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OZET

Status epileptikus (SE), 30 dakikadan daha uzun siire tekrarlayan jeneralize
konvulziyonlarla birlikte gocuklarda olduk¢a yaygin bir sekilde goriilen nérolojik bir
hastaliktir ve kontrol edilmediginde, beyinde noronal hasarlar meydana gelir. SE’un
lityum-pilokarpin (Li-Pc) modeli, SE’un patofizyololojik degisiklerini gérmek i¢in
en uygun ve siklikla kullanilan bir modeldir. Cinko (Zn) ve bakir (Cu) gibi iz
elementlerin beyinde azaldigir gosterilirken, IL-6 ve IL-1B gibi proinflamatuvar
sitokinlerin, ndbetlerin olusumunun gerceklestigi beyin bolgelerinde asir1 ekpresyonu
gosterilmigtir.

Bu calismada, lityum-pilokarpinle indiiklenen SE’li sicanlarda propolisin
koruyucu ve tedavi edici etkileri arastirildi. Morris su labirentinde uzamsal bellek
lizerine propolisin etkileri incelendi. iz elementlerin (Zn®* ve Cu?*) ve sitokinlerin
seviyeleri olgiildii.

50 adet Sprague-Dawley cinsi disi sigan 5 gruba ayrildi. Grup 1 (Kontrol),
grup 2 ( oral gavajla deney Oncesi propolis verilen grup+Li-Pc intraperitonal olarak),
grup 3 (Li-Pc +diazepam+propolis), grup 4 (Li-Pc+propolis) ve grup 5 (sadece Li-Pi
intraperitonal, epileptik grup)

Morris su tankinda yapilan uzamsal bellek testinden elde edilen sonuglara
gore, propolis verilen gruplarda (3. ve 4.grup), epileptik grupla karsilastirildiginda
(5.grup), kadranlarda kalis siiresi artarken, platforma olan gecikme siiresi ve
platforma varista katedilen yol istatistiksel olarak anlamli sekilde azald1 (p<0.05).

Epileptik gruptaki siganlarda serum sitokin seviyeleri, kontrol grubu ve
propolis gruplar ile karsilastirildiginda, anlaml sekilde yiliksek bulunurken; epileptik
grupta bakir ve ¢inko seviyelerinin diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde diisiik oldugu saptandi (p<0.05).

Sonuglarimiz, propolisin, ¢ocuklarda SE’nin uzamsal bellekte olusturdugu
norolojik hasari tamir edici bir 6zelliginin oldugunu, bu maddenin SE tedavisinde

koruyucu ve antiepileptik bir ajan olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler:Status epileptikus, propolis, sitokin, uzamsal bellek, sican
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ABSTRACT

Effects of Propolis on Cytokine Levels and Spatial Memory Induced by Lithium

Pilocarpine in the Experimental Status epilepticus Model in the Rats

Status epilepticus (SE), with generalized convulsions recurring for more than
30 minutes, is an extremely common neurological condition seen in children, and if it
is not controlled, neuronal injury occurs in the brain. The lithium-pilokarpine (Li-Pc)
model of SE is the most suitable and frequently used method for pathophysiological
changes of SE. Proinflammatory cytokines such as IL-1p and IL-6 have been shown
to be overexpressed in brain areas of seizure generation, while trace elements such as
zinc (Zn) and copper (Cu) have been shown to decrease in brain.

In this study, neuroprotective and therapeutic effects of propolis in Li-Pc
induced SE in rats were studied. The effect of propolis was examined on spatial
memory in Morris water maze. The levels of trace elements (Zn and Cu) and
cytokine (IL-1p, IL-6 and IL-17) were measuredinrat serum.

50 Sprague-Dawley female rats were divided into five groups (n=10). Group
1(control), group2 (propolis (orally)+Li-Pc i.p.), group 3 Li-Pc+diazepam+propolis),
group 4 (Li-Pc+propolis) and group 5 (Li-Pi i.p alone; epileptic group).

According to the results obtained from the spatial memory in the Morris
water maze test was carried out, in propolis-treated group (3 and Group 4), compared
epileptic group (Group 5), increased length of stay in the quadrant, latency and
distance from platform, which decreased in a statistically significantly. Serum
cytokine levels in epileptic rats compared with the control group and propolis groups,
significantly higher and; copper and zinc levels in epileptic group were found to be
significantly lower than the other groups.

Our results, propolis, where children create your spatial memory is a feature
of neurological damage repair agent, reveals the substance can be used as a

protective and antiepileptic agent in the treatment of SE.

Keywords:Status epilepticus, propolis, cytokine, spatial memory, rat
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1. GIRIS

Epilepsi, diinyada %]1 prevalansa sahip oldugu ongoriilen, yaygin ve ciddi
norolojik bir hastaliktir. Epilepsi insidansinin ¢ocukluk caginda ve yaslilikta en
yiiksek diizeyde oldugu gozlemlenirken, erken erigkinlikte daha diisiik diizeyde
oldugu gozlemlenmistir (1).Diinyada yaklasik 50 milyon epilepsi hastasinin oldugu
ve bunlarin %20 - %30 unun mevcut antiepileptik ilaglarla kontrol altina alinamayan
nobetler gecirdikleri bilinmektedir (1,2).

Status epileptikus (SE), epileptik tek nobet aktivitesinin 30 dakikadan daha
uzun slirmesi durumunda ortaya cikmaktadir. SE’a, 6zellikle ¢ocuklarda ¢ok sik
rastlanmaktadir. SE, gerek hayati tehdit etmesi, gerekse ciddi ndrolojik hasarlar
olusturmasi nedeniyle hizla taninip tedavi edilmesi gereken bir hastaliktir.

Epilepsinin altinda yatan mekanizma tam olarak anlasilamamakla birlikte, bu
konuda ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir. Calismalarda sitokinlerin néronal 6liimii
tetikledigi ve oOzellikle limbik sistemi etkileyerek hipereksitabiliteye neden oldugu
gosterilmistir (3). Proenflamatuvar sitokinler olan IL-1B, IL-6 ve IL-17 gibi
sitokinlerin enfeksiyon sirasinda akut-faz reaksiyonuna katilip, termoregiilator
merkezdeki prostaglandinlerin sentezini uyararak atese de neden olduklari ortaya
konulmustur (3,4).Ancak SE’da sitokin seviyelerinin degisimi hakkindaki ¢aligsmalar
sinirh sayidadir (4).

Propolis, bal arilarindan elde edilen reginemsi bir madde olup; anti-
mikrobial, anti-oksidan ve anti-tiimor 6zelliklerinin oldugu bilinmektedir. Yapilan
calismalarda, anti-oksidan Ozelligi olan propolisin, beyni c¢esitli néron kaynaklh
hastaliklardan korudugu gosterilmistir (5,6). Bu bulgular propolisin SE {izerinde de
koruyucu ve tedavi edici 6nemli etkilere sahip olabilecegini diislindiirmektedir.

SE’un tekrarlayan ndbetler nedeniyle ¢ocuklarda psiko-sosyal ve noronal
gelisimi olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir (6,7,8). Bu durum 6grenme giigliigii

ve hafizanin gerilemesi gibi giicliikleri de beraberinde getirmektedir.



Tim canlilarda hiicrelerin proliferasyonu igin dengeli beslenmenin yaninda
vitaminlere ve eser elementlere de gereksinim oldugu bilinmektedir (9).Ozellikle 6
ay- 5 yas arast cocuklarda goriilen febril konviilsiyonlarda (FK), ¢inko (Zn?*
diizeylerinin diisiik oldugundan bahsedilmistir (10). Buna ilaveten, FK gegciren
cocuklar ile atesli ama FK gegirmeyen ¢ocuklarm, serum ve BOS Zn?* diizeyleri
diisiik bulunmustur ( 11,12,13).

Cinko (Cu), viicutta en yaygin bulunan ikinci eser elementtir ve memeli
beyninde yiiksek miktarda bulunur (14). Yapilan calismalarda viicut atesinin
yiikselmesinin Cu?* konsantrasyonunda azalmaya yol acarak, inhibitor bir
norotransmitter olan GABA {iretiminde aksamaya yol actigi, bu durumun da FK’u
tetikledigi savunulmustur (15,16).

Zn?*’nun bir diger fonksiyonu hipokampus ve amigdaladaki sinapslarn
gelisimini destekleyerek, 6grenme ve Ozellikle uzaysal bellegin olusumuna katkida
bulunmaktir (17,18,19). Dube CM ve arkadaslari, 21 giinlik Sprague-Dawley
sicanlara deneysel FK olusturmuslar ve 90 giin sonra Morris su tankinda 6grenme ve
bellegi test etmiglerdir. Testin sonunda 6grenme ve bellek fonksiyonlarinin azaldigini
gostermisler, buna ilaveten FK gegiren ¢ocuklarda zihinsel gelisimin olumsuz yonde
etkilendigini agiklamislardir (19).

Bu calismada amag, cocukluk caglarinda yaygin olarak goriilen status
epileptikusun cocuklarda uzamsal bellegi nasil etkiledigini, ¢esitli fonksiyonlarmn
isleyisinde onemli ve diizenleyici etkileri saptanan propolis maddesinin, epileptik
stirecte tedaviedici ya da koruyucu etkisinin olup olmadigini; ayrica status
epileptikusun sitokin ve iz elementlerden olan bakir ve ¢inko seviyelerindeki

degisimleri saptamaktir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Epilepsi

Epilepsi, tiim kortekste (jeneralize epilepsiler) ya da lokalize beyin
bolgelerindeki (parsiyel epilepsiler sinir hiicrelerinin asir1 uyarimi (hipereksitabilite)
sonucu istemsiz olaraktekrarlayan nobetlerle karakterize bir bozukluktur ( Sekill).

Uluslararas1 Epilepsiyle Savas Dernegi (International League Against
Epilepsy-ILAE) epileptik bir nobeti “beyindeki asir1 veya senkronndronal aktiviteden
kaynaklanan gecici semptomlar” olarak tanimlanmaktadir(21).Epilepsi, primer
olarak beynin tespit edilebilen bir hasar1 veya risk faktdriiolmadan ortaya ¢ikabildigi
gibi (primer epilepsiler), altta yatan baska norolojik, sistemik, metabolik, toksik veya

travmatik nedenlerle sekonder olarak gelisebilir (semptomatikepilepsiler) (22).

Anatomy of the Brain

Limbic System
Balioa C;ngulgge‘ )

gijrt_xs

Medulla

Parahippocampal
oblongata \ gyrus

Sekil 1.Beyin anatomisi (20).



Epilepsidiinya niifusunun % 1’ini etkilemektedirve ciddi 6lim oranlarina
sahiptir. Tiirkiye'deise 700.000 epilepsi hastasi oldugu tahmin edilmektedir. Epilepsi
hastalarmin yaklagikiigte biri mevcut medikal tedavilere cevap vermemektedir
(23,24).

Farkli antiepileptikilaglar cevap yanitlarina bagli olarak hastalarda denenmek
zorunda kalinmakta ve cevap alinan vakalarda da ilag tedavisi, ndbetleri semptomatik
olarak engelleyebilmektedir. Mevcut antiepileptojenik ilaglarin epilepsiye neden olan
beyin anormalliklerini diizeltebilecegi ya da epilepsinin dogal gelisimini
degistirebilecegine dair yeterli bir kanit yoktur. Dolayisiyla epileptogenezi
engelleyen veya hiicresel ve molekiiler mekanizmalar1 tersine ¢eviren
(antiepileptojenik aktiviteye sahip) yeni tedavi yaklagimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir
(24,25,26).Bu tedavilerin gelistirilmesi ise epileptogenezi sekillendiren biyolojik
stireclerin daha iyi anlasilmasiyla gerceklesebilir (26,27). Ayrica epileptogeneze
yatkinlik durumunda bireysel farkliliklarin olmasi kisiye 6zgii tedavi yaklagimlarina
da gerek oldugunu gostermektedir.

Epilepsi, genetikve / veya gevresel etkenlere bagli bir bozukluktur (28). Cok
sayida hastalik epilepsiyeneden olabilir ancak epilepsi hastalarinin % 50’den
fazlasinda belirginbir nedenbulunamamaktadir ve bu vakalar “idiyopatik epilepsi
hastalar’” olarak adlandirilmaktadir. Idiyopatik epilepsilerin patogenezi hala
bilinmemekle beraber, bu vakalarin % 80’i ilagla kontrol edilmekte, geriye kalan
%20’ de ise ilaca direncli epilepsi gelismektedir( 29). Epilepsi tiim yasam boyunca
siirebilir.Bu nedenle epilepsi hastalari, yasam boyu siiren ila¢ tedavisine ihtiyag

duyabilirler (30).



2.1.1. Epilepsi simiflandirmasi

Insanlik tarihi kadar eski olan ve Hipokrat zamanindan beri bilinen epilepsi
hastaligininsiniflandirilmasi, antik ¢aglardan beri ugrasilan konulardan biridir.
19.yy’in sonlarinda siniflandirma, olgularin yas, cinsiyet, ndbet ozellikleri ile
sinirliyken, 20.yy’1n ikinci yarisindan sonra EEG ve diger goriintiileme olanaklarinin
artmasiyla, 21.yy’da ise insan genom ¢aligmalar1 ve teknolojik gelismelerin 1s18inda
daha detayli hale gelmistir (31).0lk olarak 1964 yilinda uluslararasiepilepsi
uzmanlarinin bir araya gelmesiyle, epileptik nobetleri siniflandirma g¢alismalari
baslamistir (31,32).

Mevcut bilgiler ve EEG degisikliklerine gore epileptik ndbetler basitge;
jeneralize nobetler (tonik klonik, miyoklonik, absans), parsiyel nobetler (basit
parsiyel.kompleks parsiyel ) ve siniflandirilamayan nébetler (uykuda olusan tonik
kloniknobetler) olarak ayrilmistir (32).

Beyin korteksinin sinirlibir alanindan kaynaklanan ndbetler parsiyel; ndbetin
baslangicindan itibaren ayni anda vesimetrik olarak tiim kortekse yayilan nobetler ise
jeneralize ndbetler olarakadlandirilmaktadir. Parsiyel nobetin epileptik aktivitesinin
yayilarak tiim korteksitutmasiyla da sekonder jeneralize ndbetler ortaya ¢ikar.

Kompleks parsiyel ndbetler baslangigta veya sonradan biling bozulmasi ve az
cok belirgin, nobetten hemen sonra bellek bozulmasi ile nitelenir. Genellikle
baslangigta ya da sonradan temporal veye frontal lobu tutar. Jeneralize ndbetlerde
biling bozuklugu, simetrik bulgular ve EEG’de her iki hemisferde bilateral senkron
desarj vardi.

“International League Against Epilepsy” (ILAE), ilk olarak 1970 te
epileptik ndbetler veepilepsi siniflarin1 olusturmustur. Uzun yillar siiren ¢alismalari
sonucunda 1981 yilindaepileptik nobetlerin  klinik ve elektroensefalografik

siiflamasi yapilmistir ( Tablo 1).



