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OZET

Sicanlarda Intrauterin Oxcarbazepin ve Gabapentin
Uygulamasinin Postnatal Donemde Substantia Nigra’daki
Noron Sayisina Etkilerinin Arastirilmasi

Bu ¢alismada, farkli etki mekanizmalara sahip ikinci nesil antiepileptiklerden
Oxcarbazepin (OXC) ve Gabapentin’in (GBP) gebelikteki kullanimina bagli olarak
substantia nigradaki (SN) toplam néron sayisina etkilerini yetiskin siganda arastirmayi
amagclandi.

Calismada 21 adet hamile Wistar albino sicandan elde edilen, 45 giinliik disi 35
adet yavru sigan kullanildi. Hamile sicanlardan 7 grup olusturuldu. ilk ii¢ gruba
gebeligin 1 — 5., diger ii¢ gruba ise gebeligin 6 — 15. giinlerinde, sirasiyla OXC (100
mg/kg/giin), GBP (50 mg/kg/giin) ve Serum Fizyolojik (SF; %0,9 NaCl, 1,5 ml/giin)
gavaj yoluyla verildi. SF verilenler kontrol grubu olarak degerlendirildi. Higbir
uygulamanin yapilmadigi grup ise piir kontrol (PK) grubu olarak belirlendi.

Substantia nigra pars kompaktadan sistematik rastgele Ornekleme ile 5 pum
kalinliginda alinan iki seri kesit ¢iftlerinden bir seri Nissl ve diger seri
immiinohistokimyasal boyama ile boyandi. Noron sayimi fiziksel disektér metodu
kurallar1 dogrultusunda gerceklestirildi. Immunohistokimyasal ¢alisma igin SN’deki
dopaminerjik noronlari isaretleyen tirozin hidroksilaz antikoru kullanildi.

Kontrol gruplarindan SF ve PK gruplan karsilastirildiginda, her iki uygulama
donemlerinde toplam noron sayisinin anlamli sekilde SF grubunda az oldugu goriildii
(P<0,05). OXC 1ile SF gruplann karsilastirildiginda, sadece gebeligin 1-5. giin
uygulamalarinda dopaminerjik néron sayisinda anlamli bir azalma bulundu (P<0,05).
Nissl boyalilarda yapilan karsilastirmalarda ise anlamli bir fark ¢ikmadi (P>0,05). GBP
verilenler ile SF grubu karsilastirildiginda ise; gebeligin 6-15. giinlerindeki
uygulamalarda toplam ndron sayisi ve dopaminerjik ndoron sayist GBP grubunda
anlamli diizeyde fazla ¢ikti (P<0,05). Gebeligin 1-5. giin uygulamasinda her iki boyama
sonuglarna goére ise GBP grubunun SF’ye goére ndron sayisi acisindan bir fark
bulunmadi (P>0,05).

Nissl boyama sonuglarina gére OXC verilen gruplarda uygulama zamanlari
bakimindan anlamli bir farkliik goriildi (P<0,05). Benzer durum, farkli uygulama
zamanlarinda GBP verilen gruplarda da vardi (P<0,05) Bu farklihik OXC
uygulananlarda néron azalmasi, GBP uygulananlarda ise noron artis1 seklindedir.

Sonuglar, yeni nesil antiepileptiklerden OXC’nin gebeligin farkh
donemlerindeki uygulamalarinda yavru sigan SN’sindeki noronlar {izerine norotoksik
etkisinin olabilecegini gosterdi. GBP’nin ise noral proliferasyonu etkiledigi ve bu
sonucun literatiirde bildiren galismalarla ortiistiigii goriildii.

Ziileyha ERISGIN, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Subat 2012



ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF IN UTERO EXPOSURE TO
OXCARBAZEPINE AND GABAPENTIN ON THE NEURON NUMBER OF
THE SUBSTANTIA NIGRA IN ADULT RATS

The aim of this study is to investigate the potential effects of in utero usage of
two new generation antiepileptic drugs, namely oxcarbazepine (OXC) and gabapentin
(GBP), on the total number of neurons of the substantia nigra (SN) in adult rats.

Twenty one adult Wistar albino pregnant rats were divided into seven groups.
Three groups received OXC (100 mg/kg/day), GBP (50 mg/kg/day) and Saline (%0,9
NaCl, 1,5 ml/day) during the 1-5th and the other three groups during the 6-15th
gestational days by gavage. While the Saline groups were evaluated as controls, one
group had no treatments and was used as pure control (PC). Number analyses were
made on 45 days-old female offspring (n=35).

Two series of systematic random section pairs of the SN were taken at 5 pm,
according to the physical dissector method. Nissl stained section-pairs were used to
determine the total number of neurons. The dopaminergic neurons in the SN were
visualized by tyrosine hydroxylase antibody.

As saline and PC groups were compared it was shown that the total number of
neurons was diminished in the saline groups (P<0,05) for each treatment period. As for
the OXC treatment groups, decline in the dopaminergic neurons were observed only in
the 1-5th gestational period compared to saline (P<0,05). No differences were found in
the comparisons made on the Nissl stained sections. In both staining methods, the GBP
treatment showed no effects on the neuron numbers during the 1-5th gestational period
(P>0,05), whereas a proliferative effect was seen in the 6-15th gestational period
(P<0,05). On the other hand, a decrease in the 6-15th gestational period was observed
when the OXC treatment groups were compared themselves on the Nissl stained
sections (P<0,05). In contrast, the same comparison in the GBP treatment groups
revealed an increase (P<0,05).

As a result, the OXC seems to have a neurotoxic impact in different gestational
periods, while GBP has proliferative effects on the neuron number of rat SN, a result
partly supported by previously reported data.

Ziileyha ERISGIN, PhD Thesis
Ondokuz Mayis University Samsun, February 2012
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GIRIS

Epilepsi, ¢cok eski ¢aglardan giinlimiize kadar siiregelen, anormal desarjlarin
ortaya ¢iktig1 veya yayildig1 néronlarin somatik veya psisik fonksiyonlari ile ilgili gegici
bozukluklarla karakterize kronik nérolojik bir hastaliktir. Ug bin yil éncesi Asur-Babil
yazmalarinda, Cin ve Hint kaynaklarinda epilepsiye ait klinik durumlar1 tanimlayici
bilgiler bulunmaktadir. Yunancadan koken alan ‘epilamvanein’ kelimesinden
gelmektedir ve antik ¢aglarda bu hastalik insanlarin korktugu, mistik anlamlar yiikledigi
ve hastalarin toplumdan dislandig1 bir hastalik olarak goriilmiistiir. Hipokrat ise bunun
beyinden gelen bir hastalik oldugunu ortaya koymustur (Engel ve Pedley, 2008).
Gilinlimiizde yaklasik 130 kisiden bir kisiyi etkilemektedir (Lozsadi ve ark., 2010).
Avrupa’da her yil 33.000 kisi epilepsi nedeniyle 6lmektedir. Bunlarin 13.000°1
Onlenebilir niteliklidir (Cross, 2011). Tirkiye’de yaklasik 650.000, diinya da ise 60
milyon epilepsi hastast bulunmaktadir (Bartolini ve ark., 2011). Popiilasyonda her on
kisiden bir kisi yasamlarinin bir ddneminde en az bir veya birgok kez ndbet gecirmekte
ve bunlarin ticte birinde epilepsi gelismektedir (Hauser, 1990).

