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En az 30 dakika boyunca devam eden veya nédbetler
arasi bilincin tam olarak diizelmedigi iki veya daha fazla
tekrarlayan nobetler Status Epileptikus (SE) olarak bili-
nir. Bu ¢alismada iki farkli SE modeli olusturularak,
antiepileptik ilaclardan biri olan Levetirasetam’in
epileptogenez siireci ve kognitif fonksiyonlar iizerine
olan etkilerinin degerlendirilmesi amag¢lanmistir.
Calisma 87 adet, immatiir (21 giinliik) erkek Wistar
sicanlarla baslamis ancak nébet sonrasi ex olan hayvan-
lar ¢ikarildiginda toplam 74 siganla deneyler devam
etmistir. Bu siganlar alti gruba ayrilmistir.
Pentilentetrazol (PTZ) enjeksiyonu ile epilepsi modeli
gelistirilecek gruplara on dakika ara ile 40 mg/kg, 20
mg/kg, 10 mg/kg dozlarda PTZ intraperitoneal olarak
verilmistir. Kainik asit (KA) ile olusturulan nébetlerde
tek doz 10 mg/kg KA intraperitoneal olarak enjekte
edilmistir. Antiepileptik alacak gruplara nébet giiniin-
den baslayarak 14 giin boyunca ip olarak 200 mg/kg
dozunda Levetirasetam (Keppra) verildi. SE olusumun-
dan iki hafta sonra uzamsal 6grenme i¢in Morris su tan-
ki testi, emosyonel 6grenme i¢in yiikseltilmis T labirent
testi, davranmis degisiklikleri icin de agik alan diizenegi
kullanilarak degerlendirmeler yapilmistir. Ayrica beyin
dokusu ¢ikarilarak histopatolojik analizleri ve apoptotik
durumlari degerlendirilmistir.

Acik alan diizeneginde gectikleri kare sayis1 bakimindan
gruplar arasinda anlaml bir fark bulunamamistir. Yiik-
seltilmis T labirent testinde pasif sakinmada gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmus-
tur (p<0.05). Morris su tanki ile yapilan test sonuglarina
gore gruplar arasinda anlaml bir fark bulunamamustir.
Kortekste yapilan histolojik degerlendirmelerde SE ge-
¢iren gruplarda dejenerasyon goézlenmistir. KA ve PTZ
gruplari karsilastirildiginda KA ile olusturulan SE mode-
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ABSTRACT

Status epilepticus (SE) is a recurrent, intermittent or
continuous disease lasting 30 minutes without
regaining consciousness. This study aims to evaluate the
effects of Levetiracetam, one of the antiepileptic drugs,
on epileptogenesis process and cognitive functions by
creating two different status models.

The study started with 87 twenty-one-day-old
immature male Wistar rats, removing the ones dieing
after the seizure, continued with 74 rats divided into six
groups. Pentylenetetrazole (PTZ) was administered
intraperitoneally at 40 mg/kg, 20 mg/kg, 10 mg/kg
doses at ten minutes intervals to the groups in which
the epilepsy model was to be developed by PTZ
injection. In seizures induced by kainic acid (KA), a
single dose of 10 mg/kg KA was injected
intraperitoneally. Levetiracetam (Keppra) at a dose of
200 mg/kg ip for 14 days starting from the day of
seizure was administered to the antiepileptic groups.
Two weeks after SE formation, assessments were made
using Morris water tank test for spatial learning,
elevated T maze test for emotional learning, and open
field area for behavioral changes. Besides, brain tissue
was removed and histopathologic analysis and
apoptotic status were evaluated.

There was no significant difference between the groups
regarding the number of squares passed in the open
field test. A statistically significant difference was found
between the groups in passive avoidance in the elevated
T maze test (p<0.05). according to the results of the test
with Morris water tank, no significant difference was
found between the groups. Histologic evaluations of the
cortex showed degeneration in the SE groups. When KA
and PTZ groups were compared, the damage in the SE
model created with KA was found to be greater than
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lindeki hasarin PTZ grubundan daha biiyiik oldugu goz-
lenmistir. Sonug¢ olarak Levetirasetam, PTZ grubunda
KA grubuna gore daha etkili olmustur ve Levetirasetam
tedavisi sonras1 apoptoz, KA ve PTZ gruplarinda azal-
mistir.

Anahtar Kelimeler: immatiir, kainik asit, 0grenme,
pentilentetrazol, status epileptikus

