasam sansinin
Wistar tiiri siganlarda Sprague-Dawley tiirii siganlara gore daha yiiksek oldugu bilinmektedir
(47,82). Bizim sonuglarimiz da % 86,66'lik yasam sanst ile literatiire uygunluk gostermektedir.

Caligmamizda, pilokarpinden 30 dakika once 300 mg/kg dozda L-Arginine
uygulandifinda, siganlarin SE'a girme oram ve davramgsal nébet skorlan kontrol grubuna gore
anlaml olarak digiik bulundu. Buna karsin, SE latansi ve 24 saatlik yagam sansi anlaml
farkhlik gostermedi. Buna gore, 300 mg/kg dozda L-Arginine'in siganlant SE'tan korudugu

sonucuna varilabilir. Diger tarafian, 20 mg/kg L-NAME pilokarpinden 30 dakika 6nce
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uygulandifinda siganlarda SE'a girme oram, SE latansi ve davranigsal nébet skorlart anlamh
farklilik gostermedi. 24 saatlik yagam gansi ise anlamh olarak azaldi.

Hipokampal CA1 ve CA3 alanlarindaki piramidal néron sayim igleminde, sham kontrol
grubu siganlarla naif siganlar arasinda noéron sayisi agisindan anlamh fark olmamasi,
elektrokortikal kayitlarnin alinmasi igin epidural olarak yerlestirilen vida elektrodlanin beyinde
herhangi bir hasar olusgturmadifim gostermektedir. L-Arginine'in siganlan SE'a girmekten
belirgin olarak korumasma kargin, bu grupta, SE'a giren sicanlarda CA1 ve CA3 alanlanindaki
piramidal noéron sayilan, kontrol grubu SE'a giren siganlardan anlamh olarak diigiik
bulunmugtur. Benzer gekilde, L-NAME grubunda SE'a giren siganlardaki néron kaybinin
kontrol grubu SE'a giren si¢anlardan anlamh olarak fazla oldugu saptanmugtir. Buna gére, her
iki ilacin da, nobetlerin baslangicindaki rolii ne yonde olursa olsun, SE siirecinde néron kaybim
belirgin olarak arttirdiklari sonucuna vanldi. Kontrol grubu SE' a girmeyen sicanlarla, sham
kontrol ve naif siganlarin ndéron sayisi yoniinden farklilik gostermemeleri ve her grup iginde
SE'a giren sicanlardaki noron sayisinin SE'a girmeyenlere gore anlamh olarak diigiik bulunmasi,
epilepside néron hasarina yol agan etkenin SE oldugunu desteklemektedir (7,17,51,86).

NO’in epilepsi patogenezindeki roliinii aragtirmaya yonelik ¢aligmalarin sonuglan
oldukc¢a celigkilidir. De Sarro ve ark. (60), derin prepiriform kortekse NMDA ve KA
mikroenjeksiyonu ile olugturduklar nébetlerde L-Arginine’in etkinligini incelemiglerdir. NMDA
veya KA enjeksiyonundan 10 dakika 6nce yine derin prepiriform kortekse 5-10 nmol dozlarda
L-Arginine uyguladiklarinda, davramgsal ve elektrokortikal nobetleri doza bagimh olarak
anlamh sekilde potansiye ettiini gostermiglerdir. NMDA ve KA enjeksiyonundan 15 dakika
once 40 nmol L-NAME’in mikroenjeksiyonu ise, L-Arginine-NMDA ve L-Arginine-KA
kombinasyonlar ile olusturulan nobetlerden koruyucu etkinlik gostermigtir. Aym ¢ahgmada,
spontan olarak NO serbestleten sodyum nitroprussid’in (SNP) derin prepiriform kortekse

mikroenjeksiyonu davramgsal ve elektrografik olarak epileptik bulgulara yol agarken, solubl
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guanilat siklaz inhibitoérii olan metilen mavisinin SNP’den 15 dakika 6nce uygulandiginda
nobetlerden anlamh olarak korudugu, yine 2,5 nmol dozda SNP’in NMDA ve KA ile
olusturulan nobetleri fasilite ettifi gosterilmigtir. Bu sonuglara gore aragtirmacilar, derin
prepiriform kortekste EAA reseptorii aktivasyonuna bagh olarak L-Arginine’den NO
sentezinin gergeklestifini ve nobet aktivitesinin geligmesinde NO’in  rol oynadigim
bildirmiglerdir.