Epilepsi ve epileptik ndbet birbirleriyle karistirilan terimlerdir. Epileptik nobet
korteksteki artmis, hizli ve yerel elektriksel bosalimlardan kdken alir ve klinikte belli bir
stirede siirl olarak, biling, davranis, duygu, hareket veya algilama fonksiyonlarinda ani
baslayan, kisa siireli ve gegici stereotipik degisiklik durumu olarak gézlenir. Epilepsi ise
kronik olarak tekrarlayan, provoke edilmemis ndbetlerle giden tabloyu tanimlar. Bu
nedenle tek bir tetiklenmemis ndbet epilepsi anlamina gelmez.

Epilepsinin yasamin ilk yillarinda ve yashilik doneminde goriilme sikligi daha
fazladir. Ancak bu genel tespit, gelismis ve gelismekte olan iilkeler arasinda farklilik
gostermektedir. Gelismis toplumlarda yaslilik doneminde goriilme sikligr yagamin ilk
yillarindakinden daha fazladir. Ancak Afrika ve Giiney Amerika gibi gelismemis ya da
gelismekte olan bolgelerde ise geng eriskin donemde bu oran artarken yaslilikta belirgin
bir artis gdzlenmemektedir (Lavados ve ark., 1992; Hauser ve ark., 1993; Camfield ve
ark., 1996; Hauser ve ark., 1996; Tekle-Haimanot ve ark., 1997; Olafsson ve ark.,
2005).

Epilepside cinsiyetler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamaktadir.

Ancak risk faktorleri degerlendirildiginde (kafa travmasi, merkezi sinir sistemi



enfeksiyonlari, inme) erkeklerin daha ¢ok risk altinda oldugu goriilmektedir (Banerjee
ve Hauser, 2008)

Epilepsinin nedenleri genel olarak kafa travmasi, serebral beyin hastaligi,
merkezi sinir sistemi enfeksiyonlar1 ve inme sayilabilir. Epilepsi tanisi ise hasta
anamnezi, elektroensefalografi (EEG) ve diger destekleyici goriintileme yontemleri
(tomografi, magnetik rezonans gibi) ile konulmaktadir. Vakalarinin yaklasik 2/3’{inde
yapilan fizik muayene ve c¢esitli laboratuvar incelemelerine ragmen bir neden
saptanamamaktadir (Shin ve McNamara, 1994).

Cok sayida yapilan insan ve hayvan ¢alismalarina ragmen epilepsinin olusum
mekanizmas1 hala tam olarak aciklanamamistir. Ancak genel olarak nedeni, eksitator
norotransmitterler olan glutamat ve aspartat ile inhibitdr ndrotransmitter y amino butirik
asit (GABA) sistemleri arasindaki dengesizlige baglidir. Bununla iliskili olarak kortikal
néronlarin  membran potansiyellerinde, membran1 depolarize eden postsinaptik
potansiyelin anormal sekilde uzamasi ve membrandaki iyon kanalarindaki bozulmalara
bagli olarak da néronlarin gruplar halinde ateslenmesi ve etraflarindaki néronlar1 benzer
sekilde atesleyebilecek bir kapasiteye ulasmasidir (Macdonald and Mody, 2008).

Epilepsiyi tedavi etmek icin yaygin olarak ila¢ kullanilmaktadir. Ancak ilag
tedavisi sadece semptomatiktir, hastalig1 ortadan kaldirmamaktadir. Tedavideki amag
semptomlart yok etmek veya minimal diizeyde kalmasini saglamaktir. Tedaviye
baglarken hastanin bireysel oOzellikleri g6z Oniinde bulundurulmalidir. Epilepsi
tedavisinde kullanilan antiepileptik ilaglarin (AEI) tedaviyi sinirlayan yan etkilerin
bulunmasi nedeniyle, bu ilaglarla tedavi protokolii dikkatli bir sekilde yapilmalidir
(Beghi, 2010).

Fenobarbitallerin 1912 yilinda kesfi ile AEI’ler epilepsi tedavisinde
kullanilmaya baslamistir (Bourgeois, 2008). Ilk nesil AEI’ler fenobarbital (PB), fenitoin
(PHT), benzodiazepin (BDZ), karbamazepin (CBZ) ve valproik asit (VPA)’tir. Bu
ilaclar uzun yillar epilepsi tedavisinde basariyla kullanilmistir ve hala da
kullanilmaktadir. Ancak olusan yan etkiler bu ilaglara alternatif olarak ikinci nesil
AED’lerin kesfine sebep olmustur. Ikinci nesil AEI’ler ise oxcarbazepin (OXC),
gabapentin (GBP), levasiteram (LVT), topiramat (TP), lamotrijin’dir (LMT). ikinci
nesil AEI’ler daha iyi farmakokinetik 6zelliklere sahip ve daha iyi tolere edilebiliyorsa
da geleneksel AEI’lerden daha etkili degildir (Beghi, 2004, 2010; Bialer, 2005).



AED’ler genel olarak ii¢ yolla etkilerini gosterirler; voltaj bagimli iyon kanallarini
etkileyerek, sinaptik inhibisyonunu arttirarak veya sinaptik eksitasyonun inhibisyonunu
saglayarak (Stefan ve Feuerstein, 2007). PHT, OXC, CBZ ve LMT sodyum kanallarin1
bloke ederek eksitatdr transmitterlerin aciga ¢ikmasini engeller; BDZ, PB, vigabatrin
GABAerjik transmisyonu arttirirlar; GBP, GABA dongiisiinii artirir; ethosiiksimid T
tipi kalsiyum kanallarinin inhibe eder; valproik asit sodyum kanallarin1 bloke edip
inhibitor norotransmitter (GABA) seviyesinde artisa neden olmaktadir (Rho ve Sankar,
1999).

Epilepsi hastaligi kadin ve erkekler icin ayni riskleri tagimamaktadir.
Kadinlarda cinsel olgunlasmay1, menstruel siklusu, kontraseptif kullanimini, fertiliteyi
etkilemektedir (Crawfort, 2005). Diinyada 18 milyon kadin, epilepsi hastasidir (Thomas
ve ark., 2009). AEI kullanan hastalarin {igte biri iireme ¢agindadir ve gebe kadinlarin
%0,3-0,7’si epilepsi hastasidir (Adab ve ark., 2009; Kulaga ve ark., 2011).

Kadinlarin gebelik doneminde nébet gegirmeleri hem kendilerinde hem de
bebeklerinde ¢esitli sorunlarin olusmasma neden olmaktadir. Gebelikte hormonal
degisiklikler, stres, sodyumla birlikte su tutulumu ve degisen fizyolojiye bagli olarak
kandaki ila¢ diizeyindeki azalma nedeniyle ndbet gegirme sikligi artabilir. Ancak
caligmalar epilepsi hastas1 olan gebelerin yarisinin bu déonemde ndbet gegirmediklerini
ortaya koymaktadir (Thomas ve ark., 2009; Mawer ve ark., 2010). Bunula birlikte fokal
epilepsisi olan ya da politerapi uygulanan epilepsi hastas1 kadinlarda gebelikte ndbet
gecirme riski oldukca yliksektir (Thomas, 2011). Bu donemde gecirilen ndbetler,
plasentanin yapisinda iskemiye neden olmaktadir ki bu durum yiiksek oranda prenatal
morbidite ve mortaliteye sebep olur. Prenatal iskemi beyin gelisimi iizerinde pek ¢ok
olumsuz etkiye sahiptir. Bu olumsuz etki dogum sonras1 donemde ¢ok sayida norolojik
hastaliklara (serebral palzi, néronal apopitozis sonucu hipokampusun C1 ve C3 bolgesi,
graniiler hiicre tabakasi ve hilusun olusumunda bozulmalara) neden olabilmektedir
(Lima ve ark., 2010). Nobetlerin anne ve bebek mortalite oranini artirdig1 ve de gebelik
siiresince fotiisiin gelisimini olumsuz etkiledigi diisiiniildiigiinde bu dénemde AEI’lerin
kullaniminin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