Tablo 1. Epileptik ndbetlerin siniflandirilmasi-ILAE 1981 (33).

I. Parsiyel Nobetler:

A. Basit Parsiyel Nobetler(biling tutulumu yok)

1. Motor semptomlu

2. Duyumsal ya da duyusal semptomlu

3. Otonomik semptomlu

4. Psisik semptomlu

B. Kompleks Parsiyel Nobetler(biling tutulumu var)

1. Baslangici basit parsiyel olup sonradan biling tutulumu olanlar

2. Biling tutulmasi ile baglayanlar

C. Sekonder Jeneralizasyon Gosteren Parsiyel Nobetler

II. Jeneralize Nobetler:

A. Absans Nobetleri

1. Tipik absans

2. Atipik absans

B. Miyoklonik Nobetler

C. Klonik Nobetler

D. Tonik Nobetler

E. Tonik-Klonik Nobetler

F. Atonik Nobetler

ITI1.Simflandirilamayan Nobetler




Epilepsi ve epileptik sendromlar; ndbet tipi, etyolojisi, ndbeti uyaran
faktorler, baslangic yasi, tedavi secimi gibi faktorleri de kapsayacak sekilde 1989
yeniden diizenlenmistir (Tablo 2). Bu siniflama tiim diinyada genel kabul gérmiis ve

epileptik sendromlarin tanimlanmasinda ortak bir dil olusumunu saglamistir (33,34).

Tablo 2.Epileptik nobetlerin siniflandirilmasi-ILAE 1989 (34).

Epileptik Nobetlerin Siniflandirilmasi

I. Parsiyel (lokal-kismi) epilepsi

1. Jeneralize epilepsi

1.Basit 1.Petit-mal (absans)
a.Motor 2.Grand-mal (tonik-klonik)
b.Duyu 3.Miyoklonik
¢.Duyu-motor 4.Tonik
d.Otonomik-viseral 5.Klonik

e.Kognitif 6.Atonik

2.Kompleks (psikomotor)

I11. idiyopatik epilepsi

3.Sekonder jeneralize




2.1.2. Epilepsi epidemiyolojisi

Epilepsi ile ilgili epidemiyolojik ¢alismalar, hastaligin tiim diinyada yaygin
bir sekilde goriildiigiinii ve higbir etnik fark, cinsiyet ayrimi ve yas siiri
tanimadigin1 gostermektedir. Ancak epilepsi epidemiyolojisi ile ilgili ¢alismalardan
elde edilen sonuglar biliylik farkliliklar gosterebilmektedir (35). Bu farkliliklarin
iilkeler, bolgeler arasinda olabildigi kadar, ayni lilkede farkli bolgelerde de izlenmesi
dikkat ¢ekicidir. Farkli metodolojiler ile yapilan c¢alismalar bu farkliliklarin
olusmasindan sorumlu olabilir. Ancak gelismekte olan iilkelerde ayni metodu
kullanarak yapilan bir takim ¢alismalarda da sonuglarin farklilik géstermesi, ¢evresel
ve genetik etkilere bagli olarak epilepsi goriilme sikliginin etkilendigini
diistindiirtmektedir (36,37,38). Gelismis tilkelerdeki epilepsi insidans1 40-70/100 000
olup, gelismekte olan tilkelerde 100-190/100 000 oranindadir (39,40,41).

Dogumdan 20 yasina kadar olan zaman diliminde epilepsinin ortaya ¢ikma
riski yaklasik %1 civarinda olup, bu oran 75 yasinda %3’e kadar cikar. Yani
epilepsinin insidansi hayatin ilk 20 yil1 icinde ve 65 yasindan sonra iki kez pik yapar
(41,42). Epilepsi, ¢ocuklarda erigkinlerden daha sik olarak goriiliir. Biitiin nobetlerin
yaklasik %75’ine 20 yas altinda rastlanir. En yiliksek insidans ise 10 yas altindadir
(43).

Epilepsi tipleri i¢inde parsiyel ndbetler, sekonder jeneralizasyon olsun ya da
olmasin en sik rastlanan nobet tipidir. Parsiyel nobetleri, jeneralize tonik-klonik
nobetler izler. Bunun disindaki nobet tipleri olan absans, tonik, atonik ve miyoklonik

ise daha seyrek goriilen nobetlerdir (40).



2.1.3. Epilepsinin fonksiyonel anatomisi

Fonksiyonel anatomi nobetlerin dogdugu ve yayildigi fiziksel ve fizyolojik
durumlar iginkullanilan bir terimdir. Bu terim nobetlerin baslamasinda daha
karmagik yolaklarin var olabilecegini ve ndbetlerin gelisiminde farkli beyin
bolgelerinin belirli roller oynadigi olabilecegini ve ndbetlerin gelisiminde farkl
beyin bolgelerinin belirli roller oynadigi Onermesini igermektedir. Bertram,
derlemesinde jeneralize epilepsilerdeki ve limbik epilepsilerdeki olast nodronal
yolaklara iliskin hipotezleri detayli bir sekilde ele almistir (65).

Epileptik nobetlerin fonksiyonel anatomisi nobet tipiyle yakindan iligkilidir;
bazi nobetler igin baslangi¢ evrelerinde kritik olan ve gerektiginde cerrahi
miidahalede hedef olarak segilen tek bir nobet odagindan bahsedilebildigi gibi,
birden fazla bolgenin de sorumlu olabildigi nobet sekilleri bilinmektedir (65). Diger
bir ifadeyle birnobet odagindan bahsedildiginde nobetin basladigi yer ve cerrahi
miidahale icin hedefolarak sec¢ilen yer ifade edilir ancak ndbet fonksiyonel
anatomisine gore ndbetlerin ilkbaslangi¢ basamaklarinda kritik rol oynayan
muhtemel baska bolgeler de vardir. Nobetodagini harekete gegiren ya da izin veren
noromodiilator girdiler oldugu diistiniilmektedir. Nobet odagi girdileri ndbet
gelisiminde anahtar role sahiptir, elektrografik nobetaktivitesine direkt olarak
katilmasalar da fonksiyonel anatominin Onemli birer bileseniolabilirler. Bu
noromodiilator subkortikal yapilar heniliz varsayimdir ve ndbetlerinfonksiyonel
anatomisinin daha iyi anlasilmasinda iizerinde c¢ok calisilan konulariicermektedir

(65).
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Jeneralize epilepsiler grubunda bulunan absans epilepsilerde nébetler izole
ndronlar yerine lokal ve farkli ndron topluluklarinda/dongiilerinde meydana gelir
(Sekil 2).Bu sonugNottidge ve arkadaslaritarafindan net olarak tanimlanmis, korteks
ve talamus arasindakidongiisel etkilesimler olmadan absans nébetlerin diken dalga
desarjlarinin (DDD) olusmayacagi gosterilmistir (36). Bir seri ¢galismada DDD’ lerin
talamokortikal dongiiyedayandig1 ve her bir bilesenin desarjlarda ayri rollere sahip
oldugu belirtilmistir. Kortekseksitator girdiyi saglar; talamik ¢ekirdek ise bu girdiyi
iktal desarja organize eder. Her iki bilesen de var olmalidir; eger biri inaktif
durumdaysa ya da yoksa, nobetler olusmayacaktir. Bu dongiisel iliskiler pek ¢ok
aragtirmada  bildirilmistir ve ayrica spontan diken dalgadesarjlart hayvan

modellerinde de gosterilmistir (66,67,68).

|mmmmmms=ee--- 1 EEG: SWDs

Cgrte;\c
¢
>
A

ILTN

Thalamus

specific thalamo-cortical network

Sekil 2. Talamokortikal (TC) ritimdeki anormaldoniisiimler. ILTN:intralaminar
talamik nukleus, NRT: Nucleus reticularis, LGN: Lateral genikiilat nukleus (67).
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2.1.4. Epilepsi fizyopatolojisi

Beynin fonksiyonel aktivitesi uyarilma ve inhibisyon arasindaki karsilikli bir
etkilesimin sonucunda ortaya ¢ikar. Noronal agdaki senkronizasyonun uyari ve
inhibisyon arasindaki bir denge ile gelisen sinaptik aktiviteye bagimli olduguna
inanilmaktadir (44,45). Noronal elektriksel aktivitenin baglica glutamat ve gama
amino biitirik asit (GABA) olmak iizere bircok noérotransmitter veya néromodiilator
tarafindan diizenlendigi ve bu diizenleyici maddelerin iyon kanallar1 ve metabotropik
reseptoOrler iizerine etki yaparak, basta noronal uyarilabilirlik ve inhibisyon olmak

tizere bir¢ok noronal aktiviteyi degistirebildigi bilinmektedir (46, Sekil 3).

LUTAMAT

T

N

Sekil 3. GABA ve glutamat aktivitesiyle inhibisyon ve eksitasyonun ortayacikisi(46).
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Noronal inhibisyon ve uyarilma arasindaki denge, inhibisyondan ziyade
uyarilma lehine degistigi zaman, néronal devredeki senkronize patlama aktivitesinin
ortaya ¢ikmasinda kritik bir rol oynar (47; Sekil4). Ayn1 zamanda, uyarici ve inhibe
edici sinapslar arasindaki dengesizligin piramidal noronlardaki patlama aktivitesinin
yaratilmasinda Onemli oldugu disiliniilmektedir. Noronal agdaki senkronize

ateslemenin insanda ve hayvan modellerinde epileptik ndbetler ile karakterize oldugu
bilinir (46,48).

EKSITASYON/INHIBISYON DENGESI

OLIM KOMA UYKU UYANIKLIK EPILEPSI OLim
© 6
(@)
N\ ~ J
INHIBISYON FAZLA INHIBISYON AZ

DENGE

Sekil 4.Noronal inhibisyon ve eksitasyon arasindaki denge durumu (47).
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Epilepsidegesitlifizyopatolojik mekanizmalar tanimlanmakla birlikte, bazi
epileptik sendromlarda genetik faktorlerin rolii gdsterilmistir. Ornegin gen
mutasyonlari, anormal iyonik kanal fonksiyonlarina yol acabilmekte ve anormal ag
baglantilarina neden olabilmektedir (49). Fakat monogenetik kalitim ornegi
gosterenler,(otozomal X’e bagli, mitokondrial) hari¢ tutulursa; genetik analizler,
fenotipik (ayn1 mutasyonun farkli klinik sendromlara neden olmasi) heterojenitenin
ise karigmasi nedeniyle, epileptik sendromlarin kalitim o6zelliklerini agiklamakta
cogu kez yetersiz kalmaktadir. Bir ¢ok epileptik durum i¢in kompleks veya poligenik
kalittim s6z konusudur. Tek gen epilepsilerinin ¢ogu, ndronal iyon kanallarimi
kodlayan genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (50,51).1yon kanallarindaki
mutasyonlar eksitatér ve inhibitér norotransmisyonun etkinliginin degismesine yol
acmakta; bunun sonucunda eksitator norotransmisyonun artmasina ya da inhibitor
fonksiyonun kaybina neden olmaktadir (52).

Epilepsili kisilerin beyinlerinde genellikle hipokampus piramidal hiicrelerin
CA1l, CAS3 noronlar1 ve belki CA2, CA4 noronlarinin “pacemaker” merkezler
olabilecegi kabul edilmektedir (53). Bu nedenle arastirmalar, hipokampal kesitlerin
bu bolgelerinde yogunlagmistir. Ayrica epileptik ndbetlerde hormon degisikliklerine
bakildiginda  nobetlerin  siddetlendigi  donemde  prolaktin ~ (PRL) ve
adrenokortikotropik hormon (ACTH) salgilanmasinda anlamli artis bulunmustur.
Status epileptikusta PRL diizeyi genellikle yiikselir (63). Muhtemelen status
sirasindaki azalmis ndbet aktivitesi, PRL seviyesinin diigmesine neden olmaktadir.
Bu etki ayn1 zamanda ardigik meydana gelen nobetlerde de gozlenebilir. Temporal
loblardan kaynaklanan siirekli eksitasyonlar, anterior hipofizi regiile eden
ventromedial hipotalamus iizerinden nébetlerin frekans ve yogunlugunu arttirdiginm
da diigiindiirmektedir (54).

Yukarida sozii edilen birgok faktor CALl, CA3 gibi noronlar1 “pacemaker”
yapmaktadir. Epileptik desarjlar hiicrenin biyoelektrik desarjlarinin  anomalisi
olduguna gore, hiicre membranindaki potansiyelin devami ve potansiyelin
yayllmasinda rol oynayan kimyasal ve hormonal ileticilerin de epileptojenik

aktivitede rol oynamasi olasidir.
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Ote yandan bilinen en 6nemli inhibitdr norotransmitter olan GABA’nin
eksikligi, epileptik ndbetlerin patogenezinden énemli 6l¢iide sorumlu tutulmaktadir.
GABA, bu etkisini GABAA ve GABAg reseptorleri araciligiyla gergeklestirir.
GABAA reseptorleri pentamerik yapidadir ve gesitli alt birimlerin, alt tiplerinden
(al-a6, B1-B3, y1-y3, 8, €, w, 0 ve pl-p3) olusmaktadir (51). GABA’nin GABAA
reseptoriine baglanmasi, klor iyonunun (CI") hiicre igine girmesine izin verir. Bu da
noronal elektriksel aktivitenin hizli bir sekilde inhibisyonunu saglar (55).

GABA’nin GABAB reseptoriine baglanmasi ise potasyum (K*) iyonu gegisini
arttirir, kalsiyum (Ca?") iyon girisini azaltir ve diger ndrotransmitterlerin presinaptik
salinimini inhibe eder (56). GABAA iletimindeki azalmanin in vitro ortamda memeli
neokorteksinde (beyin hemisferinin en dis tabakasi) epileptiform aktiviteye neden
oldugu cesitli arastirmalarla gdsterilmistir. Ayrica, epilepsi gelisimi esnasinda
anormal GABAA reseptorlerinin  asir1 eksprese oldugu bulunmustur. GABAg
reseptorleri primer jeneralize epilepsiler ile iliskilendirilirken, fokal epilepsilerdeki
rolleri tartismalidir. GABAg reseptorlerinin blokaji, in vivoda odyojenik (ses ile
tetiklenen) ndbetlere duyarli siganlarda nobetlerin olusumunu kolaylastirmaktadir.
Bununla birlikte GABAg agonisti olan baklofenin prokonvulzan 6zelligi (konvulsif
etki yaratan) de gosterilmistir (57).