Buna benzer diger bir ¢aligmada, subkonvulsif dozda i.c.v. NMDA uygulanmasindan
once i.c.v. olarak verilen 300 ug L-Arginine’in davramgsal ve elektrokortikal nobetlere yol
act11 ve bu etkilerin L-NAME ile 6nlendigi gosterilmig ve L-Arginine’in NO sentezinde artiga
neden olarak prokonvulsan etkinlik gosterdigi sonucuna vanlmgtir (87).

KA ile olugturulan nébetler sirasinda sigan beyninin farkli bolgelerinde NO olusumu
incelendiginde, amigdala ve temporal korteks bolgesinde 30-60 dakika iginde NO olusumunun
6 kat arttify gosterilmis ve KA nobetlerinde NO’in bir prokonvulsan mediator oldugu
bildirilmigtir (88). Diger bir c¢aliymada, herediter primer jeneralize konvulsif bozuklugu olan
kiimes hayvanlannda, 6nbeyinde NO sentaz aktivitesinin iki kat artti$ saptanmis ve herediter
epileptogeneze adaptif bir yanit olarak baz1 beyin bolgelerinde NO sinyal iletisinin arttig: ileri
stiriilmigtiir (89).

NO sentaz inhibitorleri ile yapilan bazi ¢aligmalar da NO’in prokonvulsan roliinii
desteklemektedir. Libri ve ark. (90), kobaylardan elde ettikleri piriform korteks dilimlerini
Mg*”dan yoksun bir soliisyonda tutarak epileptiform aktivite olugturduklart ¢aligmalarinda
L-NAME’in bu aktiviteyi baskiladigim go6stermisler ve bu etkinin olasihkla presinaptik
transmitter salmmindaki azalmaya bagh olabilecegini bildirmiglerdir. Farelerde kokainle
olusturulan nébetlerin de L-NAME (2-10 mg/kg i.p.) ile baskilandif1 goésterilmis ve kokain
nobetlerinin, NMDA reseptérii aktivitesinin NO tarafindan potansiasyonu ile olugabilecegi ileri

stirilmugtir (91).
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Tiim bu gahgmalarin sonuglart NO’in belirgin bir prokonvulsan etkinlife sahip oldugu
ve NO sentaz inhibitorlerinin ise antikonvulsan olduklan konusunda birlesmektedirler. Bu
sonuglar, bizim g¢aliymamizda saptadifimz, L-Arginine’in SE’dan koruyucu etkisiyle
uyumsuzdur. Yine, bizim ¢alijmamzda bir NO sentaz inhibitori olan L-NAME’in SE’tan
koruyucu bir etkinligi belirlenmemigstir. Buna kargilik, Bagetta ve ark. (92), LiCl ve bir
asetilkolin esteraz inhibit6rii olan takrin kombinasyonu ile olugturduklan nébetlerde, takrinden
15 dakika 6nce i.c.v. olarak 30 pg L-NAME uyguladiklarinda, nobetlerin ve beyin hasarimin
anlamh olarak azaldigimi, SE’a giren siganlarda da L-NAME’in SE latansim anlamh olarak
uzattifim gostermiglerdir. Oysa bizim ¢aligmamizda, L-NAME uygulanan siganlarda SE latans
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede farkli bulunmamstir.

Urbanska ve ark. (93), farelerde olusturduklan ¢esitli epilepsi modellerinde, bir NO
sentaz inhibitorii olan N%nitro-L-arginine’in (NNA) nobet duyarhifina etkisini
aragtirmuglardir. NNA, pentilenetetrazol, amino oksiasetik asit ve elektrokonvulsif gokla
olusturulan nobetler 6ncesinde uygulandiginda herhangi bir etki olusturmamug, buna kargin
aminofilinle olugturulan noébetleri anlamh olarak arttirmigtir. Aragtirmacilar NO sentaz
inhibitorlerinin farkli etkilerinin, deneklerin farkh genetik altyapilarina, epileptogenezde rol
oynayan farkh mekanizmalara ve kullamlan farkh NO sentaz inhibitorlerinin 6zelliklerine bagh
olabilecegini bildirmigler ve yine basit farmakokinetik etkilesimlerlerin bu farkh etkilere neden
olabileceg@ini ileri siirmiiglerdir. Yine aym ilacin pilokarpin ve pentilenetetrazol nobetlerinde
denendigi diger bir ¢ahiymada, farkh deneysel modeller arasinda ya da aym modelin farkh
dozlarda konvulsan ajanlarla olugturuldugu durumlarda, NO sentaz inhibisyonu ile farkh
sonuglar elde edildigi gosterilmis ve inhibit6r ile konvulsan doz arasinda 6zel bir etkilegim
oldugu ve farkli deneysel modellerde NO sentaz inhibisyonunun degisik etkileri olabilecegi
hipotezine destek saflanmistir (94). Bununla birlikte, bu etkilerden sorumlu molekiiler