[lk olarak 1960’11 yillarda AEI kullanimina bagl teratojenitenin ortaya ¢ikmast,
gebelikte AEI kullammi konusunda soru isaretlerinin olusmasina neden olmustur

(Hauser, 2011). Sonraki yillarda yapilan pek ¢ok calisma ile gebelikte AEI kullaniminin



cesitli malformasyonlara ve fotal gelisim geriligine neden oldugu tespit edilmistir.
AED’lerin  &zellikle ilk tirmesterda kullannmmin ve doz artismin  konjenital
malformasyonlara yol actig1 6ne siiriilmiistir (Kaneko ve ark., 1999; Holmes ve ark.,
2007; Frish ve ark., 2009; Okada ve ark., 2009; Ikonomidou ve Turski, 2010; Brosh ve
ark., 2011; Guimaraes ve ark., 2011; Hauser, 2011; Kulaga ve ark., 2011). Prospektif ve
retrospektif calismalara gére tek bir AEI kullanan annelerin bebeklerinde malformasyon
goriilme sikligimn epilepsi hastas1 olup AEI kullanmayanlara gére 2-3 kat daha fazla
oldugu tespit edilmistir (Mawer ve ark., 2010). Sabers ve ark.’nin (2004) yaptig
prospektif bir ¢alisma ile malformasyon goriilme olasiliginin %5-13,5 arasinda oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle bu dénemde AEQ’ler fayda ve zarar hesabi yapilarak
kullanilmalidir. Ozellikle ilk nesil AEI’ler ve bunlarin i¢inde en ¢ok kullanilan valproik
asitin dogumlardaki malformasyon oranini artirdigi gézlemlenmistir (Sabers ve ark.,
2004; Frisch ve ark., 2009; Harden ve ark., 2009; Okada ve ark., 2009; Mawer ve ark.,
2010). Bu ilaglar1 kullanan annelerin bebeklerinde diisiik dogum agirligi, boy-bas
cevresi ve iskelet sisteminde gelisme geriligi, noral tiip defektleri, beyin morfolojisinde
degisim, 1Q skorunda disiikliik, verbal, motor ve kognitif becerilerde azalma tespit
edilmistir (Perucca, 2005; Morrow ve ark., 2006; Ikonomidou ve ark., 2007; Almgren
ve ark., 2009; Cohen ve ark., 2011; Meador ve ark., 2011; Shallcross ve ark., 2011).
Ozellikle bu durumlarin doza bagli olarak arttigi ve bu artigin monoterapiye gore
politerapide daha belirgin oldugu bildirilmistir (Kim ve ark., 2007; Harden ve ark.,
2009; Vajda ve ark., 2010; Holmes ve ark., 2011; Tomson ve ark., 2011). Bazi
caligmalar teratojenik etkinin folik asit kullanimi ile Onlenebilecegini, bazilar1 da
yetersiz kalacagin1 gdstermektedir (Morrow ve ark., 2009; Jentink ve ark., 2010).
Geleneksel AEI’lerin teratojenik ve yan etkilerinden yola ¢ikarak, yine nobetler
tizerine etkisi olan ve daha az yan tesiri olan ikinci nesil antiepileptikler (vigabatrin,
LMT, GBP, felbamat, OXC, TP, LVT, pregabalin, zonizamit, klobazam) kullanima
sunulmustur. Bu ilaglarin daha iyi tedavi profiline sahip oldugu ve daha giivenilir
oldugu iddia edilmektedir (Czubak ve ark., 2008). Bu yeni nesil AEI’lerin gebelikteki
kullaniminda konjenital malformasyonlar, fotal gelisim geriligi ve noral gelisim
bakimindan geleneksel ilaglara gore daha giivenli oldugu gerek klinik gerekse
elektrofizyolojik c¢aligmalarla kismen ortaya konmussa da, merkezi sinir sisteminde

hiicresel diizeydeki etkileri agik degildir (Meischenguiser ve ark., 2004; Sabers ve ark.,



2004; Eisenschenk, 2006; Kmay ve ark., 2008). Yeni nesil AEi’lerin néronal
apoptosise, hiicre gocilinde, farklanmasinda ve plastisitesinde bozulmalara yol
acabilecegi ileri stirlilmiistiir (Kim ve ark., 2007, Manent ve ark., 2007).

GBP, 1993 yilinda Birlesmis Milletler Gida ve ilag Organizasyonu tarafindan
epilepsi i¢in kullanim1 onaylanan, parsiyel ve sekonder jeneralize nobetlerde kullanilan
ikinci nesil antiepileptik bir ilagtir (Prakash ve ark., 2008). Bu tarihten itibaren
Ingiltere ve 1994 yilindan itibaren Amerika’da 12 yasindan biiyiiklerde giivenle
kullanilmaktadir. GBP yapisal olarak beyinde inhibitor bir nérotransmitter olan GABA
ile benzerlik gostermektedir. GABA kan-beyin bariyerini gecemezken GBP kolayca
kan-beyin engelini gegebilmektedir. Antikonviilsan etkisini iyon kanallarini aktive
ederek ya da nonsinaptik ortamda GABA salmimm ile gosterir. L tipi kalsiyum
kanallarinin alfa-2-delta alt {initesine baglanir ve monoamin salinimini azaltir. Bagka bir
¢alismada da nitrik oksit sentezini aktive eden Ca*? kanallari iizerine etki gosterdigi
tespit edilmistir (McLean, 1995; Oka ve ark., 2003; Donner ve Snead, 2006; Prakash ve
ark., 2008). Otoradyografik caligmalarla beyinde ozellikle korkteksin dis katmanina,
serebelluma, hipokampusa baglandigi ve beyaz cevhere ise az baglandig1 gosterilmis ve
ayrica MR stereoskopi ile beyindeki glutamat seviyesinde %20 azalmaya neden oldugu
gozlenmistir (McLean, 1999). Yine baska bir calismaya gore GBP uygulamasmin
glutamat transport inhibisyonun artistyla omurilik hiicre kiiltlirlinde néron Sliimiinii
(hiicreden eksitotoksisiteye neden olan glutamat kagagimin azalmasi ile) yavaslattig
tespit edilmistir (Rothstein ve Kunci, 1995; McLean, 1999). Bu glutamat salintmindaki
azalma GBP’nin anitikonviilsan etkisinin ve muhtemel ndroprotektif etkisinin de
olabilecegini agiklamaktadir. Ayrica baz1 caligmalara gére GBP indirekt olarak aksiyon
potansiyelin ateslenme oranini smirlandirmaktadir. Bu durumun ndbet yayilimini
Onleyebilecegi ve noropatik agriy1 kesebilecegi ileri siirtilmiistiir (Mares ve Haugvicova,
1997; McLean, 1999). GBP’nin serbest serum seratonin seviyesinde artisa neden oldugu
da gosterilmistir (Rao ve ark., 1988). Bu artisin merkezi sinir sisteminde olup olmadigi
heniiz tam olarak bilinmemektedir. CBZ’nin beyinde seratonin seviyesinde artisa neden
oldugu ve bununda beyindeki interndronlarda GABA salinimma neden oldugu
bilinmektedir (Ropert ve ark., 1991; Yan ve ark., 1992). GBP’nin de benzer etkilere
sahip olabilecegi diisiiniildiiglinde analjezik ve duygu-durum diizenleyici etkisi ile

antiepileptik etkinlige sahip olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Mclean, 1999).