Sekonder epilepsi sendromlarinda, glutamerjik sistem &nemli bir yer
tutmaktadir. Bircok epilepsi c¢esidinin asir1  glutamerjik  sinaptik  iletim
bozuklugundan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (57,58). Glutamat, GABA’nin
aksine beyindeki en onemli eksitatér norotransmitterlerden biridir (59). Glutamat,
etkilerini NMDA (N-metil-D-aspartat), AMPA (o-amino-3- hidroksi-5-metil-4-
isoxazol propionat) ve kainat reseptorleri olmak tizere 3 farkli reseptor alt tipiyle
saglamaktadir ( Sekil 5).
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Metabotropik veya iyonotropik glutamat reseptor agonistlerinin, beyin
kesitlerinde, konvulsif ve nonkonvulsif nobetlere neden oldugu bildirilmektedir.
Buna ilaveten hayvan modellerinde de, asir1 glutamaterjik aktivitenin belirtisi olan
nobet aktivitesi ile iligkili olarak, glutamat ve aspartat diizeylerinin arttig

gosterilmistir (58).

Presynaptic neuron
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Sekil 5. Glutamat reseptorleri ve sinaptik plastisite (60).

Temporal lob yapilari; 6zellikle hipokampus, amigdala ve piriform korteks,
nobet olusturan veya epileptogenezi tetikleyen, beyin hasarina en duyarli yapilardir
(61).
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Hipokampal dilimlerde muskarinik asetilkolin  (ACh) reseptorlerinin
aktivasyonunun, senkronize ndronal bosalimlar olusturdugu gosterilmistir (61,62).
Nikotinik ACh reseptor aktivasyonunun hem eksitator hem de inhibitér modiilatorleri
etkileyebilecegi One siiriilmektedir. Norokimyasal bulgular, presinaptik ACh
reseptorlerinin - aktivasyonunu  asetilkolin,  GABA ve glutamat gibi
ndrotransmitterlerin salinimini arttiracagini géstermektedir (62).

Biyojenik aminlerin de epileptik nobetlerin patogenezinde 6nemli oldugu,
katekolaminlerin antikonvulzan etki gosterdigi bilinmektedir. Alfa, beta adrenerjik
reseptorlerin bloke edilmesi, nobet esigini diisiirmektedir. Siklik niikleotidlerden
siklik adenozin mono fosfat (CAMP ) artisinin nobetleri Onledigi, siklik guanozin
mono fosfat (¢cGMP ) artisinin nobetleri baslattigi, adenozin ve biyojenik aminlerin
ise MSS’nde cCAMP diizeyini yiikselterek, inhibitor etki gosterdikleri bilinmektedir.
ACh ise guanil siklaz1 aktive ederek veya Na*-K* gegisini etkileyerek depolarizasyon
olusturmaktadir. Burada Na*™-K* pompasimin onemi de karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
pompanin hiicre ici Na*- Ca?* miktarini diizenledigi bilinmektedir. Hiicre ici Ca®*
miktar1 artig1 ise ndrotransmitter salinimini ve sinaptik iletiyi bozmaktadir (62,63).
Hiicre ici Ca?* artig1, hiicre hasarinin en &nemli gostergesidir. Nitekim epileptik
ndbetlerin  olusumunda beynin en Onemli pacemaker merkezi kabul edilen
hipokampus CA3 piramidal hiicrelerinde smirli Ca?* artisinin NMDA reseptérlerinin
aktivasyonuna neden oldugu ve Mg’un da bu reseptorler iizerinde Ca?* gegisini
modiile ettigi de cesitli arastirmalarda rapor edilmistir. Bu asamada giiglii bir
membran stabilizatdrii olan Mg un 6nemini vurgulamak gerekir.

Mg?*, cesitli ATPazlarin aktivatdriidiir. Giiglii epileptojenik ajanlarmn
katabolizmas1 i¢in gerekli taurinin hiicre i¢ine almmasmi arttirir. Iki ana siklik
niikleotid olan “ikincil haberci” cAMP ve cGMP olusumu iizerinde de etkilidir.
Siklik niikleotidlerin oran1 (cAMP/cGMP), Mg eksikliginde azalir. Ozellikle
hipokampusta cGMP'de predominant bir artis olmaktadir (64). Tiim bunlar dikkate
alindiginda epileptik nobet olusumunda Mg?* eksikligi bircok olay1 aktiflemesi

acisindan goz ardi edilmemelidir.
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Son yillarda sitokinlerin, febril konvulziyonlarin (FK) patogenezindeki rolii
tizerinde durulmaktadir. Viral ve bakteriyel enfeksiyonlarda, genetik yatkinligi olan
cocuklarda yasa bagimli konvulziyon duyarliliginin tetiklendigi ileri siirtilmektedir.
Proenflamatuvar sitokinler ( IL-1pB, IL-6, TNF-a, IL-17 gibi) enfeksiyon sirasinda
akut faz reaksiyonuna katilarak hipotalamik reseptorlerle, termoregiilator merkezdeki
prostaglandinlerin sentezini uyararak atese neden olmaktadir (3).

FK’lu ¢ocuklarda serum IL-1B’nin yiiksek oldugu bildirilmektedir.
Patogenezde serum IL-1B’nin yiiksekliginin inflamasyon ya da eksitasyon sirasinda
norotransmitterleri modiile ederek, genetik yatkinligi olan ve atesle birlikte
konvulziyon duyarlilig1 artan kiigiik ¢ocuklarda FK olusumunu kolaylastirdig ileri
stiriilmektedir (4). Epileptik aktivite olusumundan anlagilacag: iizere, tek bir neden
sorumlu tutulamaz. Bu durumun olusmasinda bir¢ok faktor etkilidir.

TLE’nin bulundugu lokalizasyona bagli epilepsilerde, kortikal-subkortikal
dongii iliskilerijeneralize epilepsilerdeki kadar detayli incelenmemistir. Bu grup
epilepsiler ilk olarakkortikal-limbik yapilarla iligkili bir bozukluk olarak
nitelendirilmis ancak yeni ¢aligmalartalamusunburada da kritik bir rol oynadigini
onermektedir (68).TLE’lerde (daha yaygin kullanimiyla limbik epilepsilerde)
talamusun katilimini1 6nerengalismalar artmaktadir (69,70,71,72,73)

Sonug olarak, talamik cekirdekle limbikkorteksin secilen bolgeleri arasinda
potansiyel ndbet dongiisii icin bir baglantibulunmaktadir. Bertram, limbik nobete
neden olan birden fazla bagimsiz jeneratoriinvar olabilecegini 6ne siirmiistiir. Bu
hipotezin acilimi sudur: Her bolge ndbet olusturmakigin bagimsiz hareket edebilir ya
da potansiyel olarak birbirini tetikleyebilir. Ornegin; birndbet hipokampus tarafindan

bir bagkas1 ise amigdala tarafindan baslatilabilir (Sekil 6).
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Sekil 6.Limbik epilepside limbik nbetlerin bagimsiz jenerator hipotezi. A. Her 3
bolgede esit olarak nobete katilim. B. Amigdalanin teorik olarak dominant oldugu

nobet tipi. C. Amigdalanin mindér rol aldigi ndbet tipi (65).

2.1.5 Sekonder epilepsiler

Insanlarda kazanilmis epilepsiler, beyin travmasi, inme, merkezi sinir sistemi
enfeksiyonu, neoplazma, beyin kanamasi, kompleks febril nobetler ve status
epileptikus gibi nedenlerlegelisebilmektedir (74,75). Epilepsi gelisimi i¢in bir ya da
dahafazla tetikleyici olay gerekli olabilir (76). Epilepsi olusumunda, aile hikayesi,
yas, cinsiyet, mevcut organik bir beyin hastaligi ve psikiyatrik birliktelik gibi
faktorlerinetkili oldugu gosterilmistir (77,78,79). Epilepsinin genetik formlarinda
dahi, tekrarlayan epileptiform olaylar anormal aktiviteyebagli plastisiteye yol acar ki
ikisi birlikte nobetlere daha fazla yatkinliga ve sinirsisteminde kronik degisikliklere

neden olur (80,81,82).
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2.1.6 Temporal lob epilepsisi

Diinya saglik oOrgiitiiniin verilerine gore tiim diinyada yaklasik olarak 50
milyon insan epilepsi hastasidir (83). Bu hastalarin ise yaklasik %40’ min temporal
lobepilepsisi tahmin edilmektedir. TLE, parsiyel (bdlgesel) baglayan ndbetlerin
yayilarakilerlemesiyle karakterizedir. Bu ndbetler limbik sistemden, o6zellikle de
hipokampustankaynaklanmaktadir (84,85). Temporal nobetlerinyaklagik %70’ inin
hipokampal nobetler oldugu ve siklikla amigdala nobetleri ile birliktegoriildiigii ifade
edilmistir (86).

TLE’ nin kesin nedenleri ¢ogu vakada tam olarak bilinmemekle beraber,
hipokampal sklerozislebirlikte seyreden TLE’ nin, beyin hasari, timorler, menenjit,
ensefalit, statusepileptikus (SE) veya ¢ocukluk ¢agi febril ndbetleri gibi bir baslangig
hasar1 nedeniylesekonder olarak meydana geldigi diisiiniilmektedir (30,84,87). Noron
kayb1 genellikle hipokampusun CA1l ve dentat girusun hilusundadirancak bazi
varyantlar1 da bulunmaktadir (65).

Temporal lob ifadesi, amigdala, hipokampus ve anatomik olarak baglantil
olan korteksi (entorhinal, perirhinal ve parahippokampal korteksler, subikular
korteks ve lateral korteks) kapsamaktadir (88; Sekil 7). Bu beyin
yapilarindankaynaklanan spontan nobetler genellikle epigastrik bolgede his
degisikligi, duygu-durum degisiklikleri (genellikle korku) ve koku ya da tat
haliisilasyonlar1 gibi semptomlar fiiretirler. Ogrenme ve hafiza bozukluklar1 da

TLE’nin diger semptomlar1 arasinda yer alir (87).
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The Limbic System

And nearby structures

Cerebrum

Cingulate gyrus

IAC  Anterior commissure
IAN  Anterlor nucleus of thalamus
DG Deontato gyrus

FR Fasciculus rotrofloxus

HN Habenular nucleus

IN  Interpeduncular nuclous

LT Lamina terminalis

MB  Mammillary bod

MD Mediodorsal thalmic nuclous  OT  Olfactory tract

MF  Medial forebrain bundle PG Pituitary gland
MT  Mammillothalmic tract PT Paratorminal gyrus
NA  Nucleus accumbens SA Subcallosal area
OB Olfactory bulbs SM  Stria medullaris
OC Optic chiasm SN Soptal nuclel

OL Olfactory striae lateral SP  Septum pellucidum
0S Olfactory striae medial ST Stria torminallis

Sekil 7. Limbik sistem ve yakininda yer alan beyin yapilari. Okla gosterilen yapilar
hipokampus ve amigdalay1 isaret etmektedir. Hipokampusun CA1, CA2, CA3, CA4,
subikulum ve dentat gyrus boliimleri detayli olarak gosterilmektedir (89).
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2.2.Status epileptikus

Status epileptikus tanimi, uzamis nobet aktivitesi seklinde yapilabilir. SE, 30
dakika veya daha uzun siiren nobet aktivitesi veya arasinda bilincin agilmadig iki
veya daha fazla ndbetin ard arda gelmesi olarak tanimlanir (90). Uzamis veya
tekrarlayan nobet aktivitesi noron hasarina yol acar. Klinik uygulamada ndbetin 5-10
dakika siirmesi, SE tanis1 ve tedavisine baglamak icin yeterli goriilmektedir; ¢iinkii
bu kadar siire devam eden ndbetler, biiyiik oranda SE’a doniismektedir. SE, gerek
hayati tehdit etmesi, gerekse bireylerde ciddi hasarlar olugturmasi nedeniyle hizla

taninip tedavi edilmesi gereken bir hastaliktir (91).

2.2.1. Status epileptikus siniflandirmasi

SE’un siniflamast giigtiir; ¢iinki 1) Ataklarin ¢ogunlugu statik degildir.
Klinik ve elektrofizyolojik bulgularinda birbirini izleyen degisiklikler igerir. 2)
Benzer olmayan sendromlarda klinik olarak benzer SE tipleri goriilebilir. 3) Bazi tip
SE’lar, sadece spesifik sendromlarda goriliir.

Acil tedavi kararinda klinik ve EEG (elektroensefalografi) bulgularina gore
basitlestirilmis siniflama kullanilir. Burada SE, konvulsif ve nonkonvulsif olmarak
iki ana gruba ayrilabilir (Tablo 3). Ana siniflamadan sonra; uykuda gelen elektriksel
SE, cocukluk caginin benign fokal epilepsisine eslik eden SE, uzamis febril
konvulziyonun komplikasyonu olarak SE gibi pek ¢ok SE sendromu tanimlanmuistir.
(91,92).
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Tablo.3 Status epileptikus siniflamasi (90).

A.KONVULZIF B. NON KONVULZIF
1. Parsiyel konviilzif 1. Parsiyel non-konviilzif
Tonik Basit parsiyel
Klonik Kompleks parsiyel
2. Generalize konviilzif 2. Generalize non-konviilzif

Tonik-klonik Absans
Tonik
Klonik

Myoklonik

2.2.1.1.Konvulsif SE

Konvulsif SE, en sik rastlanan formdur. Konvulsif status i¢in bildirilen
rakamlar, tim epilepsi hastalarinda %1,3 ile %6 arasinda degismektedir (93).
Eriskinlerdeki durumun aksine, konvulsif status siit ¢ocuklarinda ve ¢ocuklarda ilk
epileptik nobet olarak sikca goriilebilmektedir.

Parsiyel SE, tonik veya klonik olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Devamli
unilateral olarak olarak ortaya ¢ikan ve daha ¢ok yiiz ile ellerde goriilen bir
durumdur. Herhangi bir kas grubu da etkilenebilir. Jeneralize konvulsif SE, statusun
en yaygm ve en tehlikeli tipidir. Hastalarda biling yitiminin eslik ettigi konvulsif
hareketler goriiliir.

Tonik veya klonik SE, ¢ocuklarda 6zellikle Lennox Gastaut Sendromu’nda
goriiliir ve tedaviye iyi yanit vermez. Viicutta bilateral asenkron hareketler ortaya
c¢ikar. Nadiren benzodiazepinler tonik ndbetleri tetikleyebilir.

Miyoklonik SE, bir¢cok nobet tipi ile birlikte bulunabilir. Miyoklonik
sicramalarin siirekli tekrar etmesi ile karakterizedir ve seyrek rastlanilan bir
durumdur (93,94).Bu gibi olgularda saatlerce siiren si¢cramalara ragmen, biling

korunabilmektedir (94).
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2.2.1.2. Non-konvulsif SE

Non-konvulsif status, hemen daima epilepsinin varligi onceden bilinen
cocuklarda goriilen bir durumdur. Birgok epilepsi sendromunun bir pargasi olabilir.
Konvulsif status epileptikus (KSE) sik karsilasilan ve kolay tanman bir klinik
durumken, non-konvulsif status epileptikus (NKSE) konusunda tiim diinyada oldugu
gibi lilkemizde de tani1 sorunlar1 yasanmaktadir. NKSE durumuna yol agan etyolojik
nedenlerin farkliliginin yani sira, klinik belirtilerin ¢esitliligi de sorunu artirmaktadir.