mekanizmalar heniiz agikhk kazanmamugtir.
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NO’in antikonvulsan etkinliSe sahip oldugunu ileri siiren gesitli ¢ahsmalar da
bulunmaktadir. Farelerde KA ile nobet olusturulan bir ¢aligmada, L-Arginine’in 150-600 mg/kg
(i.p.) dozlarda verilmesi, farelerin % 50’sinde klonik konvulsiyonlar olugturmak igin gereken
KA dozunu, doza bagimh olarak arttirmistir (95). Buna kargilik, aym c¢aligmada NO sentaz
inhibitérleri L-NAME ve N-monomethyl-L-arginine (L-NMMA) 3-30 mg/kg dozlarda
konvulsif esifi diigtirmiigtiir. NO sentaz inhibit6rii L-NG nitroarginine (L-NOARG) amigdalada
tutugma modelinde siganlarin duyarlanma hizim arttirmug, buna karsin duyarlanmg siganlarda
ndbetler lizerine etkisi olmamug, fakat bu sonuca bir agiklik getirilememigtir (96). Diger bir
galiymada da, SNP’in penisilin ile olusturulan nébetleri anlamh olarak énledigi ve bu etkinin
metilen mavisi ve bir NO scavengeri olan hemoglobin ile inhibe oldugu gosterilmis ve NO’in
endojen bir antikonvulsan ajan olabilecegi sonucuna varilmgtir (97). Yine, intraamigdaloid KA
ile olusturulan nobetlerde L-NOARG’in epilepsiyi agirlagtirdign (98) ve i.c.v. NMDA ile
olusturulan noébetlerde NO sentaz inhibisyonunun nébet aktivitesinin siiresini uzattigi (99)
bildirilmistir.

3-Aminopiridin ile olusturulan fokal nobetlerde N-nitro-L-arginine’in i.p. ve i.c.v.
enjeksiyonlarimn, epileptiform olayin yayilmasina ve iktal peryotlarin sayismin artmasina neden
oldugu bildirilmigtir (58). Yine aym ilacin, bikukullin ile olusturulan nobetlerde nébet siiresini
anlaml olarak uzattif1 gosterilmistir (100).

Starr ve ark. (101), farelerde pilokarpin modeli epilepside, 500 mg/kg L-Arginine veya
1-125 mg/kg L-NAME (i.p.) uygulandifinda SE latansinin degismedigini gostermislerdir.
Aragtirmacilar, istatistiksel olarak anlamh olmamasina kargin, L-NAME verilen gruplarda
konvulsiyon frekansi ve mortalitenin daha yiiksek oldugunu ve bu nedenle L-NAME’in
epileptogenezi kolaylagtirmug olabilecegini bildirmiglerdir. Bu bulgular bizim sonuglarimza

uyum gostermektedir Bununla birlikte, aragtirmacilar kullanilan dozda L-Arginine’in
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prokonvulsan bir etkinliini saptamamuglardir. Bu da, kullamlan ilaglarin farkh dozlarda farkh
etkinlik gosterebilecegini diigiindiirmektedir.

Tim bu c¢ahgmalardan elde edilen ¢eligkili sonuglar g6z oniine alindifinda, NO’in
epilepsi patogenezindeki roliiniin heniiz aydinlanmadifi, deneysel epilepsi modeli, hayvan
cesidi, ilacin verili§ yolu ve dozu, konvulsan maddenin dozu gibi degiskenlerin deney
sonuglarni biiyiik 6lgiide degistirdigi gozlenmektedir. Yine NO iizerine yapilan aragtirmalar, bu
molekiiliin gesitli 6zellikleri nedeniyle de prokonvulsan ve antikonvulsan rol oynayabilecegini
vurgulamaktadir.