GIRIS

Uluslararas1 Epilepsi ile Miicadele Birligi (ILEA) 2015
yilinda Status Epileptikus (SE) tanimini gézden gegcire-
rek; ‘SE, ya nobetin sonlandirilmasindan sorumlu meka-
nizmalarin basarisiz olmasi ya da uzun siireli sonuglari
olabilen anormal derecede uzamis nobetlere yol agan
bir mekanizmanin baslatilmasindan kaynaklanan
durum’ seklinde diizenlemistir.! SE’-nin beyin hasari,
6grenme, hafiza ve davranis bozukluklarina sebep olabi-
lecegine dair klinik ve deneysel calismalar yapilmasina
ragmen,2 hastaligin epidemiyolojisi, etiyolojisi ve
progresyonunu degerlendiren c¢alismalar ¢ogunlukla
retrospektiftir ve sinirhidir.3 SE, gelisen beyin i¢in olduk-
¢a zararhdir. Cocuklarda yetiskinlerden daha yaygindir
ve vakalarin yaklasik yarisi iki yas altindaki ¢ocuklarda
goriilmektedir.# SE'nin patofizyolojisini ve sonuglarini
arastirmak icin siklikla hayvan modelleri kullanilmakta-
dir. Hayvan modellerinde olusturulan epileptik nobetler
insanlardakine benzediginden, PTZ (pentilentetrazol)
primer jeneralize nébetleri indiiklemek i¢in kullanilan
en yaygin ajanlardan birisidir.> GABA reseptor antago-
nisti olan PTZ'nin intraperitoneal enjeksiyonu fare, si-
¢an ve maymunlarda davranigsal nobetlere neden ol-
maktadir. Kainik asidin (KA) sistemik veya intraserebral
uygulanmasi akut jeneralize konvulsif duruma ve ndbet
kaynakli beyin hasarina ve artmis nobet duyarlhilifina
neden olmaktadir.6 Bu nobetler insanda temporal lob
epilepsisine benzediginden KA’ya bagh epilepsi, bu ve
diger norolojik hastaliklar i¢cin hayvan modeli olarak
kullanilmaktadir.6”

Levetirasetam (LEV) yaygin olarak kullanilan genis
spektrumlu bir antiepileptik ilactir. LEV'in antiepileptik
mekanizmasi, N-tipi Ca*2? kanallar1 ve presinaptik vezi-
kiillerde norotransmitter salinimi ile iligkili bir protein
olan sinaptik vezikil glikoprotein 2A (SV24) ile iliskili-
dir.8-11 LEV'in, seri nébetlerin ve konvulsif SE’ -nin teda-
visinde etkili oldugu ve iyi tolere edildigi bildirilmistir.
Bu sonuglar siklikla retrospektif ve gozlemsel calisma
verilerine dayanmaktadir. Bu verilere gore SE'nin Kesil-
me oranlart % 44-% 94 arasindadir.!2-16 Bununla birlik-
te, LEV’in ¢ocuk ve yetiskin epilepsi hastalarinda 6gren-
me, bellek ve davranis iizerindeki etkileri hakkinda bil-
giler kisithdir. Bu ¢alismada immatiir hayvanlarda LEV
uygulamasinin epileptogenez siirecinde biligsel ve dav-
ranigsal etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmistir.

GEREC VE YONTEM

Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirmalar
Merkezi'nden (DEKAM) saglanan 21 giinliik (P21) erkek
immatiir Wistar albino tiirti toplam 87 si¢an ile calisma
basladi. Rastgele secilen siganlar alt1 gruba ayrildi. N6-
bet olusturulan gruplardan ex olan hayvanlar sebebiyle

that in the PTZ group. Levetiracetam was found to be
more effective in the PTZ group than in the KA group.
Apoptosis was observed to decrease in KA and PTZ
groups after levetiracetam treatment.

Keywords: Immature, kainic  acid,

pentylenetetrazole, status epilepticus

learning,

calisma 74 sicanla devam ettirildi. Toplamda alt1 grup
olusturuldu. PTZ ile SE olusturulan grup (PTZ, n=9), KA
ile SE olusturulan grup (KA, n=15), PTZ ile SE olusturul-
mus ve LEV alan grup (PTZ+LEV, n=12), KA ile SE olus-
turulmus ve LEV alan grup (KA+LEV, n=9), sadece LEV
alan grup (LEV, n=15), sadece serum fizyolojik alan
grup (SF, n=14). Tim uygulamalar, tniversitenin yerel
etik komitesi tarafindan onaylandi (15.10.2008 tarih ve
08/50 sayili onay). Calisma, 2008 Helsinki Deklarasyo-
nu Prensipleri'nde belirtilen ilkelere uygun olarak ytri-
tilmistir. Hayvanlar, her kafeste dort veya bes tane
olacak sekilde, on iki saat aydinlik-karanlk periyodu-
nun oldugu bir doéngiide, yiyecek ve su kisitlamasi ol-
maksizin 22-24 °C’de bir odaya konuldu. SE olusturula-
cak sicanlara konviilzan olarak PTZ ve KA verildi. PTZ
ile SE olusturulan hayvanlara baslangicta 40 mg/kg, 10
dakika sonra 20mg/kg ve tekrar 10 dakika sonra 10
mg/kg dozunda PTZ intraperitoneal olarak yapildi.1? SE
gerceklesmeyen hayvanlarda 10 dakika ara ile 10 mg/
kg dozunda PTZ enjeksiyonu, sicanlar SE gecirene kadar
tekrarlandi. Tek doz KA uygulamasi (10 mg/kg) ile
KA’ya bagh SE olusturdu.18 SE olarak kabul edilen hay-
vanlar en az 30 dakika nobet gecirdi ve deneye alindi.
Sicanlar ii¢ saat gozlenerek, nobet sonrasi kendine gelen
hayvanlar tekrar kafeslerine yerlestirildi. Anti epileptik
verilecek hayvanlara ndbet giinlinden baslayarak 14
glin boyunca intraperitoneal olarak 200 mg/kg dozunda
Levetirasetam (Keppra 500 mg/kg) enjekte edildi.1® LEV
grubuna 200 mg/kg dozunda LEV, kontrol grubuna da
serum fizyolojik enjekte edildi. Siganlarin nébetlerini
degerlendirmek icin Racine Skalasi kullanildi.20 Buna
gore yanit yoksa Evre 0; yliz ve kulakta segirme hali
Evre 1; viicuda yayilan konvulzif segirme hali Evre 2;
arka ayaklar lizerinde sahlanma hali ya da miyoklonik
jerkler Evre 3; siganin yan pozisyonda diismesine esle-
nik vahsi kosu ve vahsi sicrama hali Evre 4; jeneralize
tonik-klonik veya oliimciil nobet hali ise Evre 5 olarak
degerlendirildi.