Parsiyel NKSE, aralarinda tam diizelme olmaksizin, iist iiste tekrarlayan
ndbetler veya tam yanitsizlik ya da kismi yanitlilik déoneminin 30 dakikadan uzun
stirmesidir. Bu arada EEG bulgularmin genellikle artan ve azalan dongiisel
goriiniimii vardir. Parsiyel NKSE ¢ocuklarda nadiren bildirilmekte ve temporal lob
epilepsisi ileiliskili olarak ortaya ¢ikmaktadir (90).

Jeneralize NKSE, mental fonksiyonlarin, basit bir diisiince yavaslamasindan
tam bir biling kaybina kadar, degisik Olciilerde bozulmasi ve elektriksel olarak da
bilateral diken dalga kompleksleri seklindeki bosalimlarla karakterizedir (96).

Absans statusunana klinik semptomu biling kaybidir ve bu durum, giinliik
islerin otomatik olarak yapilmasinda sorun yasanmamasi, hatta yiiksek bilissel
fonksiyonlarin normal ama biraz daha yavas olmasi gibi fark edilemeyecek kadar
hafif olabilir (96,97).

ABD’de, yilda ortalama 65.000-100.000 SE’lu birey oldugu bildirilmistir.
Gortilme sikligr yilda 41/100.000 olarak verilmektedir. Diinyanin diger iilkelerinde
de oranin buna benzer veya bundan daha fazla oldugu diisiiniilebilir. Tiirkiye’yi esas
alirsak, bu durumda yilda 60.000 vaka sdz konusu olabilecegi hesap edilmektedir
(98).

SE, her yas grubunda goriilmekle birlikte, bu duruma en sik siit cocugu, kiigiik
cocuklar ve yaglilarda rastlanilmaktadir. Epilepsi hastalarimin iicte birini SE’lu

bireyler olusturur.
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Genellikle epilepsininetyolojisi gibi, SE etyolojisi de degiskenlik gosterir.
Cocuklarda SE’un %25’ herhangi bir neden olmadan, %25’i ates sonrasi(febril
konvulziyon), %251 akut norolojik zedelenme (menenjit, anoksi, travma gibi) ve
%?25°1 diger nedenlerle gelisir (97,98).Cocuklarda sinirli SE serilerinde, semptomatik
SE vakalarin biiyiik ¢ogunlugu, atesli hastaliklar, hipoksik iskemik ensefelopati ve
MSS enfeksiyonlar1 olustururken, yetiskinlerde tiimdr ve travma ile iliskili nedenler
cogunlugu olusturmaktadir. Ozellikle cocukluk cagindaki etyolojik nedenler ve
bunlarin sikliklari, yasla degiskenlik gostermektedir (96,98).

2.2.2.Status epileptikus fizyopatolojisi

Kronik ndébetlerin @ SE’a  donligmesine neden olan biyokimyasal ve
fizyopatolojik mekanizmalar tam olarak acikliga kavusturulamamistir. SE sistemik
oldugu gibi, beyinde de birtakim degisikliklere neden olur.

Glutamat, primer eksitatdr norotransmitter madde olup, NMDA reseptorii de
dahil olmak iizere depolarizasyonla aktive edilen bircok noronal reseptore baglanir.
Bunlarin sonucu olarak olusan ndron i¢i Ca?* girisidepolarizyonu ve nobetleri daha

2+

da artirir. Glutamat ayrica Na* ve Ca“"’un hiicre igine girmesi i¢in kanallar1 agan
reseptorleri de aktive eder. Bu asir1 ndrotransmisyon sonucunda daha fazla néronal
hasar olusur.

GABA, beyinde inhibitdr norotransmitter olarak rol alir. Ancak agir
miktarda artmis GABA uyarisi, GABAAa ve GABAg reseptorlerinin her ikisi tizerinde
de aktivite artisina yol acar. Presinaptik yerlesimli GABAg reseptorleri, GABAA
reseptorlerini negatif feedback mekanizmasiyla inhibe ederek, paradoksal olarak
ndbetlerin artmasina neden olurlar. ACh, adenozin ve nitrik oksiti de i¢ine alan diger

norotransmitterler ve modiilatérler de SE’un baslama ve devaminda onemli rol

oynayabilirler (95,96).
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SE’taki noron hasar1 ve olimi, NMDA glutamat reseptorlerinin ¢ok fazla
oldugu limbik alanda belirgindir. Hiicre iciCa®*artis1 proteaz ve lipaz1 aktive ederek;
fetal hiicre nekrozu, mitokondrial disfonksiyon ve hiicre i¢i elementlerde yikimla
giden néron Oliimiine neden olurlar. Epileptogenez siireci, literatiirdeolduk¢a iyi
tanimlanmustir (97).

e Baslangig hasar1 (genellikle akut ndbet aktivitesi eslik eder.)

e Latent periyot (ndbetlerin goriilmedigi sessiz donem)

e Kronik epileptik donem (ciddi ve sik spontan ndbetlerin oldugu final
dénem)

SE’un sistemik etkileri kan basinci, kalp hizi, viicut 1sis1 ve solunum
fonksiyonlarinda olan degisikliklerdir. SE’ta konvulziyon 20-30 dakikadan daha
uzun siirerse, beyinde zedelenmeye yol acabilir. Pek c¢ok sistemik faktor, tek
baslarma veya bir araya gelerek bu olumsuz durumlara sebep olabilirler. SE’un
baslangi¢ donemi olan ilk 30 dakikada, dolasima bol miktarda epinefrin ve
norepinefrin (97). Bu donemde beyinde belirgin olarak oksijen tiiketiminde artis ile
birlikte, kardiyak debide artis, tasikardi, sistemik ve pulmoner basingta artis, bunlarin
sonucu olarak da serebral kan akiminda 2-3 kat artis olusur. Yine bu donemde
plazma glikozu ve beynin glikoz kullanim artar.

SE, 20-30 dakikadan daha uzun devam ederse, dekompansasyon gelisir. Bu
andan itibaren serebral otoregiilasyon bozulur, kardiyak debi diiser, arteriyel
hipotansiyon gelisir ve serebral perfiizyon diiser (96).Artmis oksijen ihtiyaci ve
bunun beyne yetersiz temini sonucu, hiicresel enerji metabolizmasinda azalma ve
mitokondrial yetersizlik gelisir. Organlar anaerobik metabolizmaya donerler ve
bunun sonucu olarak da hiicresel asidoz gelisir.

Anormal elektriksel bosalimin kendisi, néronal yikima neden olur. Bunun
mekanizmasi tam olarak bilinmese de muhtemelen artmis glutaminerjik eksitator ileti

ve Ca?"un aracilik ettigi hiicre yikimi s6z konusudur (96,97).
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2.3.Sitokinler

Sitokinler, ¢esitli  hiicre tipleri tarafindan dretilen ve salgilanan
polipeptidlerdir. Enflamasyon, hiicre biiylimesi, iyilesmesi ve yaralanmaya kadar
sistemik yaniti da igine alan bagisiklik ve enflamatuvar olaylar1 diizenlerler.
Sitokinler, diger polipeptit hormonlarda oldugu gibi, hedef hiicrenin yiizeyindeki
0zel membran reseptorlerine baglanarak, etkilerini baglatirlar. Bu reseptorler
transmembran proteinler olup, ekstraselliiler domainleri vardir. Ozel olarak sitokinler
ile bliylime faktorlerini tanir ve baglarlar (98).

Yapilan son ¢aligmalarda, sitokinlerin, 6zellikle IL-1f’nin, epilepsi siiresince
meydana gelen noronal disfonksiyonlarda dnemli etkilerinin oldugu diistintilmektedir
(99).Benzer sekilde deneysel modellerde inflamatuvar sitokinlerin seviyelerindeki
onemli artis olmasi, sitokinlerin epileptik nobet olusumuyla iliskili olabilecegi fikrini
destekler niteliktedir.

Bu anlamda akla gelen en 6nemli sorular; sitokinlerin hiicre hasar1 sonrasi
veya sirasinda sentezlenme ve saliniminin olup olmadigi, epileptik siirece katkida
bulunup bulunmadigi, eger boyle bir durum varsa, bunun nasil oldugudur.
Epileptogenez siirecindeki etkileri arastirilan en 6nemli sitokinler; IL-1p, IL-6, IL-17

ve TNF-o’dir.

2.3.1. IL-1p’nin epileptogenez siirecine etkileri

IL-1 sitokin ailesi, IL-1a, IL-1B ve IL-1 reseptor antagonisti olan IL-1Ra’dan
olugsmaktadir. Felg, travma ve Alzheimer hastaligi gibi ndrolojik durumlar, MSS’deki
IL-1p artist ile yakindan iligkilidir. Diisiik konsantrasyonlarda IL-1p noro-protektif
etkiye sahipken, patolojik durumlarda yiiksek konsantrasyonlar1 norotoksik etkilere
yol agmaktadir. Bu ylizden IL-1B, ndbetlerin siirekliligi ve epileptogenez siireciyle
yakindan iligkilidir ve proinflamatuvar etkisi olan IL-1B’nin epilepside anahtar bir

roliiniin oldugu belirtilmektedir (99).
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Deneysel olarak olusturulan epilepsi modellerinde, epileptik ndbet siirecinde
IL-1B mRNA ve IL-Ra seviyelerinde bir artis oldugu gézlenmistir (98).Ancak bazi
klinik c¢alismalarda, IL-1P seviyeleri post-iktal periyot siiresince degismeden
kalmistir. IL-1Ra seviyesinin epileptik ndbetler esnasindaki artigini  gosteren
calismalar tartismalidir.

IL-18’nin epileptik siiregteki bir bagka etkisinin, fosforilasyonda NMDA
araciligiyla hipokampal piramidal hiicrelere Ca®* gecisini hizlandirmak oldugu da
diistiniilmektedir. Bu gecirgenligi diizenleyen NMDA reseptér kompleksininalt
tinitesi olan NR2B’dir (100).

2.3.2. IL-6’nin epileptogenez siirecine etkileri

IL-6, ilk olarak 1986 yilinda klonlanan ancak son yillarda 6nemi giderek
daha fazla anlasilan bir sitokindir (98). Gerek dogal ve kazanilmis bagisiklik
sistemleri lizerine etkisi gerekse sistemik etkileri agisindan inflamatuvar hastaliklarin
patogenezinde dnemli bir rol oynamakta, bunun sonucunda da cazip bir tedavi hedefi
konumuna gelmektedir.

IL-1B’da oldugu gibi, IL-6" da da multiple skleroz (MS),Alzheimer, travma
gibi norolojik hastaliklarda seviye artis1 goriilmektedir. IL-6 seviyesinde artis olan
transgenik farelerde norolojik bozukluklar gézlemlenmistir. Ancak bazi ¢aligmalarda,
sican beyin kiiltiirlerinde IL-6’nin noro-protektif etkilerinin oldugu gosterilmistir
(98,99).

Klinik ¢alismalarda 6zellikle fokal ve sekonder jeneralize nobetlerden sonra
IL-6 seviyelerinde artis oldugu saptanmustir (100). Beynin 6zel bolgelerinin
kontroliinde ve nobetlerin olusumunda sitokin yanitlarinin rolleri, heniiz tam olarak

tanimlanamamustir.
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2.3.3. IL-17’nin epileptogenez siirecine etkileri

IL-17 sitokin ailesinin alt1 iyesi vardir: IL-17A (siklikla IL-17 olarak
adlandirilir), 1L-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E ( IL-25 olarak da bilinir) ve IL-17F.
Uyelerin arasinda biyolojik fonksiyon ve diizenleme bakimindan fonksiyonlar en iyi
anlagilanlar IL-17A velL-17F’dir. Bu iki yakin iligkili sitokin, son zamanlarda
immunoloji alaninda oldukca dikkat ¢ekmektedir. IL-17A ve IL-17F bakteriyel
enfeksiyonlara karsi konak savunmasinda ve inflamatuvar hastaliklarda diizenleyici
olarak anahtar bir rol oynar. IL-17A’nin aktiflenen nétrofillerin ve 1L-6 ile IL-1p gibi
proinflamatuvar ~ sitokinlerin  uyarilmasiyla inflamatuvar cevab1 baslattig
gosterilmistir (101). MS gibi bir¢cok inflamatuvar hastaligin patogenezinde rol

oynadig diisiliniilse de, epileptogenez siirecindeki rolii hala tartigmalidir.

2.4. 1z elementler ve Epilepsi

Iz elementler, organizmada pek cok 6nemli olayda katalitik, enzimatik ve
yapisal faaliyetlere katilan, besin ve su ile disaridan alinmasi gereken anorganik
maddelerdir. Organizmaya giren iz elementler, ¢esitli kan proteinlerine baglanarak
biitiin dokulara dagilirlar (102). Cinko (Zn?*) ve bakir (Cu?*); hiicre membrani
biitiinliiglinde, bir antioksidan olarak immiinitede, immiin sistem fonksiyonunda,
hiicresel solunum, redoks islemleri, protein sentezi ve biiyiime faktorlerinin gen
ekspresyonunda onemlidir. Bu elementler, antioksidan enzimlerin yapisina katilarak,
serbest radikal iiretim zincirini kirarlar ve peroksidasyon oranini azaltarak, serbest
radikal olusumunu baskilarlar. Boylece kanser ve kronik hastaliklarin énlenmesinde
onemli rol oynarlar (102,103).

Lipit peroksidasyon i¢in énemli mediyatdrler olarak islev goren Zn?*ve Cu?*,
stiper oksit dismutaz (SOD) enzimi izoformlarinin aktivitesi i¢in kofaktorlerdir.
Viicutta bakir ve c¢inko eksikligi, enzimatik ve immiinolojik reaksiyonlarda bir
azalmayla iligkilidir. Dolayisiyla viicut i¢in bu denli 6nemli olan bu iki elementin,
epileptik siiregte meydana gelen ndronal hasarda da etkili olabilecegi

diistiniilmektedir (103).
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2.5. Propolis

Propolis, eski ¢aglardan beri tip alaninda kullanilan ve Dogu Avrupa iilkeleri
basta olmak iizere yaygin bir sekilde tizerinde bilimsel ¢alisma yapilan birmaddedir.
Son yillarda yapilan pek ¢ok calismada, propolisin anti-bakteriyal, anti-viral, anti-
inflamatuvar, anti-kanserojen, anti-fungal ve anti-timoral etkileriyle, birgok
biyolojik aktivitede rol oynadigi rapor edilmistir (104,105). Bu nedenle propolis;
inflamasyon, diyabet, kanser gibi hastaliklarda iyilestirici etkileri oldugu igin yiyecek
ve igeceklerle birlikte tiiketilen, tip ve kozmetik alaninda da kullanim1 yayginlasan
bir madde haline gelmistir.

Propolis, polifenoller (flavonoidler, fenolik asitler ve diger esterler),
terpenoidler, steroidler ve amino asitler gibi 300’den fazlasayida kimyasal bilesen
icermektedir. Bu cesitliligin en 6nemli sebebi, propolis maddesinin elde edildigi

bolgelerdeki cografik 6zelliklerin ve bitki ¢esitliliginin farkli olmasidir (105).