GBP, suda iyi ¢oziilebilen aminoasit 6zelliginde ve iyi tolere edilebilen, etkili
ve diinyada olduk¢a yaygin kullanilan (yaklasik 10 milyon hasta) bir AEI’dir (Cilio ve
ark., 2001; Prakash ve ark., 2008). Amerika’da ii¢ ve yukari1 yaslardaki ¢ocuklarda
parsiyel nobetlerde destekleyici tedavi olarak kullanilmaktadir (Montouris, 2003).
Ayrica noropatik agrida ve postherpetik noraljide (PHN) tercih edilmektedir (Ohman ve
ark., 2005). Diger iilkelerde parsiyel nobetlerde, noropatik agrida (diabetik periferal
noropati) monoterapi olarak kullanilmaktadir (Montorius, 2003). Ayrica duygu durum
bozukluklarinda da giivenilir, etkili ve tolere edilebilir oldugundan epilepsi hastalarina
bu etkisi ayr1 bir avantaj saglamaktadir (Botts ve Raskind, 1999). Ciinkii bu hastalarda
depresyon goriilme riski 4-5 kat fazla oldugundan hem anti epileptik etkisi hem de anti
depresan etkisi ayn1 anda elde edilmektedir (Czubak ve ark., 2008).

GBP’nin gebelikte ilag kullanim kategorisi C’dir (Montourus, 2003). Gebelik
doneminde kullanimi ve teratojenite konusunda hala smirli sayida ve kiiciik capli
calismalar bulunmaktadir. Hayvan c¢alismalarinda ozellikle farelerde teratojenik
etkisinin oldugu gosterilmistir. Bu c¢alismalarda f6tal rezorbsiyonda artis, viicut
agirliginda azalma, iskelet sistemine ait malformasyonlarda artma goriilmiistiir (Prakash
ve ark., 2008; Afshar ve ark., 2009). Ancak insanlarda yapilan ¢alismalarda teratojenik
etkisinin olmadig1 ileri siiriilmiistiir (McLean,1999; Montoruise, 2003; Hill ve ark.,
2010; Nielsen ve Hviid, 2011).

OXC de yeni nesil AEI’lerdendir. ki bin yilinda Amerika Ulusal ilag Birligi
(FDA) tarafindan dort yasindan biiyiiklerin kullanimina sunulmustur. CBZ ile esdeger
klinik etkiye sahip olmasi, yine allerji, sinir sistemi ve karacigere ait yan etkilerinin az
goriilmesi OXC’nin giivenle kullanilmasini saglamistir. OXC (10,11-dihidro-10
oxcarbamazepin), CBZ’nin bir keto analogudur ve nétral lipofilik yapidadir.
Antikonviilsan etkisini voltaj kapili sodyum kanallarin1 bloke ederek gosterir. Ayrica
potasyum iletimini artirir, glutamaterjik transmisyonu azaltir ve kalsiyum kanallarinin
fonksiyonlari diizenler (Shorvon, 2000; Donner ve Snead, 2006). Yetiskinlerde ve
cocuklarda parsiyel epilepside kullanilmaktadir (Beghi, 2010). En 6nemli avantaji diger
ilaglarla etkilesiminin olmamasidir, ancak hormonal kontraseptiflerin etkinligini
azaltmaktadir (Klosterskov-Jensen ve ark., 1992). Ayrica kronik kullanimlarda
hiponatremiye neden olmaktadir. Son yillardaki c¢aligmalara gore gebelikte

kullanildiginda ila¢ serum konsantrasyonunda diisiise bagli olarak epileptik nobetlerde



artisa neden oldugu gozlenmistir (EURAP, 2006; Wegner ve ark., 2010). OXC’nin
teratojenik etkisi hakkinda diger yeni nesil AEI’lerde oldugu gibi heniiz kesin bir bilgi
bulunmamaktadir. Pek ¢ok ¢aligma teratojenik olmadigini géstermektedir (de O Guerra
ve ark., 2000; Montouris, 2005; Perucca, 2005; Nielsenve Hviid., 2011). Ancak
teratojeniteye neden oldugunu gosteren ¢ok az da olsa calisma bulunmaktadir. Bu
calismalarda OXC’nin teratojenik etkisinin diger geleneksel AEIl’ler ile
karsilastirildiginda ¢ok diisiik oldugu ve politerapi ile arttifi gosterilmistir
(Meischenguiser ve ark., 2003; Yerby, 2003; Montouris, 2005; Eisenschenk, 2006).

Substantia nigra (SN) mezensefalonda yer alir. Odiillendirme, aliskanlik,
bagimlilik ve hareket ile ilgili fonksiyonlarda rolii bulunan bir ¢ekirdektir. Latincede
siyah madde anlamina gelmektedir ki bunun nedeni etrafindaki bolgelere gore daha
koyu renkte goriinmesidir. Buna dopaminerjik ndronlardaki yiiksek diizeydeki
melatonin neden olmaktadir. Striatum, globus pallidus (GP) ve subthalamik nukleus
gibi, SN’de bazal gangliyonun bir pargasidir. Beynin farkli kisimlariyla dogrudan ve
dolayli baglantilar1 mevcuttur. Bazal gangliyonun ana efferentlerini olusturur. Buradaki
aktivite dopaminerjik noronlar iizerinden eksitatér, GABAerjik noéronlar iizerinden
inhibitdr etki gosterir. AEI’lerin eksitatdr uyarryr baskilayip inhibisyonu arttirmasi
amaglandigindan bu alana etkileri 6nem arz etmektedir (Freichel ve ark., 2004).

Beyin Kesitlerinde substantia nigra sanki bir band gibi goriinse de aslinda
birbirinden farkli baglanti ve fonksiyonlara sahip iki alt nukleustan olusmaktadir
(Tepper ve ark., 2007; Guatteo ve ark., 2009):

-Pars Kompakta (SNc)

-Pars Retikulata (SNr)

-Pars kompakta; dopaminerjik noronlarin agirlikli olarak yer aldigi bolimdiir.
Yogun melatonin nedeniyle diger bolgelerden daha siyah goriilmektedir. Bu boliimiin
en belirgin fonksiyonu motor kontroldiir. SNc klinik olarak Parkinson, sizofreni ve
madde bagimlilig1 agisindan biiyiik bir 6neme sahiptir (Chinta ve Andersen, 2005).

-Pars retikulata; SN’nin en biiyiik pargasidir. Rosto-caudal ekseni etrafinda
uzanir. SNr’de bulunan noéronlarin biiylik cogunlugu GABAerjik noéronlardir. Cok az
sayida dopaminerjik noron igermektedir. SNc’den kalin dendritler buraya uzanmaktadir.

SNr, SNc¢’deki dopaminerjik aktiviteyi kontrol eder. Ayrica bu uzun dendritler 6zellikle



tirozin hidroksilaz ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalarda SNr’nin sinirlarini
ayirt edebilmeyi saglamaktadir (Nielsen ve ark., 2009).