Davranis Testleri

On dort glin anti epileptik uygulamasinin sonunda, 15.
giin biitin sicanlar davrans testlerine alindi. Testler
sabah saat 09.00’ da uygulandi. Siganlar ilk olarak agik
alan testine sonra da ytikseltilmis T labirent diizenegine
konuldu. On altinci giin itibariyle dért giin siiresince
Morris su tanki testine alindilar ve yirminci giin final
deneyleri yapildi, sonrasinda derin anestezi altinda
sakrifiye edildiler. Histopatolojik ve apoptoz incelemele-
ri i¢in hizl bir sekilde beyinleri ¢ikarildi ve formaldehite
konuldu.
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Acik Alan Testi

Acik alan diizenegi, kare seklinde (100x100x30 cm 6l-
clilerinde) tabani ve kenarlari plastik, tizeri acik, tabani
cizgilerle 16 esit kareye bolinmiis bir kutudur. Test
esnasinda her bir hayvan tek tek bir kdseden birakildi
ve acik alanda serbestce gezmelerine izin verildi. De-
neyler yapilirken tripot yardimiyla kamera kayitlar
alind1 ve analizde bu kayitlardan faydalanildi. Bes daki-
kalik siire icerisinde siganlarin horizontal diizlemdeki
hareketleri, vertikal diizlemdeki hareketleri (arka
ekstremitelerinde sahlanmasi=rearing), diizenegin or-
tasindan ge¢me sikligl, diizenegin orta ve kenarda yer
alan karelerinde gecirdikleri siire, 6n ekstremiteleriyle
viicudunda meydana getirdigi temizlenme-/-kagsinma
hareketleri (grooming), hi¢ hareket etmeden donma
davranisi (freezing) ve defekasyon sayilar1 degerlendi-
rildi. Deneyler arasinda diizenek alkolle temizlendi.

Yiikseltilmis T labirent Testi (T-Maze)

Yiikseltilmis T labirent ti¢ kollu bir diizenek olup, yer-
den belirli bir yliksekliktedir.2l Bu test yardimiyla
emosyonel 6grenme ve kisa slireli hafiza degerlendiri-
lir.t7 Hayvanlar, ylzleri kapal kol duvarina bakacak
sekilde yukaridan birakildi ve siire tutuldu. Kapal kol-
dan acik kola girdigi ilk an kaydedildi. Ayn1 hayvan tek-
rar yukaridan birakild: ve yine ilk ¢iktig1 zaman kayde-
dildi. Ug kez tekrarlanan denemeler sonunda, hayvan
acik kola cikmadiysa 300 saniye beklenerek deney son-
landirildi.

U¢ denemenin ortalamasinin alindig bu islem sonunda
sican agik kolun bir kenarina konuldu ve sonrasinda
kapali kola girme siiresi (kagma latensi) kaydedildi.
Hayvanin kapal kola girdigi zaman kaydedildi.

Morris Su Tanki Testi

Uzaysal 6grenmenin degerlendirildigi bu testte, tank
100 cm ¢apinda, 32 cm derinliginde olup; deney esna-
sinda tankin yarisi siit tozu ile opaklastirilmis su ile
dolduruldu.22 Tankin igerisine on ¢cm c¢aph silindir sek-
linde kagis platformu konuldu. Suyun sicakligi 26+2 °C
derecede sabitlendi. Tankin etrafina ipucu olmasi i¢in
beyaz, kirmizi, sar1 geometrik desenli panolar asildi.
Sicanlar platformsuz yar1 alanda tankin kenarindan
suya birakildi. Birinci denemede sicanin platformu bul-
masl i¢in iki dakika yiizdiiriilddi, platformu bulamazsa
yardimla platforma alind1 ve 30 saniye burada bekletil-
di.z3 Deneyler otuzar dakika ara ile giinde tg¢ kez yiizdi-
riilerek,toplam dort giin 6grenme periyodu, besinci giin
platformsuz final periyodu olarak yiiriitiildii. Hayvanin
platformu bulma siiresi ve platformlu alanda gecirdigi
stire kaydedildi.