Sekil 8. Propolisin ar1 kovanindaki goriintiisii (105).
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2.6.Deneysel epilepsi modelleri

Epilepsi ¢aligmalarinda kullanilan deneysel model ¢esidi oldukca fazladir. Bu
cesitlilik, modeli olusturacak klinik nobetlerin farkliligindan ileri gelmektedir. lyi
karakterize edilmis hayvan modelleri, epileptogenezin altinda yatan molekiiler ve
hiicresel degisikliklerin aydinlatilmasina, epilepsinin tedavisinde yeni ve alternatif
tedavi edici yaklagimlarin belirlenmesine olanak saglayabilmektedir. Dolayisiyla
deneysel c¢alismalarda insandaki epilepsi hastaliginin fizyopatolojik temelini iyi
derecede yansitabilen uygun modelin se¢imi son derece 6nemlidir (106).

Deneysel epilepsi modellerinde beklenen o6zellikler; insandaki durumu
davranigsal olarak ve EEG agisindan iyi taklit etmesi, tekrarlanabilir olmasi,
niceliksel 6zelliklerinin olmasi, bir laboratuardan digerine degiskenlik géstermemesi

ve farmakolojik profilinin insana benzer 6zellikler gostermesidir ( 106,107).

2.6.1. Status epileptikus modelleri

Status epileptikus deneysel modelleri ile ortaya ¢ikan durumun, akut
nobetlerin ardindan hipokampusta, 6zellikle dentat girus gibi 6rselenmeye duyarl
alanlarda hasarlanma, buna eslik eden yosunsu (mossy) liflerin filizlenmesi, néronal
yeniden yapilanma, davranigsal anormallikler seklindeki belirtileri ile insanda
goriilen temporal lob epilepsi modelini iyi taklit ettigi kabul edilir (106). Statustan
sonra, haftalar ya da aylar siiren sessiz bir latent donem siiresince ¢esitli
transkripsiyon faktorlerinin asir1 ekpresyonu ve bunun ardindan sinaptik plastisite ile
birlikte, ¢esitli norotransmitter sistemlerinin yeniden organizasyonu gerceklesir.
Status epileptikus modelleriyle, néronal yapilanmanin yeniden gergeklesme siirecini
olusturmak miimkiindiir (107).

Cok ¢esitli SE deneysel modelleri mevcuttur. Bunlardan bazilari; kainik asit
ile indiiklenen SE modeli, uzun siireli elektriksel uyari ile tetiklenen SE modeli,
kobalt-homosistein modeli gibi modellerdir (108). Ancak SE deneysel modelleri
iginde en ¢ok tercih ve en uygun olan model, lityum-pilokarpin ya da pilokarpinle

indiklenen SE modelidir.
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2.6.1.2 Lityum-pilokarpin ya da pilokarpin ile indiiklenen SE modeli

SE’un bilinen en iyi modeli olan bu model, iki sekilde gerceklestirilebilir.
Pilokarpin yiiksek dozlarda (300-400 mg/kg) uygulanir ve bu dozun yol agtigi
otonomik etkileri ortadan kaldirmak igin skopolaminverilir. Diger bir yol da
intraperitonal (ip) lityum uygulamasindan 24 saat sonra, pilokarpin verilmesidir. Bu
yontemin en biiyiik avantaji; epileptogenez siirecinin iyi bilinmesi, kolayca kontrol
edilebilmesi ve giivenilir olarak 6l¢iilebilmesidir (106).

Statusa baghi o6liim, genellikle 12 saatin {istiinde goriildiiglinden,
hayvanlaradiazepam verilerek yasam oranlarinin artmasi saglanir. Diazepam, etkisini
MSS’nde major inhibitdr nérotransmitter olan GABA {izerinden gosterir. GABAerjik
sinaptik inhibisyonun etkisini artirarak, beynin pek ¢ok bolgesinde kritik néronlarin
ateslenmesini azaltir ( 106,108 ).

SE modelleri arasinda lityum- pilokarpin modelinin tercih edilmesinde pek
¢ok neden vardir:

e Spontan olarak tekrarlayan nobetler rahatlikla goriilebilmektedir.

e Nobetler, insan epilepsisindekine benzer sekilde gerceklesir.

e Lityum ve pilokarpin ¢ok giiclii kolinerjik ajanlardir.

e Kullanilan antiepileptik ilacin farmakokinetik o6zelligi, diger bir

deyisle gosterdigi etki, insandakiyle aynidir.

2.7. Racine skalasi

Racine, 1972 yilinda gergeklestirdigi amigdala kindling modeli ¢aligmasinda,
her stimiilasyondan sonra sicanlarin davranigsal asamalarini belirli basamaklara
ayirmistir. Bir denek hayvaninin ndbet esnasinda, ilk basamak sonrasi basamak 5’e
ulagmasi, denge kayb1 ve diismeyle karakterize siddetli nébet evresini gosterir ( 109;

Sekil 9).



e Basamak 1.Davranigsal duraklama

e Basamak 2.Ritmik kafa hareketleri, kafa sallama ve bas oynatma

e Basamak 3.Tek tarafli 6n liyenin klonik hareketi

e Basamak 4.iki tarafl1 6n iiyenin klonik hareketi ve ayaga kalkma

e Basamak 5.Diisme ve klonik konvulziyon

NORMAL

EVRE §

EVRE 1.2 EVRE 3-4

EVREL: Hareketlerde duraklama, gergin postiire gecis
ve mindr agiz hareketleri

EVRE2: Bag sallama ve viicutta sirar tarzda
hareketler
EVRE3:  On ekstremitelerde hafif Klonik hareketler

EVRE4:  Arkaya dogru yay seklinde gerilme

EVRE 5: Denge kaybi ve diismeyle karakterize
tonik-Klonik nébet

Sekil 9. Racine skalasina gore nobet evreleri (109).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez calismasi, indniiUniversitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Merkezi’nde (INUTF-DEHUM) ve Tip Fakiiltesi Biyokimya Arastirma
Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Etik Kurulu tarafindan onaylanan (Protokol no: 2013/A-84) calismadaki biitiin
uygulamalar, etik kurul protokoliinde belirtildigi sekilde yapildi.

3.1. Deney Hayvanlar

Calismada ortalama agirliklart 200-300 gram olan 12 haftalik Sprague-

Dawley cinsi toplam 50 adet disi sigan kullanildi. Siganlar 5 gruba ayrildi:

1.Grup :(n=10) Kontrol grubu

2.Grup:(n=10) Propolis 6ziitii 0.012 gr/ml/kg+(1 hafta sonra)+ lityum 100 mg/kg
1.p.(24 saat sonra)+ pilokarpin 25mg/kg i.p

3.Grup: (n=10) Lityum-+pilokarpin+diazepam (5mg/kg)+ propolis 6ziitii

4.Grup: (n=10) Lityum+pilokarpin+propolis 0ziitii
5.Grup: (n=10) Lityum-+pilokarpin (Epileptik grup)

Deney hayvanlari, 21+1°C sicaklikta ve 12 saat aydinlik,12 saat karanlik
ortamda tutuldular. Siganlarin birbirlerine ve ortama aligmasi ig¢in 3 giin beklenildi.
Siganlar ad libitum olarak standart sican yemi ile beslendiler ve normal musluk suyu

ictiler.
3.2. Hazirhk
3.2.1.Sulu propolis 6ziitiiniin hazirlanmasi
Calismada kullanmak {izere, Zonguldak 1li An Yetistiriciligi Birligi’nden
tibbi c¢aligmalar i¢in uygun sekilde ekstrakte edilmis propolis temin edildi. Koyu

renklicam sise icindeki ekstrakt, deney Oncesi karanlik bir ortamda ve oda

sicakliginda saklandi (Sekil 10).
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Sekil 10. %95°1ik ethanolik propolis ekstrakti.

Sulu propolis 0Oziiti hazirhk asamasinda, Sekil.11°de gosterildigi gibi
manyetikkarigtirict (IKA-C-MAG HS7, Almanya) kullanilaraksulandirma islemi
gerceklestirildi. Bu asamada 0ziit hazirlanirken her asama literatlire uygun sekilde
yapildi. Propolisin s1vi forma gelmesi ve i¢indeki partikiillerin tam olarak ¢oziinmesi
i¢in yaklagik 40 dk boyunca manyetik karistirictyla karistirildi.

Tam olarak ¢oziinmeden kalan partikiiller, filtre kdgidindan gegirildi ve tekrar
ortama katilarak, karistirma islemine devam edildi. Bu islem sonrasi, sivi formdaki
propolisten alkoliin uzaklastirilmasi igin, propolis konan kabin agzi 1 hafta agik
birakildi ve alkoliin uzaklagtirilmas1 saglandi. Her hayvan i¢in 0.012 gr/ml/kg
propolis 6ziitii, giinliik olarak hazirlandi (5,6).
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Sekil 11. Propolis s1vi 6ziitiiniin manyetik karistiricida hazirlanisi.

3.2.2. Lityum ve pilokarpinin hazirlanmasi

Deneyde siganlarda epileptik nobet aktivitesini baglatmak amaciyla
kullanilacak olan maddeler literatiire uygun sekilde hazirlandi. Toz formdaki lityum-
Kloridin (Alfa Aesar, Almanya ) 1250 mg’1 tartildi ve 50 ml distile suda ¢oziildii.
Sonrasinda toz formdaki pilokarpin- hidroklorid (Alfa Aesar, Almanya) 125 mg
gelecek sekilde tartildi ve lizerine 10 ml distile su eklenerek, deneyde kullanima
hazir hale getirildi. Distile suda ¢oziilerek hazir hale getirilen maddeler, cam balon

jojelere konularak, +4 derecede buzdolabinda muhafaza edildi (3).
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3.2.3. Diazepamin hazirlanmasi

Epileptik nobet aktivitesini baskilamak i¢in kullanilan diazepam, literatiire
uygun dozda hazirlandi. Kullanilan diazepam, sivi formda oldugu igin herhangi bir

¢Oziicii madde kullanilmadi (3).

3.2.4. Morris su tanki

Morris su tanki, Richard G.Morris tarafindan 1984 yilinda gelistirilmis, fare
ve sicanlarda uzamsalogrenmenin degerlendirilebildigi bir diizenektir (110). Testte
kullanilan deney hayvanina 5 giin boyunca giinde 4 deneme yaptirilarak, havuz
icinde goriinmez haldeki platformun yeri dgretilir. Goriinmez durumdakiplatformun
yerini 6grenmek, kognitif stratejiyi kullanmay1 gerektirir (111). Bunun i¢in denek,
havuz disindaki ipuglarimi kullanir. 4 glin boyunca deneklerin gosterdikleri
performans, ¢alisma belleginin (working memory) degerlendirilmesini saglar. 5. giin
yapilan hatirlatma testinde platform havuzdan ¢ikarilir, denegin platformun
bulundugu kadranda gegirdigi siire kaydedilerek bellek (referans memory)
degerlendirilir (112).

Tankin ¢ap1 150 cm, yiiksekligi 60 cm ve su yiiksekligi 40 cm’dir. Tanka su
doldurma islemi yapildiktan sonra, alt kisminda bulunan 1sitict calistirilarak,
havuzdaki suyun sicakliginin 22 +1°C olmasi saglandi. Tank ylizey alan1 sanal olarak
4 esit kadrana bolindi (Kuzeydogu-NE, kuzeybati-NW, gilineydogu-SE ve
glineybati-SW). Kadranlardan gelisigiizel birine (hedef kadran giineybati-SW olarak
belirlendi), su yilizeyinin 2 cm altina, ¢apt 10 cm ve havuz kenarindan uzakligi 30 cm
olacak sekilde bir platform yerlestirildi. Sicanlarin platformu gérmemesi igin,
havuzun igine toksik olmayan siyah boya (Mixol, Almanya) ilave edildi ve su opak
hale getirildi. Platform, si¢anlar iizerine ¢iktiginda kendini emin hissetmesi ve
penceleriyle tutunmasi i¢in lifli bir kumasla kaplandi. Platformun yeri ardigik 4 giin

sabit tutuldu.
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Sekil 12°de gosteridigi gibi su tankinin bulundugu test odasinda tankin
cevresine, sigcanlarin mekansal konumu saptamada gorsel ipucu olarak
kullanabilecegi, her yon icin degisik renklerde geometrik sekiller yapistirildi.Ayrica
tankin etrafina dig ortamin siganlar tarafindan goriilmesini engelleyecek sekilde
paravanlar yerlestirildi. Ortamdaki 151k ayarlar1 kontrol edildi. Test siiresince
kullanilan ipuglar1 ve yerleri sabit tutuldu. Testin yapildigi tiim gilinler boyunca, dis

goriiniime, ortamdaki konuma ve kullanilan parfiim vb. kokulu kozmetik {iriinlerinin

hep ayni olmasina 6zen gosterildi (111).

Sekil 12. Morris su tanki ve test odasi.
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3.2.4.1.Morris su tanki platformuna sicanlarin ahstirilma siireci

Morris su tankindaki uzamsal 6grenme testi, ilk 4 giin 6grenme periyodu ve
5.giin probe- test periyodu seklinde yapildi. Her bir sigana 6grenme periyodundaki
her giin 20 dakikaaraliklarla 4 yiizdiirme denemesi yaptirildi. Boylece sicanlar gizli
platformu bulabilmeleri igin egitildiler. Her yiizdiirme denemesinde si¢anlar, dort
farkli kadrandan suya birakildilar. Sicanlarin tankta 90 saniye ylizmelerine izin
verildi. Bu siire i¢inde platformu bulamadiklart zaman, yardimla platforma
cikartildilar. Cevre ipuglarim1 tanmiylp Ogrenmeleri i¢in 30 saniye platformda
bekletildiler. 30 saniyelik bekletme siiresi sonunda siganlar tanktan c¢ikartilip
kurutma kagidi ve kurutma makinesi ile kurutularak kafeslerine alindilar. 4 giinlik
aligtirma siiresi boyunca si¢anlarin kadranda kalis siiresi ve hedef kadrana olan
mesafeleri olgiildii.

Kagcis platformunun kaldirildigr 5.giinde, her bir sicana 90 saniye siiren tek
bir yilizdiirme yaptirildi ve siganlar platform noktasinin tam karsisina diisen noktadan
suya birakildilar. Degerlendirmede sicanlarin platform bulunmadigi halde,
platformun bulundugu alanda gecirdigi (probe trial) siire ve platforma varista
katedilen yol dlgiildii.