Nobet, igerisinde SN’ninde oldugu ¢esitli beyin baglantilar1 tarafindan
olusturulur ve yayilir. Hayvan model epilepsisinde, striatumdan SNr’ye inhibitor
GABAerjik input potansiyelizasyonu, beyindeki orjinlerinden bagimsiz olarak ¢ok
cesitli ndbet tiplerinin yayillimini1 baskilamaktadir (Freichel ve ark., 2004). Farkh
yontemlerle (tutusma amygdala modeli, bolgeye dogrudan ilag uygulamalari,
kimyasallar ve maksimal elektrosok) olusturulan deneysel epilepsi nébetlerinde,
SNr’deki inhibitdr transmisyonun artig1 ya da eksitator bloklaji ile ndbetlerin dnlendigi
ya da azaldig1 goriilmiistiir (Deransart ve ark., 2003; Freichel ve ark., 2004; Gernert ve
ark., 2004; Meurs ve ark., 2006; Paz ve ark., 2007; Gale ve ark., 2008; Castillo ve ark.,
2010). Amygdala tutusma modelinde GABA sentez enzimi olan glutamik asit
dekarboksilazin (GAD) sinaptozomal aktivitesinde belirgin diizeyde ve SN’deki GABA
dongiisiinde azalma goriilmiistiir. Hayvan model epilepsideki tutusma olusumunun
altinda yatan nedenin SNr’deki GABAerjik sistemden kaynaklanan bozulmalarin
oldugu diisiniilmektedir (Gernert ve ark., 2004). Yine hayvanlarda SNr’ye GABAerjik
hiicre transplantasyonu (Nolte ve ark., 2008) ve STN stimiilasyonu ile SNr’de GABA
seviyesinde artis saglanarak nobet kontrolii bagarilmistir (Windels ve ark., 2005; Zhang
ve ark., 2008). Hatta SNr’ye yakin bolgelere yapilan derin beyin stimiilasyonu
uygulamasinda daha etkili sonuglar alindig1 goriilmiistiir (Feddersen ve ark., 2007).
Bazal ganliyonlar, esas efferenti olan SNr’nin aktivasyonu araciligiyla nobetleri
(6zellikle absens ndbetlerini) kontrol eden subkortikal bir sistem olusturur. Bu durumda
GABAerjik inhibisyonun Onemini ortaya koymaktadir (Paz ve ark., 2007). Ancak
SNr’nin ndbetleri 6nleyici etkisi tam olarak bilinmemektedir.

GABA beyinde 6nemli inhibitér norotransmitter olmakla birlikte kemirici ve
primatlarla yapilan ¢aligmalarda gelisen beyinde ayn1 zamanda eksitator etki gosterdigi
ileri siirlilmiistiir (Fiszman ve ark., 1999; Demarque ve ark., 2002; Li ve ark., 2004).
Embriyonal ve neonatal donemde trofik rolleri vardir ve parakrin etkiyle ndroblastlarin
proliferasyonunda, gociinde ve farklanmasinda goérev alir. Hayvan calismalarinda
GABA seviyesinde artisa neden olan ya da GABA gibi etki gosteren ilaglarin, prenatal
donemde hipokampal ve kortikal hiperplaziye neden oldugu ortaya konulmustur

(Manent ve ark., 2007).



Gebelikte AEQ’lerin kullanimi iizerine yapilan klinik ve deneysel ¢alismalar
daha cok konjenital malformasyonlarin, fotal biiylimenin, dogum sonrasi mental ve
fiziksel fonksiyonlarin degerlendirilmesi iizerine yogunlasmistir (Meischenguiser ve
ark., 2004; Sabers ve ark., 2004; Eisenschenk, 2006; Czubak ve ark. 2008). Ozellikle
ikinci nesil AEQ’lerin kullamldig1 bu tiir calismalarda yan etkilerin oldukca az oldugu
bildirilmistir (Perucca, 2005; Hill ve ark., 2010). Bununla birlikte noral gelisim {izerine
yapilan ¢alismalar oldukca smirli kalmis (postnatal ilk birkag giinliik donemde verilen
ilaclarin etkileri sorgulanmis) ve bu arastirmalarda ya apoptozisin varlig1 ya da néron
yogunlugundaki degisimler degerlendirilmistir (Bittigau ve ark. 2002; 2003; Kim ve
ark., 2007; Manent, 2007). Ozellikle epilepsinin kontroliinde énemli etkilere sahip olan
SN’nin gelisimi iizerine AEI’lerin etkisi hala ucu agik bir konudur.

Sunulan ¢alismada farkli etki mekanizmalara sahip ikinci nesil AEI’lerden
OXC ve GBP’nin sicanlarda gebelikte kullanimina bagl olarak bazal gangliyona ait bir
nukleus olan SN’nin ndron sayisina postnatal donemdeki etkisi arastirildi. SN nin tercih
edilmesindeki neden, epileptik ndbetlerin baskilanmasinda beyindeki dnemli inhibisyon
merkezlerinden birisi olmasidir. Calismalarda SN’deki inhibisyon ¢ikisinda artis ya da
eksitasyonun Onlenmesi ile nobetlerin dnlendigi ya da azaldig gorilmiistiir (Deransart
ve ark., 2003; Freichel ve ark., 2004; Gernert ve ark., 2004; Meurs ve ark., 2006; Paz ve
ark., 2007; Gale ve ark., 2008; Castillo ve ark., 2010). GBP’nin inhibitorlerde artisa
neden olmast ve OXC’nin ise eksitasyonu baskilmasi sunulan ¢alismada bu ilaglarin
tercih edilmesine neden oldu.

Bu calisma bahsedilen etken maddelerin gebelikteki kullanimina bagli olarak,
postnatal donemde yavru siganlarin ilgili alanda ndron sayisina etkisinin incelenmesi
bakimindan ilk olacaktir. Bu ama¢ kapsaminda bu maddelerin olas1 teratojenik etkileri
de degerlendirilebilecektir. Verilerin degerlendirilmesinde ise tarafsiz nitelikteki sayim
metotlart kullanilacaktir. Stereolojik kantitasyon metotlar1 ortaya koydugu sayim
teknikleri ile parametrelerin degerlendirilmesinde tarafsiz nitelikte yaklagimlar
sunmakta, daha giivenilir sonuglara ulastirmaktadir. Bu nedenle sunulan ¢aligmada bu
metotlardan ~ dokudaki  deformasyonlardan  etkilenmeyen  disektor-Cavalieri

kombinasyonunun kullanilmasi tercih edildi.



GENEL BIiLGILER
1. EPILEPSI

1.1. Epilepsi ve Nobet

Epilepsi, santral sinir sisteminde, kortikal veya subkortikal bolgelerde yer alan
noron gruplarinin ani, anormal ve hipersenkronize desarjlari sonucu ortaya ¢ikan ve
genellikle tekrarlayici nitelikte olan bir klinik tablodur. Yetiskinlerin yaklasik %1 ini ve
cocuklarin %5’ini etkilemektedir (Adab ve ark., 2009). Epilepsi her iki cinste de ayni
oranda olmak iizere, bebeklikten yasliliga kadar yasamin her doneminde goriilmektedir.
Ancak ¢ocukluk ve 65 yasindan sonra goriilme siklig1 artmaktadir (Hauser ve ark. 1993;
Cockerell ve ark., 1995).

Epilepsi ve nobet, terim olarak birbirleriyle karistirilmaktadir. Nobet, ‘tutulma’
anlaminda Yunanca’dan gelen bir kelimedir. Nobet bir semptomdur ve kontrol
edilemeyen tuhaf ve keskin hareketlerin goriildiigli, birka¢ saniyeden en fazla birkag
dakikaya kadar siiren bir olaydir. Bircok kisi belirli kosullar altinda (hipoglisemi,
hipoksi, intoksikasyonlar, elektrolit bozukluklar1 gibi) nobet gecirebilir (Fisher, 2005).
Senkop, psikolojik kokenli konversif nobetler, bazi kardiyak sorunlar, alkol yoksunlugu,
yiiksek atese bagli konviilsiyonlar bazen epileptik ndbet ile karistirilabilmektedir.
Epilepsi  tekrarlayan, tetiklenmemis nobetlerle karakterize bir  bozuklugu
tanimlamaktadir. Sadece tekrarlamayan tek bir ndbet epilepsi olarak kabul edilmez.
Yani epilepsi bir hastalikken, nobet ya provoke edilmistir ya da kendiliginden gelisen
bir durumdur (Shneker ve Fountain, 2003; Fisher ve ark., 2005).