Histolojik Analizler

Deney protokoliinii takiben beyin dokular ¢ikarildi ve

Kanan DD, Erdogan FF, Yay A, Golgeli A

%10 notral formalin icinde 24-48 saat boyunca
fiksasyon yapildi.24 Fiksatifi dokulardan uzaklastirmak
icin 6rnekler musluk suyu altinda yikandi ve rutin pa-
rafin doku protokolii uygulandi. Parafin bloklardan
alman 5 pm’lik kesitler rutin hematoksilen-eozin boya-
ma yontemi ile boyandi. Gruplar arasindaki fark 11k
mikroskobu (BX43, Olympus, Japan) altinda incelene-
rek degerlendirildi.2s

Tunel Boyama Yéntemi

Apoptotik hiicreleri tespit etmek i¢in terminal
transferaz dUTP Nick End Labeling (TUNEL, S7160,
Millipore, MA, USA) boyama yontemi iiretici firmanin
talimatlarina gore uygulandi. Kesitler nemli ortamda
37°C’'de on dakika boyunca 20 pg/ml proteinaz K ile ve
ardindan bir dengeleme tamponu ile muamele edildi.
Terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) ile 37°
C’'de bir saat inkiibasyonun ardindan kesitlere on da-
kika boyunca durdurucu tampon uygulanarak kesitler
PBS ile yikandi. Apoptotik hiicreler floresan atasmanl
mikroskop (Olympus BX43 Tokyo, Japonya) altinda kor
bir gozlemci tarafindan degerlendirildi ve apoptotik
indeks hesaplandi.

istatistiksel Analiz

Parametreler normal dagilim gostermediginden, dav-
ranis testlerinde gruplar arasinda anlaml bir fark olup
olmadig1 Kruskal Wallis testi ile degerlendirildi. An-
lamh bir fark bulunanlarda, farkin kaynagini belirle-
mek amaciyla gruplara Post-hoc testi yapildi. Gruplar
arasindaki farklar ortalama + SD olarak verildi. p<0.05
degeri istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Davramgsal Ozellikler

Enjeksiyon uygulamasindan 30-75 saniye sonra hay-
vanlarda ndbet belirtileri gozlenmeye basladi. Hareket-
lerde hizlanma, kendi etrafinda dénme, gezme ve kok-
lama ndbet belirtileridir. Miyokloni ve sonrasinda ka-
sinma davraniglar1 gézlendi. Absans nobet, absabs son-
rast ac¢ilmalar, kuyruk diklesmesi, biyik miyokloni-
lerinde artis gozlendi. On ekstremitelerde klonus orta-
ya ¢iktl. Ardindan tonik-klonik nébetler gozlendi. PTZ
enjeksiyonu sonucu mortalite %22.2 iken KA enjeksi-
yonuna bagh mortalite %22.6 olarak bulundu.

Davranis Testleri

Acik alan testinde, horizontal diizlemdeki hareketleri
bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark buluna-
mamistir.Sadece KA ve LEV grubu kontrole gére daha
fazla defekasyon sayisina sahiptir ve fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.05) (Tablo 1).
Vertikal diizlemdeki hareketleri, diizenegin ortasindan

Tablo 1. Acik alan diizeneginde defekasyon sayisi bakimindan tiim gruplarin karsilagtiriimasi.

SF PTZ PTZ+LEV KA KA+LEV LEV

n= 14 9 12 15 9 15

Ort. £ SD 0.57+0.85 1.89£2.03 3.42+3.55 2.67+1.84 3.11+2.32 2.73%1.71
Medyan 0.0 2.0 2.0 2.0 2.0 3.0
Minimum 0.0 0.0 0.0 0.0 1.0 0.0
Maksimum 2.0 5.0 11.0 6.0 7.0 5.0
Percentile 25 0.0 0.0 0.5 1.0 1.0 1.0
Percentile 75 1.0 4.0 6.0 4.0 5.0 4.0

p* 0.008

* Kruskal Wallis testinde p<0.05anlamhdir.
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gecme sikligl, diizenegin orta ve kenarda yer alan kare-
lerinde gegirdikleri siire, temizlenme ve donma davrani-
s1 bakimindan gruplar arasinda anlaml bir fark buluna-
mamistir. Defekasyon sayisi bakimindan gruplar arasin-
da anlamh fark bulunmasi ile bu farkin hangi gruplar
arasinda oldugunu degerlendirmek tizere Tamhane testi
uygulanmistir. Bu test sonucunda KA ve LEV gruplari
kontrolden istatistiksel olarak anlaml fark gostermistir
(p<0.05) (Tablo 2).

Yiikseltilmis T labirent testinde kapali kolda gezdikleri
stireler degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistik-
sel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05) (Tablo
3). Yiikseltilmis T labirentte birinci ve ikinci denemede
kapali kolda gecirilen siireler istatistiksel olarak anlaml
iken, lg¢lincii denemede kapali kolda gegirilen stireler
istatistiksel agidan fark géstermemistir. Birinci ve ikinci
denemeye ait farkin da, Tamhane testi sonuglarina gore

KA grubunda oldugu bulunmustur (Tablo 4). A¢ik kolda
gecirdikleri siire acisindan gruplar arasinda anlaml bir
fark bulunamamistir (p>0.05).