Sicanin tank i¢indeki hareketlerini izlemek, kaydetmek ve analiz etmek icin
bilgisayarli video kamera sistemi (Ethovision, Noldus) kullanildi. Sekil.13’te bir
sicanin Morris su tanki ile 6grenme siirecinin ilk 4 giiniinde ve 5.glin probe- test

periyodunda izledigi yollar gosterilmistir.
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1.giin 2.giin

4.giin

5.giin (Probe-test)

Sekil 13.Bir siganin Morris su tanki ile 6grenme siirecinin ilk 4 giiniinde ve 5.gilin

probe- test periyodunda izledigi yollar.
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3.3. Deney protokollerinin uygulanmasi

3.3.1. Kan alma islemi

Sicanlarda deneysel SE modeli olusturulmadan once, Morris su tanki ile
yapilan 4 giinliik deneme ve 5. giin yapilandgrenme testinin ardindan, Kuyruktan
kanatarak kan alma islemi gergeklestirildi.

Kan alim1 6ncesinde sicanlara eter anestezisi yapildi. Her bir siganin anestetik
solumasi igin, igine konulacagi hayvanin biyikligine gore yeterli olabilecek
hacimde bir kavanoz se¢ildi. Kabin tabanina yeterli miktarda pamuk yerlestirildi ve
pamugun tiizerine eter dokiildi. Sigan, kuyrugundan kavrandi ve fazla havada
dolastirilmadan bas kismi kaba bakacak sekilde tutuldu ve bu sirada sol elde bulunan
kapak da hayvani kavanoz icine itmede yardimci oldu. Sicanin ilk bayginhik
asamasindan hemen sonra, siganin bas kismi kavanoz i¢inde, gévde ve kuyruk kismi
disarida kalacak sekilde pozisyon degistirildi. Siganin agri duymadigindan emin
olundugunda, kavanoz bir miktar geri ¢ekildi.

Anestezi uygulanmis sicanin kuyruguna sicak su uygulanarak, kuyrugun
temizlenmesi ve venlerin dilate olmas1 saglandi. Keskin cerrahi makas ile kesi en az
0,5 cm igerden olacak sekilde kuyruk ucu kesildi. Kanin miimkiin oldugunca kendi
kendine damlamasi saglanarak, jelli tiiplere (Vacuette, Almanya) alindi. 1 ml kan
alindiktan sonra, kuyruk pamuk ile tamponlandi ve kuyrukta enfeksiyon olusmamasi
icin kuyruk ucu batikonla temizlendi. Kuyrugun ucu flasterle sarilarak, kan alma

islemi tamamlandi (Sekil 14).
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Sekil 14.Si¢an kuyrugundan kanatarak kan alma islemi.

Kanlarin aktarildig: jelli tiipler, hemen 5000 rpm’de 10 dk siireyle santrifiij
(Niive NF 615, Tirkiye) edildi ve ayrilan serumlar, ependorf tiiplerine aktarilarak,
sitokin ve iz element analizleri i¢in -80°C’de derin dondurucuda (Nuaire IF, Japonya)
saklandi.

Kuyruktan kan alma igleminden bir giin sonra, 2.gruptaki siganlara, insiilin
enjektoriine metal gavaj kaniilii (Sekil.15) takilarak, oral gavaj ile 0.012g/ml/kg sulu
propolis 6ziitii verildi ve islem sonras1 1 hafta beklenildi. Bu islemin yapilmasindaki
amag; sicanlarda epilepsi nobeti olusturmadan Once, propolisin epilepsi ndbetine

kars1 koruyucu bir etkisinin olup olmadigini saptamakti.

-ya

Sekil 15. Oral gavajda kullanilan kaniiliin goriiniisii.
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3.3.2. Lityum-pilokarpinle indiiklenen deneysel SE modelinin olusturulmasi

2.gruptaki siganlara oral gavajla propolis verildikten 1 hafta sonra, kontrol
grubu harig tiim gruplardaki siganlara, her bir sigana 100 mg/kg lityum-klorid olacak
sekilde, i.p.(intraperitonal ) olarak enjekte edildi. Lityum-klorid enjeksiyonundan 24
saat sonra, lityum verilen tim gruplara 25 mg/ kg pilokarpin —hidroklorid i,p. olarak
enjekte edildi ve iki maddenin kolinerjik etkilesimi sayesinde tiim gruplardaki
siganlarda epileptik nobetler meydana geldi. Racine skalasina gore, epileptik nobetler
esnasinda siganlarda meydana gelebilecek tiim degisimler gdzlemlendi ve goriintiileri
kamera ile kaydedildi (Sekil 16).

3.gruptaki sicanlara, epileptik ndbet aktivitesi bagladiktan sonra yarim saat
igerisinde antikonvulzan bir madde olan diazepam verildi. Diazepam, literatiire
uygun olarak her bir sicana 5 mg/kg olacak sekilde i.p.olarak verildi. ilacin nébet
aktivitesini durdurucu etkisini gdsterebilmesi i¢in 30 dakika i¢inde enjekte edildi.
(3).

Diazepam verildikten sonra, 3.gruptaki tiim siganlarda noébetler duruncaya
kadar beklendi. Bu sirada diger gruplardaki epileptik nobetlerin takibinin
yapilmasina devam edildi. Sicanlarda nobet aktivitesi tam olarak durduktan hemen
sonra, 3.gruptaki si¢anlarin her birine 0.012 gr/ml/kg sulu propolis oziitii, oral
gavajla verildi. Nobet aktivitesi durdurulduktan sonra sicanlara propolis
verilmesindeki amag, propolisinepileptik nobeti iyilestirme siirecine herhangi bir

katkisinin olup olmadigini saptamakti.
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Sekil 16. Status epileptikus esnasinda siganlarin hareketleri. (A) On ve arka

ekstremiteleri, kulaklari ve biyiklar1 etkileyen kasilmalar, (B) Boyun, gévde ve 6n
ekstremitede tonik fleksiyon ve arka ekstremitede kasilma, (C) ekstremitelerde
parsiyel tonik ekstensiyon, (D) Arka ekstremitelerde tam ekstensiyon ve

maksimalkonvulziyona gegis.

4.gruptaki siganlarda SE nobetleri devam ederken, diazepam gibi herhangi
bir antikonvulzan etkiye sahip bir ilag verilmeden her bir sigana 0.012g/ml/kg sulu
propolis 6ziitli, oral gavajla verildi. Buradaki amag ise propolisin epileptik ndobet
tizerinde tedavi edici bir etkisinin olup olmadigini saptamakti. 5.gruptaki sicanlara,

epileptik nobet aktivitesi olusturmak i¢in sadece lityum ve pilokarpin verildi.
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3.3.3. SE sonrasinda tiim gruplarin Morris su tanki él¢iimleri

Tim gruplara lityum-pilokarpin verilerek, sicanlarin status epileptikus
nobetleri takip edilirken, ayni giin deney 6ncesi yapilan Morris su tanki 6grenme
testi, deneysel model olusturulduktan sonra da uygulandi. Kontrol grubu harig,
epilepsili si¢anlarin her biri 4 ayri kadrandan 4 kez havuza birakildi. Siganlarin
kadranda kalis siiresi, platforma gecikme siireleri, platforma olan mesafeleri 6l¢iildii

ve video kamera sistemi ile kayit alina alindi.

Sekil 17.Epilepsili bir siganin Morris su tankinda izledigi yol.
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Yapilan tiim islemlerin ardindan, 3. ve 4. gruplara 1 ay boyunca her giin oral
gavaj yoluyla ve deney esnasinda verilen miktarla ayni olarak sulu propolis 6ziitii
verilmeye devam edildi (Sekil 18). Gavaj saatlerinin ayni saatler olmasina 6zen
gosterildi. Sadece iki gruba yapilan bu iglemle propolisin koruyucu ya da tedavi edici
etkinliginin zamana bagl olarak gézlemlenmesi ve bu siire zarfinda diger gruplarla

aralarinda nasil bir farklilik olacaginin ortaya ¢ikarilabilmesi amaclandi.

Sekil 18. Siganlaraoral gavaj ile propolis 6ziitii verilmesi.
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3.3.4. Propolis sonrasi tiim gruplarin Morris su tankiolciimleri

3. ve 4.gruplara oral gavajla 1 ay boyunca propolis verilmesinin ardindan,
ertesi glin tiim gruplar, bu siire zarfinda sicanlarda 6grenme ve hafizada meydana
gelen degisiklerin gdzlemlenebilmesi amaciyla yeniden Morris su tanki testine
girdiler. Kontrol grubu da dahil olmak iizere tiim gruplar, daha oOnceki test
prosediirlerine uygun bir sekilde sirayla her sican 4 farkli kadrandan havuza

birakildi. Ayn1 parametreler dlgiilerek video kamera sistemi ile kayit altina alind1
(Sekil 19).

Propolis verilmeden 6nce Propolis verildikten sonra

Sekil 19. Epileptik ndbetlerle propolis verilme donemlerinin kiyaslanmasi.
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Deney sona erdikten sonra siganlara dekapitasyon islemi uygulandi. islem
oncesinde siganlara 75 mg /kgketamin (Richter pharma ag, Avustralya) ve 5 mg /kg
ksilazin (Alfazyne, Hollanda) i.p. olarak verildi. Siganlarin spontan hareketlerinin
kayboldugundan emin olunduktan sonra, kalplerinden 5 ml kadar kan alindi. Alinan
kanlar, jelli tiiplere aktarildiktan sonra, 5000 rpm’de 10 dk siireyle santrifiij (NF 615,
Tiirkiye) edildi ve ayrilan serumlar, ependorf tiiplerine aktarilarak, sitokin ve iz
element analizleri i¢in, -80°C’de derin dondurucuda (Nuaire IF, Japonya) saklandi.
Bu iglemlerin hemen ardindan, deney 6ncesi ve sonrasinda alinan serum numuneleri

alinarak analiz yapildi.

3.4.Analizlerin yapilmasi

3.4.1. Serum IL-1 seviyelerinin belirlenmesi

Serum IL-1P seviyeleri, ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Essay)
yontemi kullanilarak belirlendi. Bu islem i¢in uygun olan ELISA kiti (DIAsource,
Belgika) kullanildi.

50 pul serum numunesi, 150 pl bovine serum albumin, benzamidin ve timol

icerikli sulandirma tamponu (buffer) kullanilarak 1/4 oraninda diliie edildi.

- Plakta, ilk basamakta kuyucuklara eklenen numuneler iizerine,200’erul
serum numunesi ile benzamidin ve timol igeren kontrollerpipetlendi.

- Pipetleme isleminin ardindan, plaktaki tiim kuyucuklara 50 ul IL-1B-HRP
(Horseradish peroxidase) konjugati eklendi.

- Konjugat ilavesiyle, her kuyucuktaki sivinin birbiri igerisine ge¢mesi
saglandi.

- Plaktaki her bir kuyucuga 0.4 ml Tris-HCI igeren yikama soliisyonu

konuldu ve yikama islemi 3 kez tekrarlandi. Her seferinde yikanan

kuyucuklar bosaltildi.
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- Yikama islemini takiben, her bir kuyucuga 15 dakika igerisinde olusan
reaksiyon  sonucu, 200ul  tetrametilbenzidin  igeren  kromojen
TMBkonjugati eklendi ve plak yiizeyinde renk olusumu saglandi.

- Hazirlanan plak, 700 rpm £ 100 rpm yatay sekilde konularakoda
sicakliginda 15 dakika calkalamali inkiibatére konuldu ve kuyucuklardaki
sollisyonlarin iyice karigsmasi saglandi. Bu islem yapilmadan once, 1sikla
maruziyetinin engellenmesi i¢in plagin iizeri plastik film ile kaplandi.

- Inkiibasyon isleminin ardindan plaktaki her bir kuyucuga, 50ul stop
soliisyonu (H2SQO4) pipetlenerek reaksiyon durduruldu.

- Islemler tamamlandiktan sonra plak, 3 saat igerisinde ELISA cihazina (Brio
Seac, Italya) konuldu ve 450 nm dalga boyunda absorbans degerleri
okundu. Cikan degerler, diliisyon katsayisi olan ile ¢arpilarak hesaplandi.

3.4.2. Serum IL-6 seviyelerinin belirlenmesi

Serum IL-6 seviyeleri, ELISA yontemi kullanilarak belirlendi. Buislem i¢in
uygunolan ELISA kiti ( DIAsource, Belgika) kullanildi.

- Plaktaki her bir kuyucuga 50ul inkiibasyon tamponu (Borat tamponlu
Bovine serum albumin, benzamidin ve timol ) pipetlendi.

- 50 pl serum numunesi, 50ul bovine serum albumin, benzamidin ve timol
icerikli sulandirma tamponu (buffer) kullanilarak 1/2 oraninda diliie edildi.

- Plakta, ilk basamakta kuyucuklara eklenen numuneler iizerine,200’er ul
serum numunesi ile benzamidin ve timol igeren kontroller pipetlendi.

- Hazirlanan plak, 700 rpm + 100 rpm yatay sekilde konularak oda
sicakliginda 1saat calkalamali inkiibatore konuldu ve kuyucuklardaki
sollisyonlarin iyice karigmasi saglandi.

- Plaktaki her bir kuyucuga 0.4 ml Tris-HCI igeren yikama Soliisyonu
konuldu ve yikama islemi 3 kez tekrarlandi. Her seferinde yikanan

kuyucuklar bosaltildi.
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- Yikama islemini takiben, her bir kuyucuga 15 dakika igerisinde 200 pl
tetrametilbenzidin igeren kromojen TMB konjugati pipetlendi ve plak
yiizeyinde renk olusumu saglandi.

- Hazirlanan plak, 700 rpm + 100 rpm yatay sekilde konularak oda
sicakliginda 15 dakika calkalamali inkiibatére konuldu ve kuyucuklardaki
sollisyonlarin iyice karigsmasi saglandi. Bu islem yapilmadan once, 1sikla
maruziyetinin engellenmesi i¢in plagin iizeri plastik film ile kaplandi.

- Inkiibasyon isleminin ardindan plaktaki her bir kuyucuga, 100ul stop
soliisyonu (HCI) eklenerek reaksiyon durduruldu.

- Islemler tamamlandiktan sonra plak, 3 saat igerisinde ELISA cihazina (Brio
Seac, Italya) konuldu ve 450 nm dalga boyunda absorbans degerleri
okundu. Cikan degerler, diliisyon katsayisi ile ¢arpilarak hesaplandi.

3.4.3. Serum IL-17 seviyelerinin belirlenmesi

Serum IL-17 seviyeleri, ELISA yontemi kullanilarak belirlendi. Buislem i¢in
uygunolan ELISA kiti ( Boster Immunoleader, Kaliforniya) kullanildi.

- Plaktaki her bir kuyucuga 50ul inkiibasyon tamponu (Borat tamponlu
Bovine serum albumin, benzamidin ve timol ) pipetlendi.

- 50 pl serum numunesi, 50ul bovine serum albumin, benzamidin ve timol
icerikli sulandirma tamponu (buffer) kullanilarak 1/2 oraninda diliie edildi.

- Plakta, ilk basamakta kuyucuklara eklenen numuneler iizerine,100’er pl
serum numunesi ile benzamidin ve timol igeren kontroller pipetlendi.