Epileptik nobetler cogunlukla psikolojik kokenli nobetlerle karistirilmaktadir.
Bazen bu iki klinik durum i¢ igce gecebilir. Stres epileptik nobetleri tetikleyebilir veya
epileptik nobetler kiside psikolojik sorunlara neden olabilir. Epilepsi merkezine
basvuran ayaktan takip edilen hastalarin yaklasik %17-30’nun psikolojik kdkenli ndbet
gecirdikleri tespit edilmistir (Kuyk ve ark., 1997; Turner ve ark., 2011).

1.2. Tarihgesi

Epilepsinin tarihi insanlik tarithi kadar eskiye dayanir. Besbin yil 6ncesinde
Mezopotamya uygarligindaki kil tabletleri iizerinde epilepsiye ait yazili veriler
bulunmaktadir. O dénemde tasvir edilenlerin, giinimiizdeki jeneralize tonik-klonik,

kompleks parsiyel, absens nobetlere karsilik geldigi anlasilmaktadir. Antik Yunan



caginda Areteus epilepsiyi, ¢esitli sekilleri olan ve korkun¢ bir hastalik olarak
tanimlamistir. O donemde epilepsi hastalarinin kahin oldugu ya da ruhlarina seytan
girdigine dair bazi farkli dini goriisler olmasina ragmen, {inlii Yunan hekimi Hipokrat
bunun beyinden gelen bir hastalik oldugunu sdylemistir. Yillarca epileptik nobetler
nedeniyle pek ¢ok insan c¢esitli kisitlamalarla karsi karsiya kalmasina ragmen, tarihte
pek cok epilepsi hastasi olan {inlii isme de rastlanmaktadir. Biiyiik iskender, Julius
Sezar, Fyodor Dostoyovesky, Alfred Nobel bunlar arasindadir. Ozellikle Dostoyovesky
Idiyot adl1 eserinde de nobeti ¢ok iyi bir sekilde tasvir etmistir (Devinsky, 2003; Leppik,
2006).

1.3. Insidans

Epilepsi, toplumda oldukca sik gozlenen norolojik bir hastaliktir. Diinyada 60
milyondan fazla epilepsi hastasi bulunmaktadir ve pek c¢ok iilkede aktif epilepsi
prevelanst 4-10/1000°dir. Kirsal kesimde sehre oranla prevelans daha yiiksektir. Hayat
standardinin yiiksek oldugu {ilkelerde, epilepsi goriilme insidanst 10-40/100.000° dir.
Hayat standardinin diisiik oldugu {ilkelerde ise 100/100.000° den fazladir. Yillik
insidans Asya’da Avrupa iilkelerine yakinken (29-60/100.000), Latin Amerika (79-
190/100.000) ve Afrika’da (63-158/100.000) bu oran oldukca yiiksektir. Prevelans,
insidans ve etnik koken arasindaki iligkiye bakildiginda Afrika kdkenli Amerikalilarda,
Kafkas kokenli Amerikalilardan daha fazla epilepsi prevelansit ve insidansi oldugu
goriilmektedir. Amerika ve Ingiltere’de yasayan Giiney Asyalilarda epilepsi goriilme

insidansinin ise ¢ok daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Bartolini ve ark., 2011).

1.4. Nedenleri

Epilepsi nedenleri her yas doneminde farklilik gosterir. Yeni dogan ve bebeklik
doneminde hipoksiye bagli ensefalopati, merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari, travma,
konjenital sinir sistemine ait malformasyonlar ve metabolik hastaliklardir. Cocukluk
doneminde genellikle travma ya da sinir sistemi enfeksiyonlarina bagl febril
konviilsiyonlar nedeniyledir (Hesdorffer, 2008). Adolasan ve yetiskinlik doneminde
genellikle merkezi sinir sistemindeki herhangi bir lezyona bagli sekonder olarak ortaya
¢ikmaktadir. Ayrica stres, travma, sinir sistemi enfeksiyonlari, madde bagimlilig1 ve

alkole bagli yoksunluk sendromu da nedenler arasindadir. Ileri yaslarda ise



serebrovaskiiler hastalik en yaygin nedenler arasindadir. Merkezi sinir sistemi tlimdrleri,

kafa travmasi, demans gibi dejeneratif hastaliklar da epilepsiye yol agabilir (Hesdorffer,
2008).

1.5. Patofizyolojisi

Epileptik nobetlerin patofizyolojisi tam anlamiyla bilinmemektedir. Bununla
birlikte her epilepsi tiiri i¢cin ayni patofizyoloji gegerli degildir. Epilepside anormal
desarjlarin fizyolojisi genel olarak eksitator ndrotransmitterler olan glutamat ve aspartat
ile inhibitor bir norotransmitter olan GABA sistemi arasindaki dengesizlige dayanir.
GABA sisteminin baskilanmasi sonucu eksitator ndrotransmitter aktivitesi artar.
Boylece anormal ve senkron desarjlar ortaya c¢ikar (Farrell ve ark., 2008).

Epilepsi patofizyolojisi yeni gelistirilen goriintiileme yoOntemleri sayesinde
daha anlasilir hale gelmektedir (Dunkan, 2002). Ozellikle epileptik odak hakkinda
bilgilerin artmasi epilepsinin olusumu hakkinda daha fazla bilgi edinilmesini
saglamigtir. Ancak bu konuda hala bilinmeyen pek gok nokta vardir. Ornegin epileptik
odagin olusumunda genetik faktorlerin var olup olmadigi, ya da ndbetin olusumu i¢in
gerekli maddelerin liretimini saglayan bazi yapisal degisiklikleri saglayip saglamadigi
gibi pek ¢ok soru vardir. Bazi epileptik odaklarin kendiliginden epileptojenik oldugunu
ispatlayan veriler bulunmaktadir (Farrell ve ark., 2008). Epileptik odak incelendiginde
odagim hemen yaninda epileptojenik zon adi verilen bolgenin (epileptik ndbetin
baslamasini saglayan bir tabakanin var) oldugu ve bu bdlgenin ¢ikarilmasinin nébetin
kontroliinii saglayacagi kabul edilmektedir (Farrell ve ark., 2008). Patolojik ve
molekiiler teknikler ile yapilan ¢aligmalarla epileptojenik zon ve buradaki noronlarin
hem genetigi hem de nérokimyas1 hakkinda daha fazla bilgi edinilmistir. Ozellikle ilk
golgi teknigi ile yapilan g¢alismalarla noronlarda sinaptik morfolojik degisikliklerin
meydana geldiginin farkina varildi (Farrell ve ark., 2008). Son zamanlarda genetik
olarak noronal fonksiyonlarda iyon kanallarmin yapisal ve fonksiyonel degisiklik
gosterdigi tespit edildi. Epileptik nobet daha kronik hale geldikce ve siiresi uzadikca
epileptik zonda ard arda gelen degisiklikleri aciklamak i¢in inhibisyondaki azalmay1
soylemek yeterli olmamaktadir. Inhibitdr interndronlardaki azalmanim siddetini ve
exitator artisinin (axonal filizlenmeden kaynaklanan yeni bir kolaylagtirilmig exitator

yolaktan kaynaklanabilir) yeni noéropatolojik goriintiilleme tekniklerin otesinde bir



teknolojiye ihitiyag vardir (Farrell ve ark., 2008). Her bir norondaki reseptor
yogunlugundaki degisimleri epileptik bir odaktan nasil kaynakladigin1 gostermek cok
zordur. Epileptojenik beyindeki interndronlardaki exitasyonda ki artis ve inhibisyondaki
azalmay1 gosterilmis olsa da bu durum her bir durum iginde ve durumlar arasinda
varyasyonludur (Farrell ve ark., 2008).