Morris su tanki sonuglarina gore ytlizdiirme deneyleri-
nin sadece ikinci giintinde ikinci ytizdiirme denemesin-
de istatistiksel acidan anlamh fark bulunmustur (Tablo
5) ve bu anlamlhlik gésteren grubun da PTZ+LEV grubu
oldugu goézlenmistir (Tablo 6). Final deneyinin yapildig1
besinci giinde de gruplar arasinda anlaml bir fark goz-
lenmemistir (p>0.05).

Histolojik Bulgular

Histokimyasal boyamanin ardindan, beyin korteksi or-
nekleri histopatolojik olarak degerlendirildi. Kontrol
grubunda herhangi bir doku hasar1 goériilmedi, sinirlari
net olmasa da korteksin katmanlar: ayirt edilebildi. N6-
ronlarin ve glial hiicrelerin normal sekillerini koruduk-
lari, ¢ekirdeklerinin belirgin ve 6kromatik oldugu goz-

Tablo 2.Defekasyon sayis1 bakimindan gruplar arasi farklarin gosterilmesi.

Gruplar p
SF PTZ 0.776
PTZ+LEV 0.249
Defekasyon sayis1 KA 0.011*
KA+LEV 0.153
LEV 0.004*

* Tamhane Testinde p<0.05 anlamhdir.

Tablo 3.Yiikseltilmis T labirentte tiim gruplarin gosterdigi davranislar (Tablonun ilk kism1 Tmaze birinci denemede kapali kolda
gecirilen siireye ait verileri, tablonun alt kismi Tmaze ikinci denemede kapali kolda gecirilen siireye ait verileri gostermektedir).

SF PTZ PTZ+LEV KA KA+LEV LEV
n= 14 9 12 15 9 15
Ort. + SD 192.862 184.44+ 24825£90.54  87.33+13328  182.22% 129.93+
135.45 117.77 140.74 125.69
Medyan 300.0 212.0 300.0 7.0 300.0 60.0
Minimum 5.0 6.0 85.0 3.0 11.0 12.0
Maksimum 300.0 300.0 300.0 300.0 300.0 300.0
Percentile 25 11.0 75.0 198.5 3.0 46.0 40.0
Percentile 75 300.0 300.0 300.0 300.0 300.0 300.0
p* 0.013
Ort. £ SD 2825+46.11 260112927  279.25%71.88  151.33%1295  239.44% 206.93%
120.21 122.89
Medyan 300.0 300.0 300.0 95.0 300.0 300.0
Minimum 130.0 24.0 51.0 8.0 21.0 8.0
Maksimum 300.0 300.0 300.0 300.0 300.0 300.0
Percentile 25 300.0 300.0 300.0 30.0 300.0 102.0
Percentile 75 300.0 300.0 300.0 300.0 300.0 300.0
p* 0.030

* Kruskal Wallis testinde p<0.05 anlamlidir.

Tablo 4. Tmaze birinci ve ikinci denemede kapali kolda gegirilen siireler bakimindan gruplarin karsilagtirilmasi.

Gruplar p
Tmaze 1. denemede kapali kolda gegiri- PTZ+LEV PTZ 0.963
len siire (sn) SF 0.979
KA 0.015
KA+LEV 0.984
LEV 0.125
Tmaze 2. denemede kapali kolda gegiri- KA PTZ 0.329
len stire (sn) SF 0.026
PTZ+LEV 0.052
KA+LEV 0.822
LEV 0.983

* Tamhane Testinde p<0.05 anlamhdir.
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Tablo 5. Morris su tankinda ikinci giin ikinci yiizdiirme denemesinde platformu bulma siireleri.

SF PTZ PTZ+LEV KA KA+LEV LEV
n= 14 9 12 15 9 15
Ort. +SD 58.36+47.45  39.67+45.75 28.42+24.03 48.33£28.68 49.56+35.23 24.13+24.61
Medyan 515 21.0 16.5 40.0 41.0 13.0
Minimum 5.0 8.0 6.0 8.0 13.0 2.0
Maksimum 120.0 120.0 80.0 120.0 120.0 81.0
Percentile 25 17.0 12.0 11.0 32.0 19.0 5.0
Percentile 75 120.0 28.0 43.0 62.0 68.0 38.0
p* 0.044

* Kruskal Wallis testinde p<0.05 anlamlidir.

Tablo 6. Morris su tankinda ikinci giin ikinci yiizdiirme denemesinde platformu bulma siirelerinin gruplar arasi karsilastirilmasi.

Gruplar p
2.glin 2.denemede platformu bulma SF PTZ 0.596
siiresi (sn) PTZ+LEV 0.048
KA 0.661
KA+LEV 0.853
LEV 0.05

* Tamhane Testinde p<0.05 anlamhdir.

lendi (Sekil 1).

PTZ ve KA ile olusturulan SE gruplarinda kortekste do-
ku dejenerasyonu tespit edildi. Ozellikle néronlarda
kiigiilme ve piknotik ¢ekirdekler goriildd, ayrica néron
ve glial hiicrelerin sayisinin azaldig tespit edildi (Sekil
1). KA ve PTZ gruplar karsilastirildiginda, KA ile olustu-
rulan SE modelindeki hasarin PTZ grubundan daha fazla
oldugu gozlendi (Sekil 1).