- Hazirlanan plak, 700 rpm £+ 100 rpm yatay sekilde konularak 37 “C’de 90
dakika calkalamali inkiibatére konuldu ve kuyucuklardaki soliisyonlarin
iyice karigmasi saglandi. Yikama islemi yapilmadi.

- Plaktaki kuyucuklara biyotinlenmis antikorlar eklendi ve plak, 37 °C’de 60
dakika inkiibe edildi.

- Inkiibasyon sonrasi plak, Tris-HCI igeren yikama soliisyonuyla 3 kez

yikandi.
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Yikama islemini takiben, her bir kuyucuga bovine serum albumin,
benzamidin ve timol i¢eren ¢alistirici soliisyon eklendi ve plak 37 *C’de 30
dakika inkiibe edildi. Sonrasinda plak yeniden 5 kez yikandi.

Plaktaki her bir kuyucuga, plak yiizeyinde renk olusumu igin
tetrametilbenzidin igeren kromojen TMB konjugati eklendi ve 37 °C’de
karanlik ortamda 25-30 dakika inkiibasyona birakild.

Inkiibasyon isleminin ardindan plaktaki her bir kuyucuga, 100ul stop
soliisyonu (HCI) pipetlenerek reaksiyon durduruldu.

Islemler tamamlandiktan sonra plak, 3 saat icerisinde ELISA cihazina
(BrioSeac, italya) konuldu ve 450 nm dalga boyunda absorbans degerleri
okundu. Cikan degerler, diliisyon katsayist ile ¢arpilarak hesaplandi.

3.4.4. Serum bakir ve ¢inko seviyelerinin belirlenmesi

Serum bakir ( Cu?*) ve ¢inko ( Zn®") seviyelerinin 6l¢iimil icin, eser

miktardaki metallerinkantitatif analizleri i¢in kullanilan alevli atomik absorbsiyon

spektrometresi (AAS) kullanildu.

Islem &ncesi polipropilen tiipler icerisine 1000 pl nitrik asit konuldu ve
tizerine 200p] serum numunesi eklenerek karistirildi.

Analizi yapilacak orneklerin ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra, bakir ve ¢inko
analizi i¢in ayr1 ayri standartlar hazirlandi. Metallerin absorbans yaptig
dalga boyunda okuma yapilarak standart egrisi olusturuldu.

AAS’de (Perkin Elmer Analyst 800, ABD) bakir ve ¢inko degerleri pg/dl

olarak ol¢iildii.
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3.4.5. istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler, SPSS 12.0for Windows paket programinda yapildi.
Veriler ortalamatstandart hata seklinde ifade edildi. Nicel verilere iligkin
degiskenlerin normal dagilim gostermedigi, Shapiro-Wilk normallik testi ile test
edildi (p<0.05).

Gruplar aras1 serum sitokin, bakir ve ¢inko seviyeleri ile Morris su tanki testi
verilerinin karsilastirilmasinda, Mann-Whitney U testi,Kruskal-Wallis Varyans
Analizi ve Connover Post Hoc Analizi kullanildi. p<0.05 degeri, istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney oncesi Morris su tanki alistirma test sonuclarinin degerlendirilmesi

Deney protokolii uygulanmadan 6nce, siganlar Morris su tankinda 4 giinliik
alistirma ve 6grenme periyoduna alindi. Bu siire zarfinda tiim gruplardaki siganlarin
kadranlarda kalis siireleri ve platforma varista katedilen yol dl¢tildii.

Morris su tanki aligtirma testinde, tiim gruplarin kadranlarda kalig siiresi
Tablo.4’te gosterilmistir. Alistirmalarin 1. gilinlinde, kadranlarda kalig siiresi kisa
iken, 2.,3., ve 4. giinlerde kadranda kalis siiresinin anlamli olarak arttig1 goriildi
(p<0.05). 2.,3., 4.glinde siganlarin, platformun bulundugu kadran olan giineybati
(SW) da bulunma siiresinin artig gosterdigi bulundu (p<0.05).

5.gilin platform kaldirilarak yapilan probe-trial hafiza testinde tiim gruplardan
elde edilen sonuclar, ilk 4 giinlik alistirma periyodunun sonuglariyla
kiyaslandiginda, 5.giinde platforma varigta katedilen yolun, diger giinlere gore

kisaldig1 ve hedef kadranda kalis siiresinin arttigi bulundu (p<0.05).

Tablo 4.Deney oncesi Morris su tanki alistirmalarinda tiim gruplarin kadranlarda

kalig stiresi (Ortalama + Standart hata ).

Giinler Kuzeybati Kuzeydogu Giineybat1 Giineydogu
(NW) (NE) (SW) (SE)

1.giin 1,93+0,16 2,43+0,17 2,72+0,14 3,65+0,12

2.3.,ve 4. giin 2,56+0,083 3,07+0,37 4,63+0,16 2,46+0,06

5. giin 6,26+0,33 5,24+0,26 6,32+0,28 5,44+0,31
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Kadranlarda kalis siiresi

M Kuzevhat

M Kuzeydogu

I Giineyhati
Giineydogu

Siire

Kadranlar

Sekil 20.Deney oncesi 4 gilinliik alistirma siiresince siganlarin kadranlarda kalig

stiresi (Ort+SH, saniye).

Kadranlarda kahs siiresi

B Kuzeyhati

I Kuozevdogu
Giinevhati
Giinevdogu

Siire

Kadranlar

Sekil 21.5.giin platformsuz probe —trial testinde sicanlarin kadranlarda kalig siiresi

(Ort+SH,saniye).
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Tablo 5.Deney 6ncesi Morris su tanki alistirmalarinda ve 5.giin probe trial testinde

tiim gruplarin platforma varista katedilen yol (Ortalama+Standart hata, “p<0.05).

Platforma varista katedilen yol
Giinler
(cm)
1.giin 1572,09+51,55
2.,3.,ve 4. giin 855,6426,9
5.giin 245,9+16,85"
Platform noktasima hareket mesafesi
2500
2000 1 =
51500
g
L
=1000 +
=]
=
500
0
Deneme

Sekil 22. Deney Oncesi 4 gilinliikk alistirma siiresince siganlarin platforma varista
katedilen yol (Ort +SH).

1400 - Platforma hareket mesafesi

1200 + I

1000 +

[}
=
=

Toplam (cm)

5.giin (Platformsuz)

Sekil 23. 5.giin probe-trial testinde siganlarin platforma varista katedilen yol
(Ort£SH).
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4.2. Deney sonrasi Morris su tanki test sonuclarinin degerlendirilmesi

Deney protokolleri uygulandiktan sonra, Morris su tankinda 6grenme-hafiza
testine alinan tiim gruplar arasinda karsilagtirma yapildi. Degerlendirmede siganlarin
kadranlarda kalis siireleri, platforma gecikme siireleri ve platforma varista katedilen

yollar ayr1 ayr1 degerlendirildi.

Kontrol grubu, epileptik grup ve propolis verilen tiim gruplardaki siganlarin,
Morris su tanki testinde kadranlarda kalis siireleri Tablo. 6°da gosterilmistir. Yapilan
istatistiksel analizde, epileptik grup ile kontrol grubu ve diger gruplar
kiyaslandiginda, epileptik gruptaki (5.grup) sig¢anlarin kadranlarda kalis siiresi,
anlaml1 bigimde diisiik olarak bulundu ("p<0.05).

Tablo 6.Kontrol grubu, SE gegiren ve propolis verilen gruplarin kadranlarda kalis
stireleri (Ortalama+Standart hata).

Kuzeybati Kuzeydogu | Giineybati Giineydogu
Gruplar (n=8) (NW) (NE) W) | (B
Kontrol 5,25+0,14 6,60+0,121 6,80+0,132 5,65+0,16
Propolis+lityum+pilokarpin 2321717 | 1072036 | 2,1940,89 | 1,24+0,12"
Lityum+pilokarpin+diazepam+propolis | 3,23+0,59 3,12+0,34 3,49+0,52 2,52+0,61
Lityum+pilokarpin +propolis 3,1+0,61 3,21+0,41 4,42+0,12 2,23+0,32
Lityum+pilokarpin (epileptik grup) 03120,08 | 0,42+0,15" | 02+0,12° | 0,41%0,16
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Diazepamla nébet aktivitesi durdurulduktan sonra propolis verilen 3.grupla,
nobet sonrasi direkt olarak propolis verilen 4.grup kiyaslandiginda, aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. ( p>0.05). 3. ve 4. gruplarla, ndbetten
1 hafta once propolis verilen 2.grup kiyaslandiginda, 2.grubun kadranlarda kalis

stiresi, 3.ve 4.gruba gore anlaml olglide diisiik bulunurken, epileptik gruba (5.grup)

gore degerler anlamli olarak yiiksek bulundu (" p<0.05). (Tablo.6).

Tablo 7. SE gegiren ve propolis verilen gruplarin kadranlarda kalis siireleri

(Ortalama+Standart hata)
Yonler Kuzeybati Kuzeydogu Giineybati Giineydogu
(NW) (NE) (SW) (SE)

SE sonrasi tiim

gruplar 2,60+0,133 2,65+0,16 1,80+0,13 2,25+0,14

Propolis
verilengruplar | 3.12%0,16 3,41%0,18 3,54+0,23" 3,20+0,51"




Kadranlarda kals siiresi

25+
21

= 1

.Cg 15 B Kuzeybati
1 M Kuzeydogu
; Giinevbat

T Giineydogu

054
0

Kadranlar

Sekil 24.SE sonras1 siganlarin kadranlarda kalis siireleri (Ort+SH).

Kadranlarda kalis siiresi

M Kuzevhat

M Kuzevdogu
Giineyhat
Giineydogu

Kadranlar

Sekil 25. Propolis verildikten sonra si¢anlarin kadranlarda kalis siireleri (Ort=SH).
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Deney Oncesinde, deney sirasinda ve sonrasinda propolis verilen 2.,3., ve 4.
gruplarda, epileptik grup olan 5.gruba gore, kadranlarda kalis siireleri anlamli 6lgiide
yiiksek bulunurken,platforma gecikme siiresi ve platforma olan hareket mesafesi

anlamli dl¢iide diisiik bulundu ("p<0.05).

Tablo 8.SE geciren ve propolis verilen gruplarin platforma olan gecikme siiresi ve

platforma varista katedilen yollar (Ortalama+Standart hata).

SE sonrasi tiim gruplar Propolis verilen gruplar
Platforma olan
gecikme siiresi 34,8+3,76 30,542,66
(saniye)
Platforma vanista | 37719,5+2160,91 35033,7+1897,9"
katedilen yol (cm)




Platforma gecikme siiresi

Gecikme siiresi (s)
—_ — ra (=) € Laa
= [ f=1 wn =1 £
—t———t——t+——

()]
1
T

=]

SE sonrasi

Sekil 26.SE sonrasi siganlarin platforma gecikme siiresi (Ort=SH).

Platforma gecikme siiresi

20+

Gecikme siiresi (s)

51

Propolis sonrasi

Sekil 27.Propolis verildikten sonra siganlarin platforma gecikme siiresi (Ort=SH).
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Platforma hareket mesafesi

SE sonrasi

Sekil 28. SE sonrasi siganlarin platforma varista katedilen yol (Ort=SH).

Platforma hareket mesafesi
40000+

35000+

300004+

)

& 250001
200001

15000 +

Toplam (

10000+

5000 +

Propolis sonrasi

Sekil 29.Propolis verildikten sonra siganlarin platforma varista katedilen yol

(Ort=SH).
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4.3. Serum sitokin (IL-1p, IL-6 ve IL-17) seviyelerinin degerlendirilmesi

Deney oOncesi ve sonrasi Olglilen serum sitokin  seviyelerinin
degerlendirilmesinde Wilcoxon testi kullanildi. Kontrol grubunda 6nceki ve sonraki
sitokin seviyeleri arasinda ve deney Oncesi propolis verilen gruptaki (2.grup) IL-1
onceki ve sonraki seviyeleri arasinda, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(p>0.05). Diger tiim gruplarda sitokin seviyeleri degerlendirildiginde ise istatistiksel

olarak anlamli bir fark oldugu tespit edildi. (p<0.05; Tablo 9).

Tablo 9.Serum sitokin seviyelerinde meydana gelen degisiklikler (Ortalama+standart
hata, Wilcoxon Testi, 'p<0,05).

IL-1p, IL-6 ve IL-17 Sitokin Seviyeleri (pg/ml)
Grup
n=8 | IL-1BO IL-1B S IL-6 O IL6S IL-170 IL-17S
1 | 8932511,5 | 8731%104 | 23625¢298 | 2302+192 | 2643294 | 26580191
2 96,29+0,46 95,91+1,50 230,10+3,76 213.35+0 89* 267,52+0,78 263.43+1 87*
3 | 95.34072 | g44740,09" | 22757E324 | 19 534549 | 205.77E2.28 | 163 83+4.30"
5 |98634076 1734843005 | 2420241139 | 4454947737 | 26358191 1336 9844 95"

Gruplarin deney Oncesi ve sonrast sitokin seviyelerinin kendi igerisinde
yapilan karsilastirilmasinda, propolis verilen 2.grup (IL-1B seviyesi harig), 3.grup ve

4.gruptakitiim sitokin seviyelerinde sonraki degerler, 6ncekilerden istatistiksel olarak

anlamli bi¢cimde diisiik bulundu (*p<0.05).
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Epileptik grup olan 5.grupta ise sonraki sitokin degerleri, oncekilerden
istatistiksel olarak anlamli bigimde yiiksek bulundu (*p<0.05).Istatistiksel olarak
anlamli bulunan gruplar arasindaki degerlendirme, Mann-Whitney U testi
kullanilarak yapildi. 3. ve 4. gruplarin tiim sitokin diizeyleri karsilastirildiginda, esit
diizeyde farklilik gosterdikleri saptandi (p=0.495). Kontrol grubu harig, tiim
gruplarin sitokin seviyeleri Kruskal-Wallis Testi ile degerlendirildi. Her grubun

sitokin degerlerinde istatistik olarak anlamli fark oldugu saptand: (* p<0.0001).

4.4. Serum bakir (Cu?*) ve cinko (Zn?*) seviyelerinin degerlendirilmesi

Deney Oncesi ve sonrast Olgiilen serum bakir ve g¢inko seviyelerinin
degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis Varyans Analizi ile yapildi. Tablo 10’da
gosterildigi gibi, kontrol grubunda Cu ?* ve Zn * degerleri deney 6ncesi ile sonrasi
seviyelerinde anlamli fark bulunmazken, diger dort grupta bakir ve ¢inko

seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu bulundu ("p<0.0001).

Tablo  10.Serum  bakir ve ¢inko  seviyelerinde  meydana  gelen

degisiklikler(Ortalama+standart hata, Kruskal-Wallis Varyans Analizi,” p<0.0001).