Diger bir konu son zamanlarda yapilan calismalar epileptojenik zondaki
astrosit artisidir. Astrositler aktif iyon kanallar1 ve noronlarla benzer nérotransmiter
reseptOrleri mevcuttur. Astrositler ndronal extraseliiler ¢evrenin diizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir (Farrell ve ark., 2008). Calismalar astrositlerin noronal
hiperexitabiliteye katilabileceklerini ortaya koymustur. Epileptik odaklarin igcersinde ve
etrafindaki astrosit sayisinda artis oldugu tesbit edilmistir. Astrositler (potasyumun
tamponlanmasi) voltaj kapilt potasyum kanalina sahiptir. Extraseliiler kalsiyum ve
potasyum seviyesindeki dalgalanma regiiler atesleyici néronlarin pace maker gorevi
goren patlayici atesleyici noronlara doniistiiriilmesi i¢in iyon temelli olabilir. Epilepsi
duyarliligin gelismesi potasyum kanallarinin alt {initlerinideki genetik degisimine ait
yeni bulgular mevcuttur. Potasyum kanallarindaki degisim ¢evresel faktlerden olabilir.
Extraseliiler potasyum klirensindeki bozulma ndronal hipereksitabiliteye neden olabilir

(Farrell ve ark., 2008).

1.6. Tam

Epilepside tani, 6ncelikle hasta ve yakinlarinin gozlemlerine gore klinik olarak
konur. Epilepside ayirict taniy1 saglamak ve epilepsi ndbetinin tipini belirlemek i¢in
ayrintili anamnez alinmasi bazen pahali tan1 yontemlerini kullanmadan 6nce dogru tani
konulmasina yardimci olmaktadir. Dogru tam1 koymak hastalarin pek cok sikintiya
maruz kalmalarimi onlemektedir. Hatali bir tani, hastalar1 toplumda epilepsi hastasi
olarak damgalanma, dogru tedavinin gecikmesi, gereksiz ve uzun siire anti epileptik
kullanimi, ilaglarin maddi yiikii ve yan etki olasiliklar1 gibi pek ¢ok sikinti ile karsi
karstya birakabilmektedir. Epilepside degisken ve ¢ok cesitli ndbet tiplerinin goriildigi
dikkate alindiginda ayiric1 taninin ne kadar 6nemli oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Epileptik

nobetler en ¢ok psikolojik kokenli konversif ndbetlerle ve senkopla karigtirllmaktadir

(Kuyk ve ark., 1997; Bodde ve ark., 2009).



Epilepsi tanisin1 dogru koyabilmek i¢in hasta ve yakinlarindan alinan ayrintili
anamnezin yanmisira ¢esitli laboratuvar yontemlerinden yararlanilmaktadir. Bu
laboratuvar yontemlerinden en yaygin olarak kullanilan yontem elektroensefalografidir

(Shneker ve Fountain, 2003).

1.6.1. Elektroensefalografi (EEG)

Elektroensefalografi (EEG), Yunanca’dan koken alan, terimsel anlam olarak
beynin elektriksel resmi anlamma gelmektedir. ilk kez 1791°de Luigi Galvani
tarafindan kesfedilen bu yontem 20. ylizyildaki calismalara biiylik bir 151k tutmustur
(Daras ve ark., 2008). 1933’te Berger konviilsiyon sirasinda olusan EEG degisimleri
konusundaki gozlemlerini yaymlamistir. Ancak bu gozlemlerin epilepside bir tani
yontemi olarak kullanilmasinda basarisiz olmustur. 1935°de Gibbs ve arkadaslar
spesifik iktal ve interiktal EEG degisimlerini ortaya koymuslardir. Bu prensip olarak
beyindeki genis bir ndéron grubunun elektriksel aktivitesindeki dalgalanmanin
kayitlanmas1 ilkesine dayanmaktadir (Nickels ve ark., 2008). EEG yillar once
kesfedilmesine ragmen hala nobetle karakterize hastaliklarin tanisinda en yaygin
kullanilan tan1 yontemidir. EEG’de anormal elektrik aktivitenin goriilmesi, klinik olarak
diisiiniilen epilepsi tanisin1 destekler. EEG epilepsi tanisinin konulmasi, epilepsi tiiriiniin
tespiti, lokalizasyonu ve tedavinin planlanmasi i¢in olduk¢a kullanigh bir yontemdir
(Nickels ve ark., 2008)

EEG kafa derisine yerlestirilen metal elektrotlar yardimiyla beynin elektriksel
aktivitesinin kaydedilmesiyle elde edilir. EEG dalgalar frekanslarina gore 4 ana grupta
incelenmektedir (Sekil 1). Bunlar alfa dalgalari, beta dalgalari, teta dalgalar1 ve delta
dalgalaridir.

Alfa dalgalari: Frekans: saniyede 8-13 Hz arasinda olan ritmik dalgalardir.
Istirahat halinde ve gdzler kapaliyken gdzlenen dalgalardir. En giiglii olarak oksipital
bolgeden oOl¢iiliir. Genligi 50 uV civarindadir. Derin uyku halinde bu dalgalar ortadan
kalkmaktadir (Guyton, 2007).

Beta dalgalar: Frekansi saniyede 14-80 Hz arasinda olan dalgalardir. Paryetal
ve frontal bolgelerden alinir. Daha ¢ok merkezi sinir sisteminin aktif oldugu durumda

kaydedilir (Guyton, 2007).



Teta dalgalari: Frekansi saniyede 4-7 Hz arasinda olan dalgalardir. Cocuklarda
ve baz1 duygusal stress durumlarinda yetiskinlerde de gdézlenebilmektedir. Paryetal ve
temporal bolgelerinde gézlenmektedir (Guyton, 2007).

Delta dalgalari: Frekansi saniyede 3,5 Hz’ den az olan dalgalardir.
Cocuklukta, ¢ok derin uykuda ve ciddi organik beyin rahatsizliklarinda ortaya ¢ikar
(Guyton, 2007).
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Delta MW ]
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—

Sekil 1. EEG’de gbzlemlenen normal beyin dalgalari (Guyton, 2007)

1.7. Epileptik nobetlerin siniflandirilmasi

Epileptik nobetlerin genel smiflandirilmasi genellikle nobet kaynaginin
beyinde lokalize olmasi ya da yayilim gostermesine gore yapilir. Eger beyin iginde
lokalize bir alandan kaynaklaniyorsa yani tek bir beyin hemisferinde sinirli sayida néron
aktivasyonu s6z konusu ise parsiyel ya da fokal nobet olarak adlandirilir, eger her iki
beyin hemisferinde de noéron aktivasyonu sz konusu ise jeneralize nobet olarak
adlandirilir. Parsiyel nobetler bilinci etkileyip etkilememe durumuna gore (eger bilinci
etkilememigsse) basit parsiyel ndbet, (eger bilinci etkilemisse) kompleks parsiyel ndbet
olarak alt gruplara ayrilir. Eger parsiyel ndbet beyin i¢inde yayilim gosterirse sekonder
jeneralize ndbet olarak anlandirilir. Jeneralize nobetler tiim viicudu etkiler ve hemen

hepsinde biling kab1 olmaktadir. Jeneralize nobetler; petit mal, myoklonik, klonik, tonik,



tonik-klonik (grand mal), atonik nobetler seklinde alt gruplara ayrilir (Engel ve ark.,
2008).