PTZ+LEV grubunda, LEV’in terapotik etkisi gorildd,
doku hasarinin kismen giderildigi tespit edildi (Sekil 1).
Bununla birlikte hem ndronlarda hem de glial hiicreler-
de yapisal bozulma gozlendi. KA+LEV grubunda ise kor-

KONTROL PTZ

KA

teksteki hasarin devam ettigi, hiicrelerde yogun kroma-
tin ve sitoplazma tespit edildi. Bu sonuglara dayanarak
LEV’in, PTZ grubunda KA grubuna gore daha etkili oldu-
gu bulundu.

Apoptozis

Apoptotik hiicreler sayilarak apoptotik indeks belirlendi
(Sekil 2). Buna gore PTZ ve KA gruplarinda apoptotik
hiicrelerin kontrole kiyasla 6nemli 6l¢iide arttigi bulun-
mustur (***p<0.001).

LEV tedavisini takiben, PTZ ve KA gruplarina kiyasla
PTZ + LEV ve KA+LEV gruplarinda apoptoz azalmistir
(**p<0.001). KA+LEV grubunda apoptotik indeks

PTZ+LEV KA+LEV

- v
. .

B s ]

Sekil 1. Beyin korteksinin histopatolojik incelemesi. Hematoksilen-eozin. Oklar hasarh hiicreleri gosterir. Olgek cubuklari: 200 pm
(al,b1,cl,d1, el); 100 um (a2, b2, c2, d2, e2).

L=

Aooptota indeks 4 80

=¥

TE el Ew

Sekil 2. Apoptotik indeks ve apoptotik hiicrelerin dagilimi (a: kontrol, b: PTZ, c: KA, d: PTZ+LEV, e: KA+LEV). Oklar apoptotik hiic-
releri gosterir. Olgek cubuklari: 100 um
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PTZ+LEV grubuna goére daha ytiksek bulundu ancak bu
fark istatistiksel olarak anlamh degildi (Sekil 2).
Apoptotik bulgularin histopatolojik sonuglari destekle-
digi gorildi.

TARTISMA

Epilepside gozlenen anormal néronal aktivite, normal
bilissel ve davranigsal siiregleri de etkilemektedir.26
Konviilsif SE-nin erken sonlandirilmasinin kardiyak ve
solunumsal komplikasyon riskini azalttig1,2’? bdylece
cocuklarin yogun bakim initesine girme riskini
azaltt1g127.28 ve ¢ocuklar arasinda mortalitede azalma ile
iligkili olabilecegi bildirilmistir.29 Konviilsif ve konviilsif
olmayan SE-nin insanlarda beyin hasari, ndro-
goriintilleme yontemleri ve deneysel modellerde néron
kayb ile iliskili olabilecegi bildirilmistir.30 SE-nin erken
durdurulmamasi, geri doniisii olmayan néronal hasar ve
SE-nin metabolik ve solunum bozukluklarinin neden
oldugu komplikasyonlarla iliskili bulunmustur.2931 Tim
bu nedenlerden dolayi, SE-nin patofizyolojisinin aydin-
latilmas1 6nemlidir.

Calismada KA ve KA+LEV gruplar1 kontrole gore daha
hareketli bulunsa da bu sonuglar istatistiksel olarak
anlamli bulunamadi. Eksitator mediatdr glutamatin
analogu olan KA’-nin uyarici etkisi nedeni ile kontrole
kiyasla hareketin artmasi beklenen sonugtur. Matiir ve
immatiir sicanlarda KA-bagimh SE sonrasinda acik alan-
da arastirici/kesif aktivitesinin arttigini1 gosteren calis-
malar bildirilmistir.3233 Sunulan ¢alismada KA grubunda
defekasyon sayisinin digerlerine gore daha ytiksek bu-
lunmasi da destekler niteliktedir.

Yiikseltilmis T labirent deneylerine bakildiginda, KA
alan grubun kapal koldan kontrole kiyasla 6nemli 6l¢ii-
de daha kisa siirede ¢iktig1 gozlenmistir. Buna karsilik
KA+LEV grubunun kapali koldan ¢ikis siireleri kontrol
grubuna benzemektedir. Burada da uyarici nitelikteki
KA’-nin etkileri goézlenirken, tedavi alan grupta daha
sakin yanitlar gozlenmektedir. Sonuglarimizla uyumlu
olarak literatiirde epilepsi tedavisinin ndbetleri azalta-
rak veya durdurarak kognitif performansi olumlu yénde
etkiledigi bildirilmigtir.3435

Morris su tankinda yapilan uzaysal 6grenme testlerinde,
PTZ ve KA alan gruplarin kontrol siganlara gore platfor-
mu daha erken buldugu gozlense de istatistiksel olarak
anlamlilik bulunamamistir. PTZ+LEV grubu, ikinci giin
ikinci ylizdliirme denemesinde kontrol grubundan ista-
tistiksel olarak anlamli bulunmustur. Diger giinlerde
herhangi bir anlamh fark bulunamamistir. Dolayisiyla
buradaki anlamlilik davranissal olarak ¢ok net bir cevap
olusturmamaktadir. Toplamda on ¢ yiizdiirme dene-
mesinden sadece birisinde anlamlilik ¢ikmasi, cevabin
net olarak yorumlanmasimi gii¢lestirmektedir. Genel
olarak Morris su tanki ile yapilan uzaysal 6grenme test
sonuglarina gore, PTZ ve KA ile gerceklestirilen SE- nin
uzaysal 6grenmeyi bozmadigini sdyleyebiliriz.