Grup | Serum bakir (Cu) seviyesi Serum ¢inko (Zn) seviyesi
n=8 (ng/dl) (ng/dl)
1 178,146,77 128,343,445
2 * *
129,4+7,42 112,8+5,64
3 * *
122,145 42 187,1+48,20
4 134,3+4,86 208,9+45,63 "
5 90,4+6,28" 96,5:1,01"
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Gruplar arasindaki bakir ve ¢inko degerlerinin  karsilastirilarak
degerlendirilmesinde, Connover Post Hoc Analizi kullanildi. Kontrol grubu ve
epileptikgrup (5.grup) birbirleriyle kiyaslandiginda, bakir ve ¢inko degerleri epileptik
grupta, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bigimde diisiik bulunmustur
("p<0.05).

2.gruptaki (epilepsi 6ncesi propolis verilen grup) bakir ve ¢inko seviyeleri,
kontrol grubundan anlamli olarak daha diisiik diizeyde bulunmustur (*p<0.05). 3. ve
4. gruplarda ( epilepsi sonrasi 1 ay boyunca propolis verilen gruplar) bakir ve ¢inko
seviyeleri, 5.gruba (epileptik grup) gore istatistiksel olarak anlamli bi¢gimde yiiksek
bulunmustur (“p<0.05).
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5. TARTISMA

5.1. Propolisin 6grenme ve uzamsal bellek iizerine etkileri

Status epileptikusun (SE), 30 dk’dan daha uzun siiren nobet aktiviteleri
nedeniyle, ¢ocuklarda noronal ve psiko-sosyal gelisimi olumsuz yonde etkiledigi
bilinmektedir(5,6).Bu durum, O6grenme giigliigli ve hafizanin gerilemesi gibi
giicliikleri de beraberinde getirmektedir. Son zamanlarda yapilan pek ¢ok ¢alismada,
hipokampusun 6zellikle CA1 ve CA3 bolgesinde, dentat girusta, amigdala ve limbik
sistemin tamaminda meydana gelen noron kayiplarinin, 6grenme ve hafiza
bozukluguna yol a¢tig1 gosterilmistir ( 53,54,63 ).

Propolis, bal arilarindan elde edilen rec¢inemsi bir madde olup; anti-
mikrobiyal, anti-oksidan ve anti-timor ozellikleri oldugu bilinen bir maddedir.
Yapilan ¢aligmalarda propolisin 6zellikle antioksidan 6zelligi dikkate alinarak, MS,
Alzheimer gibi beyni ¢esitli ndron kaynakli hastaliklardan korudugu gosterilmistir
(5,6).Bu bulgular, bize propolisin SE’un 6grenme ve uzamsal bellek {izerinde
olusturdugu hasarlar1 iyilestirici ve SE’a kars1 koruyucu yonde etki edebilecegini
diigiindiirdii. Ancak arastirdigimiz kadariylaliteratiirde, propolisin epilepsi iizerine
etkilerini igeren pek ¢ok ¢alisma olsa da, SE’un 6grenme ve hafiza {izerine etkilerini
igeren, calismamiz kadar genis kapsamli baska bir calisma yoktur. Calismamizda
Morris su tankimi kullanarak, kontrol grubundaki ve SE deneysel modeli
olusturduktan sonra tiim gruplardaki siganlar1 karsilastirdik ve uzamsal bellekte
meydana gelen degisimleri degerlendirdik.

Tim siganlarin 4 giinliik 6grenme testi boyunca, platformun yerini bulma
stirelerinin giderek kisaldigi goriildii. Platformun kaldirilarak, bellegin ol¢tildiigi 5.
giinde ise siganlarin platform noktasinda, diger kadranlara gére daha ¢ok zaman

gecirdikleri ve platforma yaklastiklart goriildii.
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SE deneysel modelini olusturulduktan sonra yapilan Morris su tanki testinde,
epileptik gruptaki si¢anlarin (sadece lityum ve pilokarpin verilen 5.grup),
kadranlarda kalis siiresi, kontrol grubu ve propolis verilen gruplarla (3. ve 4.grup)
karsilastirildiginda anlamli derecede diisiik bulundu.

Diazepamla nobet aktivitesi durdurulduktan sonra propolis verilen 3.
grupla,ndbet sonrasi direkt propolis verilen 4.grup arasinda, kadranlarda kalis siklig
bakimindan anlaml bir fark olmadig1 saptandi.Ancak,SE 6ncesinde propolis verilen
2.grupta kadranlarda kalis siiresi, paltforma gecikme siiresi ve platforma hareket
mesafesinin 3. ve 4.gruba gore diisiikk oldugu goriildii. Epileptik grup olan 5.grupla
karsilastirildiginda, 3.ve 4.gruptaki sicanlarin kadranlarda kalis siiresi artarken,
platforma gecikme siirelerinin ve platforma varista katettikleri yollarin azaldigi
goriildii.

SE nobetleri sonrasinda bir ay boyunca propolis verilen 3.ve 4. gruplarda,
deney oOncesi propolis verilen 2. gruba gore, 6grenme ve hafizanin iyilesmesi tizerine
propolisin etkili oldugu saptandi. Epileptik grup olan 5.gruba gore, deney Oncesi
propolis verilen 2.gruptaki sicanlarda hedef kadranda gegirilen siirenin daha uzun
oldugu saptanda.

Epileptik nobetler sonrast kognitif fonksiyonlarin olustugu beyin bdlgelerinde,
oksidatif strese bagli olusan hasarlar, Ogrenme ve bellekte bozukluklar
olusturmaktadir (5,6). Literatiirdeki ¢aligmalara paralel olarak, yaptigimiz ¢alismada
propolisin igerdigi flavonoidler sayesinde, olusan toksik maddeleri siipiiriicii 6zellik
gostererek etki ettigi ve bu yolla noroprotektif etki yaparak 6grenme ve bellekte

olusan bozukluklar1 tamir edebildigi diisiiniilebilir.

5.2. Propolisin serum sitokin seviyelerine etkileri

Sitokinler, bagisiklik ve enflamatuvar olaylari igine alan birgok sistemik yaniti
diizenleyen, cesitli hiicre tipleri tarafindan {retilip salgilanan polipeptitlerdir
(98).Yapilan son galismalarda, sitokinlerden o6zellikle IL-1B’nin epileptik siiregte
meydana gelen fonksiyon bozukluklarindan sorumlu oldugu fikri ortaya ¢ikmistir
(3,4,100).



66

IL-18’nin epileptik siirece bir baska etkisinin de fosforilasyonda NMDA
araciliryla hipokampal piramidal hiicrelere Ca®* gegisini hizlandirmak oldugu ifade
edilmektedir (100).

Calismamizda kontrol grubuyla kiyaslandiginda, SE 6ncesi propolis verilen
grupta (2.grup) IL-1P seviyesi degismezken, epileptik grupta IL-1p seviyesi anlaml
Olgiide artmigtir. Ancak propolis verilen gruplarda, epileptik gruplara gore IL-18
seviyesinin diislik oldugu saptanmistir. Bu da propolisin, IL-1p seviyesini diigiirerek
tedavi edici bir etki olusturabilecegini diisiindiirmektedir.

Alzheimer, MS gibi ¢esitli norolojik hastaliklarda, IL-1B’da oldugu gibi, IL-6
seviyesinde de bir artis oldugu gosterilmistir (100). Ancak beyin 6zel bolgelerinin
kontroliinde ve ndbetlerin olusumunda sitokin yanitlarinin rolleri heniiz tam olarak
tanimlanmamustir. Klinik olarak yapilan bir ¢alismada, 6zellikle fokal ve sekonder
jeneralize nobetlerden sonra, IL-6 seviyelerinde artis oldugu saptanmistir (98). Bizim
caligmamizda da literatiirdeki bu ¢alismalara paralel olarak, SE geciren epileptik
grupta, kontrol grubu ve propolis verilen gruplara gore IL-6 seviyesinde anlamli bir
artis oldugu saptandi. IL-17°nin, MS gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde rol
oynadig diisiiniilse de, epileptogenez siirecindeki rolii hala tartigmalidir. Son yapilan
klinik bir ¢calismada, epilepsili hastalarin serebrospinal sivilarindan alinan 6rneklerde
IL-17 seviyelerine bakilmis ve Ozellikle interiktal donemlerde seviyelerde artis
oldugu saptanmustir ( 101). Caligmamizda, literatiire paralel bir sekilde IL-1p ve IL-
6 seviyelerinde oldugu gibi, serum IL-17 seviyesinde de kontrol grubu ve propolis
verilen gruplara kiyasla epileptik grupta artis oldugu aciga c¢ikmustir. Glutamat,
primer eksitator ndrotransmitter madde olup, NMDA reseptorii de dahil olmak tizere
depolarizasyonla aktive edilen birgok ndronal reseptore baglanir. Bunlarin sonucu
olarak néron i¢i Ca?" girisi depolarizasyonu ve nobet aktivitesinin siddetini daha da
artirtr (102). IL-1B, IL-6 ve IL-17’nin de NMDA araciligiyla hipokampal piramidal
hiicrelere Ca?" gegisini hizlandirdigimi ifade edebiliriz. Bu da sitokinlerin, beyinde
glutamat diizeylerini yiikselterek ve hipereksitabiliteye neden olarak, epileptik
nobetler esnasinda bu yolla sitokin seviyelerinde bir artis olusturabilecegini

diistindiirmektedir.
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5.3. Propolisin serum bakir ve ¢inko seviyelerine etkileri

Cinko (Zn?*) ve bakir (Cu?"), viicutta en yaygim bulunan iz elementlerdendir.
Bu iki elementle epileptik nobetler arasinda iliskiyi konu alan pek ¢ok yayin
yapilmustir. Yapilan son ¢alismalarda, febril konvulziyonlarda Zn?* diizeyinin diisiik
oldugundan bahsedilmistir (102).

Ogrenme ve uzamsal bellek ile Zn/Cu oranlarinin karsilastirildig1 bir baska
calismada ise, febril konvulziyonlar sonucu bellegi zayiflayan bireylerde, serum Zn?*
ve Cu?* seviyelerinde diisiis oldugu saptanmstir ( 103 ).Calismamizda deney oncesi
ve sonrasinda sican serumlarinda olgiilen Cu?* ve Zn?* degerleri karsilastirdik.
Epileptik gruptaki siganlarda, Cu®* ve Zn?* degerlerinin diisiik oldugunu; ancak SE
nobetleri sonrasi propolis verilen gruplarda Cu®* ve Zn?* degerlerinde anlamli dl¢iide
bir azalmanin olmadigimi gordiik. Elde ettigimiz sonuglara bakildiginda, epileptik
grupta hem sitokin seviyelerinin yiiksek olmas1 hem de Cu?" ve Zn?'seviyelerinin
diistikliigli arasinda, nobet aktiviteleri tizerindeki etkileri dikkate alinarak bir baglanti
kurulabilir.

Glutamat, primer eksitatér norotransmitter madde olup, NMDA reseptorii de
dahil olmak tiizere depolarizasyonla aktive edilen bir¢ok ndronal reseptdre baglanir.
Bunlarm sonucu olarak néron igi Ca?" girisi depolarizasyonu ve ndbet aktivitesinin
siddetini daha da artirir (102). IL-1B, IL-6 ve IL-17'nin de NMDA araciligiyla
hipokampal piramidal hiicrelere Ca?* gegisini hizlandirdig1 diisiiniilebilir.

Bu mekanizma ile iliskili olarak SE durumunda, Cu?* ve Zn?* seviyelerindeki
azalma ele alindiginda farkli bir mekanizma iizerinden bu siireci degerlendirebiliriz.
Hipokampus ve amigdala bolgelerinde, yiiksek yogunlukta Zn?* igeren noron
terminalleri mevcuttur. Onemli bir inhibitér norotransmitter olan GABA, L-
glutamatin dekarboksilizasyonuyla iiretilir. Bu islem i¢in glutamik asit dekarboksilaz

(GAD) enzimi 6nemli rol oynar.
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Enzimin aktivasyonu B6 vitaminiyle (piridoksal fosfat) saglanir. Zn da
piridoksaldan, piridoksal fosfat tiretimini saglayan “piridoksal fosfat kinaz” enzimini
uyararak, GABA sentezini modiile etmis olur (103).

Buradan yola ¢ikarak, Zn eksikliginin GABA diisiikliigii ile paralel oldugu ve
bu durumda epileptik nobetleri tetikleyici yonde bir islev gordiigiinii sdyleyebiliriz.
Sonug¢ olarak, Cu ve Zn eksikliginde GABA olusumunun azalmasi, ayni anda
glutamat diizeylerinin artmasina neden olmaktadir. Bu durum, sitokin seviyelerinde
artisa neden olarak, hem epileptik nobet olusumunu kolaylastirmasina hem de

hipokampusta noronal kayba yol agmasina neden olabilecegini diisiindiirmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Status epileptikus (SE), 30 dk’dan fazla siiren ndbetler sebebiyle 6zellikle
cocuklarda uzamsal bellek ve hafiza gelisimini olumsuz yonde etkileyen bir
hastaliktir. Morris su tankinda yaptigimiz test sonuglari gbz Oniine alindiginda,
SE’un literatiirdeki pek ¢ok calismayla paralellik gosterdigi, beynin O6grenme ve
hafiza ile iliskili bolgeleri olan hipokampusu ve limbik sistemi olumsuz sekilde
etkiledigi goriilmiistiir.

SE oncesi propolis verilen ve SE nobetleri sonrasi propolis verilen gruplarda
uzamsal bellekte ve hafizada meydana gelen ciddi hasarlarin 6nemli 6l¢iide ortadan
kalktigi  gériilmistiir.  Propolis, icerdigi flavonoidlerle, antioksidan ozellik
gostermekte olup, lipit peroksidasyonu sirasinda olusan polimer zincir
reaksiyonlarini kirarak, reaksiyonu durdurucu etki yapmaktadir. Cu®* ve Zn?*
elementleri de lipit peroksidasyonu icin Onemli mediyatorler olarak islev

2nin etkinligini artiric1 sekilde etki

gormektedir. Dolayisiyla propolis, Cu?* ve Zn
etmektedir.

IL-1B, IL-6 ve IL-17 seviyeleri, SE siiresince ciddi artis gostermekte ve
beyinde asir1 uyarilmaya neden olarak, nébet sikligini artirmaktadir. Sitokinlerin bu
islevlerini, NMDA araciligryla, hipokampal piramidal hiicrelere Ca®" gegisini
hizlandirarak yaptiklart bilinmektedir (3,4). Calismamizdaki sonuglara gore,
propolis, sitokin seviyelerini diisiirerek SE esnasinda meydana gelen asir1 nobet
aktivitesini baskilayici bir etki yapmustir.

Calismadan elde edilen bulgular, propolisin SE’un ¢ocuklarda sebep oldugu
Ogrenme giicliigli ve uzamsal bellek hasarini tamir etmede kullanilabilecegini; ayrica
SE tedavisinde antiepileptik bir ajan seklinde kullanilarak ya da antiepileptik ilaglarla

birlikte alindiginda olusan norolojik hasarlart  tersine c¢evirici  bir etki

olusturabilecegini ortaya koymaktadir.
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