NO yalmzca NMDA reseptorii stimiilasyonuna yamt olarak guanilat siklaza aktive
etmek suretiyle hedef hiicrelerde cGMP'yi arttirmakla kalmaz, aym zamanda NMDA reseptor
kompleksi iizerindeki bir redoks modiilatér bolgeyi ya da NMDA tamma bolgesini inhibe
etmek yoluyla kendi sentezi iizerine negatif feedback etki gosterebilir (102-104). Boyle bir
inhibitor mekanizma NMDA reseptorlerinin agin  stimillasyonunu Onleyerek néronal
eksitasyonun agirt yayilmasim ve buna bagh olarak nérotoksisiteyi engelleyebilir. Primer striatal
néron kiiltiirlerinde NO olusturan ya da NO igeren ajanlann NMDA resept6rii aktivasyonunu
bloke ettifi ve bu yolla NMDA }eseptérﬁ aktivasyonunun rol aldif epileptiform aktiviteyi
etkileyebilecegi gosterilmigtir (69).

Buna kargilik, NO'in guanilat siklazi aktive ederek cGMP olugumunu arttirmast sonucu,
olasilikla glutamatin presinaptik salmm artarak prokonvulsan (60,69,87) ve norotoksik (105)
etkiler meydana gelebili. NMDA reseptorlerinin stimiilasyonu hem NO hem de siiperoksit
anyonu (O;) olugumuna neden olur (55). NO'in O; ile etkilesimi sonucu olusan peroksinitrit
anyonlari spontan olarak sitotoksik hidrojen radikallerine dekompoze olurlar (106, 107). Bu
yolla NO nérotoksik etki gosterebilir. Noroprotektif etkisinden ise antioksidan 6zelligi sorumlu
olabilir (108). Bazal kosullarda, L-Arginine-NO yolaginin striatal dokulari, NMDA reseptori

aracth glutamaterjik tonusa bagh serbest radikal tretiminden korudugu gosterilmistir (106).
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Yine NO'in oksidasyon-rediiksiyon durumuna gére néroprotektif ya da nérodestriiktif etkinlik
gosterebilecegi bildirilmisgtir (105, 109).

Caliymamizda, L-NAME grubu siganlarda L-NAME ve 30 dakika sonra pilokarpin
uygulanmas: sonucunda siganlarda belirgin solunum yetmezligi saptandi ve siganlann gogu
pilokarpinden sonra 1-2 saat iginde oldiller. Bu grupta kisa siireli mortalitenin yiksek
olmasindan bu solunum yetmezli§i sorumlu olabilir. Muskarinik agonistler brons diiz kasinda
kontraksiyona neden olurlar (110). NO'in hayvanlarin havayollarinda potent bir brongial
vazodilatatér oldugu da bilinmektedir (111). Pilokarpinin vazokonstriktér etkisine NO
sentezinin L-NAME ile inhibisyonu sonucu bronglarda gelisen daralmanin eklenmesi, bu
gruptaki sicanlarda geligen solunum yetmezliZi ve yiiksek mortaliteden sorumlu olabilir.

Bu ¢alisma, lityum-pilokarpin ile olugturulan deneysel epilepsi patogenezinde NO'in
roliinil aragtirmak amaciyla planlandi. Calimanin sonuglarina gore, bir endojen NO vericisi
olan L-Arginine siganlari SE'a girmekten korurken, L-NAME nébetler iizerine anlamh bir etki
gostermedi, fakat SE'a baglh mortaliteyi anlamh olarak arttirdi. SE tiim gruplarda belirgin néron
kaybina yol agti, bu kayp ilag verilen gruplarda kontrole gére anlaml olarak fazlaydi. NO'in
epilepsideki roli konusunda birbirine ters diigen birgok galigma olmasi nedeniyle, bu konunun
agikhiga kavusturulabilmesi igin, ¢ok sayida model ve doz ¢ahgmalanna ve SE'da NO yolag

hakkinda molekiiler diizeyde bilgiye gereksinim vardir.
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