PTZ verilen SE grubunun acik alan testinde anlamli bir
davranis degisikligi gozlenmemistir. Literatiirde matiir
sicanlarda elektriksel kindling yénteminin36é ve immatiir
ratlarda tekrarlayan PTZ-bagimli ndbetlerin3? agik alan
kesif aktivitesinde herhangi bir degisiklige neden olma-
digi bildiren ¢alismalar mevcuttur. Yapilan bagka bir
calismada PTZ bagimlh SE’'nin, dogal anksiyete tepkileri-
ni inhibe ettigi, kisa vadede hiperaktiviteye ve
disinhibisyona yol a¢tig, fakat davranigsal degisiklikle-

rin genellikle gecici oldugu bildirilmistir.12 PTZ kindling
sonrasl acik alan testinde kesif aktivitesinin azaldigin
gosteren calismalar da mevcuttur.38 Bu kesif aktivitesin-
deki azalmanin anksiyete varligini gosterdigi bildiril-
migstir.38

PTZ ile SE geciren grupta emosyonel 6grenme agisindan
anlamhi  bir farklihlk gozlenmemistir. Literatiirde
lokomotor cevap ve ayaga kalkmada azalmanin,
defekasyonda artmanin sicanlarda emosyonel aktiviteyi
artirdigini  yorumlayan c¢alismalar bulunmaktadir.39
Sunulan ¢alismada PTZ'ye bagh SE olusumunun uzaysal
hafizay1 bozmadig1 gozlenmistir. Literatiirde immatir
hayvanlarda SE sonrasi uzaysal hafiza calismalar1 konu-
sunda yapilan c¢alismalarin sonuglar1 tartismahdir.
Stafstrom ve ark. puberte dncesi (yaklasik 35 giinliik)
statusa maruz kalan hayvanlarda davranigssal ve bilissel
bozulmanin olmadigim1 bildirmislerdir.33 Liu ve ark.
yirmi giinliikken pilokarpin ilestatus olusturulan sigan-
larin Morris su tankinda kontrollerden daha yavas ol-
duklarini ama 6grenme diizeylerinin kontrol grubu ile
benzer oldugunu goézlemislerdir.#® Farkl bir ¢alismada
45 giinliikken status geciren hayvanlarin, tipk: eriskin
donemde gecirilen status gibi, hi¢bir zaman kontrol
grubun seviyesine ulagamadiklar1 bildirilmistir.#! Sag-
likli yetiskin hayvanlarla yapilan ¢alismalarda, SE'nin
uzamsal 6grenme ve hafizada uzun vadeli eksikliklere
sebep oldugu gosterilmistir.42 PTZ kindling modelinde,
Morris su tanki ile yapilan ¢aligmalarda uzaysal 6gren-
me bozuklugu ve davranis degisikliklerinin olustugu
gosterilmistir.43 Bu tartismalara aciklik getirebilmek
icin PTZ ile SE olusturulan hayvanlarda hem akut hem
de kronik dénemde Morris su tanki ¢alismasi yapilmali-
dir. Bizim bulgularimiz akut déneme ait olup, bu model-
de akut donemde uzaysal hafizanin bozulmadig1 yéniin-
dedir. Ayrica beynin maturasyonu ile birlikte SE’nin
siddetinin hipokampusa bagh uzaysal 6grenmeyi bozdu-
gu bilinmektedir. Bu durumu immatur hayvanlarin daha
kolay tolere etmis olabilecegi seklinde yorumlamakta-
yIZ.

LEV preklinik profili agisindan iimit vadeden yeni
antiepileptik ilaclardan biridir. LEV’in seri nobetler ve
konviilsif SE tedavisinde etkili oldugu ve iyi tolere edil-
digi raporlanmis, ayrica agirlikli olarak retrospektif ve
gozlemsel c¢alisma verilerine dayanarak, konvilsif
SE’'nin kesilme oranlar1 %44 ile %94 arasinda bildiril-
mistir.12131516 LEV’in direngli parsiyel ndbetler, juvenil
miyoklonik epilepsi ve jeneralize idiyopatik tonik-klonik
nobet tedavisinde monoterapi ve ek tedavi olarak kulla-
nildig1 ¢alismalar da mevcuttur.16.44

Deneysel modeller kullanilarak, LEV’in odyojenik nébet-
leri azalttigt ve amigdala ateslemesiyle indiiklenen
epileptogenez stirecini geciktirdigi gosterilmistir.4> SE
siiresince LEV uygulamasimin nébet aktivitesinin stiresi-
ni azalttig1 bildirilmistir.46-49 Bununla birlikte, SE sonrasi
doénemde subkronik LEV uygulamasimin epileptogenez
siirecini engellemedigi bildirilmistir.19 LEV’in pilokarpin
ile indiiklenen nobetlere karsi giicli etkinlik gosterdigi
ve ortalama nébet sikligin azalttigini bildiren ¢alisma-
lar da mevcuttur.50-52

LEV ile yapilan ¢alismalarda, gesitli hayvan nébet mo-
dellerinde nébetten koruyucu ve giivenli oldugu goste-
rilmistir.5153  Ayrica, ataksiyojenik yan etki ve
sedasyondan yoksun LEV dozlarinin, kindling hayvan
modellerinde antiepileptojenik etkiler iirettigini goste-
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ren ¢alismalar da mevcuttur.#8 Biitiin bu sonuglar gos-
termektedir ki, LEV sadece epilepsinin semptomatik
tedavisinde kullanilan bir ila¢ degil aym1 zamanda bu
hastaligin dnlenmesinde de kullanilan bir farmakolojik
ajandir. Bu calismada da terapotik etkisini gormekteyiz.
Yapilan histopatolojik degerlendirmelerde KA ve PTZ ile
olusturulan SE gruplarinda kortekste doku dejenerasyo-
nu tespit edilmistir. KA ve PTZ gruplar1 karsilastirildi-
ginda, KA ile olusturulan SE modelindeki hasarin PTZ
grubundan daha fazla oldugu bulundu. PTZ ve PTZ+LEV
gruplan karsilastirildiginda, PTZ+LEV grubunda doku
hasariin kismen giderildigi gézlenmistir. Bu da LEV’in
terapotik etkisini gostermektedir. Ancak LEV, KA gru-
bunda PTZ grubunda oldugu kadar etkili bulunamadji,
KA+LEV grubunda korteksteki hasarin devam ettigi
gozlendi. Sonuc olarak tedavide LEV, KA grubuna gore
PTZ grubunda daha etkili bulundu. Tunel yontemi ile
apoptozis degerlendirilmistir. iki farkl kimyasal madde
ile olusturulan epilepsi modellerinde apoptozise ugra-
yan hiicre sayilar1 karsilastirilmistir. Literatiire bakildi-
ginda genelde hipokampus bolgesinde hiicre 6limiin-
den bahsedilmektedir ancak sunulan ¢alismada deger-
lendirilen bolge kortekstir. PTZ ve KA gruplarinda
apoptotik hiicrelerin kontrol grubuna goére énemli 6l¢ii-
de arttig1 gézlenmistir. PTZ'nin sebep oldugu apoptozis
genellikle PTZ-kindling modellerinde degerlendirilmis-
tir. Rusya’dan bir grup bilim adaminin yaptigi bir ¢alis-
mada tek basina PTZ enjeksiyonunun degil, ancak PTZ-
kindling modelinin siganlarin serebral korteksinde,
hipokampusunde ve serebellumunda kaspaz-3 aktivas-
yonunu uyardig bildirilmektedir.5* Kainik asitle yapilan
bir calismada da, Gastrodia eleta (Orchidaceae) adi veri-
len bir Cin bitkisinin, apoptozisi, mikroglia aktivasyonu-
nu, serbest oksijen radikallerini ve SE'yi azalttig1 ve
zarara karsi koruyucu bir etkisi oldugu bildirilmistir.55
LEV tedavisini takiben PTZ+LEV ve KA+LEV gruplarinda
PTZ ve KA gruplarina goére apoptozun azaldig1 gozlen-
mistir. KA+LEV grubunda apoptotik indeks PTZ+LEV
grubuna gore daha yliksek bulundu. Bu durum literatiir-
le uyumlu olarak PTZ'nin ancak kindling yonteminde
ciddi apoptozise yol acabilecegini gostermektedir. Si-
¢anlara sadece bir giin PTZ uygulamasi kortekste KA'nin
olusturdugu etki kadar biiyiik gériinmemektedir. Ancak
PTZ'nin tekrarlayan dozlar ile bu durum miimkiin ol-
maktadir. Sonu¢ olarak apoptotik bulgular
histopatolojik sonuclar1 desteklemektedir.

SONUC

Bu c¢alisma sonucunda, literatiirde kisith olan immatur
hayvan calismalarina yenisi eklenmistir. Immatur hay-
vanlarda es zamanli olarak hem KA hem de PTZ ile SE
olusturularak, nobet 0Ozelliklerinin karsilastirilmasi
miimkiin olmustur. Levetirasetamin, KA ve PTZ ile SE
geciren immatur hayvanlar tizerindeki etkisi degerlen-
dirilmistir. Tim bu islemlerin ardindan davranis, 6gren-
me ve hafiza testlerinin sonuglar1 degerlendirilmistir.
Bu baglamda literatiire hem KA hem de PTZ ile ndbet
geciren immatur hayvan sonuglar1 eklenmistir. KA ve
PTZ'nin, immatur korteksi tizerindeki etkileri degerlen-
dirilmistir. Bundan sonra yapilacak ¢alismalarda beynin
spesifik bolgeleri degerlendirilebilir. Sonraki ¢alismalar-
da immatur hayvanlarda, Levetirasetamin beynin 6zel-
likle hangi bolgesine etki ettigi arastirilabilir. Daha fazla
hayvan sayisi ile hem akut hem de kronik dénemde ya-
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pilabilecek ¢alisma, Levetirasetam’in tedavisi konusun-
da oldukga net bilgiler verecektir.
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