Epileptik nobetlerin siniflandirilmast pek ¢ok kez degisik parametreler goz
oniinde bulundurularak yapilmistir. Ancak su an uluslararasi gegerliligi olan
siniflandirma 1989 yilinda Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Dernegi (ILAE) tarafindan
yapilan siniflamadir (ILEA, 1989);

1. Lokalizasyona bagl ( fokal, lokal, parsiyel) epilepsiler ve sendromlar

1.1. idyopatik (yasa bagl baslangic)
» Sentrotemporal dikenli selim ¢ocukluk cag1 epilepsisi
» Oksipital paroksizmli ¢gocukluk ¢ag1 epilepsisi
» Primer okuma epilepsisi
1.2.Semptomatik
» Temporal lob epilepsisi
» Frontal lob epilepsisi
» Parietal lob epilepsisi
» Oksipital lob epilepsisi
» Cocukluk ¢aginin kronik progresif epilepsia parsiyalis kontinuasi

» Spesifik faktorlerle uyarilan nobetlerle karakterize sendromlar

1.3. Kriptojenik
2. Jeneralize epilepsiler ve sendromlar

2.1. Idyopatik (yasa bagl baslangic-yas sirasina gore siralanmistir)
» Selim ailesel yenidogan konviilziiyonlari

Selim yenidogan konviilziiyonlar1

Siit gocuklugunun selim miyoklonik epilepsisi

Cocukluk cag1 absans epilepsisi (piknolepsi)

Jiivenil absans epilepsisi

YV V V VYV V

Jiivenil miyoklonik epilepsi (impulsif petit mal)



» Uyanirken gelen grand mal nobetli epilepsi

» Diger jeneralize idyopatik epilepsiler

» Belirli aktivasyon yontemleriyle uyarilan epilepsiler

2.2. Kriptojenik veya semptomatik (yas sirasina gore)

» West sendromu (infantil spazmlar, Blitz-Nick-Salaam Kraempfe)

>

Lennox-Gastaut sendromu

» Miyoklonik astatik nébetli epilepsi

» Miyoklonik absansli epilepsi

2.3. Semptomatik

2.3.1. Nonspesifik etyoloji

>
>

Erken miyoklonik ensefalopati
(Supression-burst' lu) erken infantil epileptik ensefalopati

» Diger semptomatik jeneralize epilepsiler

2.3.2. Spesifik sendromlar

3. Fokal veya jeneralize olduklar1 belirlenemeyen epilepsiler

3.1. Jeneralize ve fokal konviilziiyonlu epilepsiler

>
>
>
>
>

Yenidogan konviilziiyonlar

Siit gocugunun agir miyoklonik epilepsisi

Yavas dalga uykusu sirasinda devamli diken-dalgali epilepsi
Edinsel epileptik afazi (Landau-Kleffner sendromu)

Diger belirlenemeyen epilepsiler

3.2. Net jeneralize veya fokal konviilziiyon 6zelligi olmayanlar

4. Ozel sendromlar

4.1. Duruma bagli nobetler (Gelegenheitsanfaelle)

» Febril konviilziiyonlar

> Izole ndbet veya izole status epileptikus

» Akut metabolik veya toksik nedenlere bagli nobetler



1.8. Tedavi

Epilepsi tedavisinde en yaygin kullanilan tedavi yontemi ilag tedavisidir. Ilag
tedavisinden bagka cerrahi, derin beyin stimiilasyonu (DBS), nervus vagus uyarimi ve
diger alternatif tedavi yoOntemlerinden de (ketojenik diyet, yoga, akupunktur vs.)
yararlanilmaktadir (Feddersen ve ark., 2007; Neal ve ark., 2008). Son yillarda yapilan
pek ¢ok calisma ile epilepsinin tedavisi konusunda oldukg¢a yol alinmistir. Ancak bu
tedavi yontemleri ile epilepsiyi kokten tedavi etmek heniiz miimkiin degildir. Suan
kullanilan yontemler sadece semptomatiktir (Cascino, 2005).

Epilepsiyi ilagla tedaviye baglamadan Once altta yatan sebep, nobet sekli,
siklig1, EEG bulgulari iyi incelenerek dogru tanmi konulmalidir. AEI’ler, merkezi sinir
sistemini gecici olarak deprese eden ilaclardir. Bu ilaglar esas olarak merkezi sinir
sistemine zarar vermeden ve solunumu deprese etmeden epileptik nobetlerin
baskilanmasi i¢in kullanilirlar. AEI’lerin secimi epileptik nobetlerin tiiriine, sikligina,
hastanin yasina, iyi tolere edilebilme ve yan etkilerinin en az olmas1 gibi faktorler goz
oniinde bulundurularak se¢ilmektedir (Tsur ve ark., 2008). Bu faktoérler arasindaki en iyi
dengeyi bulmak epilepsi tedavisinin temelini olusturmaktadir. Bu ilaglar genellikle uzun
stireli kullanildig i¢in yan etkiler g6z 6niinde bulundurulmalidir. En sik karsilasilan yan
etkiler arasinda kemik iligi depresyonu, karaciger tahribati, gastrointestinal
rahatsizliklar, seksiiel disfonksiyon, uyusukluk, kellik ve nefropati’dir (Petty ve ark.,
2005; Ahmed ve Siddigi, 2006). Ayrica AEI’leri kullanan hastalar intihar acisindan da
risk igermektedirler. 2008 yilinda Uluslararas: Ila¢ Birligi (FDA) bu konuya dikkati
cekmistir. Arastirmalar AEI kullananlarda intihar riskinin saglikli bireylere gore 2 kat
daha fazla oldugunu gostermistir. Ayrica bu riskin ilacin kullanilmaya baglandig: ilk
haftadan 24. haftaya kadar siirdiigii tespit edilmistir (Kalinin ve ark., 2005; Hesdorffer,
2009). AEI kullanan hastalarin %70-80’ninde nobet kontrol altina alinmaktadir. Ancak
son zamanlardaki gelismelere ve yeni anti epileptiklerin kesfine ragmen, hastalarin
%30’u hala ayda bir kez nobet gecirmektedir. (Lozsadi ve ark., 2010). Bu hastalarda
ndbet kontroliinii saglamak igin politerapi uyuglanmaktadir. ikinci ya da iigiincii ilave
AEI eklenmesi ile bu hastalarin ~ %14’{inde ndbet kontrol altina alinmaktadir (Luszczki

ve ark., 2005). AEI’lerde olmasi istenen &zellikler;



-Etkinliginin yiiksek olmasi,

-Yan etkisinin az olmasi,

-Biyoararlaniminin iyi olmasi,

-Teratojenitesinin olmamasi,

-Ekonomik olmasi,

-Ilaglarla etkilesiminin az olmasi,

-Nefrotoksik ve hepatotoksik olmamasi,

-Cocuklar i¢in kullanilabilir formlarinin olmasi (surup vs.),
-Kullanim kolayligidir.

AEl’lerin tarihgesine bakildiginda Victorian déneminde epilepsi tedavisinde
teropatik yaklasim batil inanglara dayaliydi. Ilk elle tutulur kemoterapi nonspesifik
antidepresanlarin kullanilmast ile olmustur (Rho ve Sankar, 1999). Sir Charles
Locock’un 19. ylizyilin ortalarinda kataminal epilepside bromiirleri kullanmasi ve
1912°de de Hauptmann’in fenobarbitalleri taskin psikiyatri hastalar1 sedatize etmek ve
epilepsili hastalar1 gece uyutmak amaciyla kullanimindan sonra AEIQ’lar epilepside
kullanilmaya baslanmistir. Ardindan yapilan hayvan deneyleri cesitli AEI’lerin kesfine
yol agmistir (Rho ve Sankar,1999). 1937 yilinda fenitoin epilepsi tedavisinde yerini
almuistir. 1938°den sonra karbamazepin, valproik asit gibi AEI’ler ortaya ¢ikmustir.

1993°den itibaren 12 adet yeni AEI gelistirilmis ve kullanima sunulmustur (Sekil 2).

Pregabalin
Fosphenytoin
Tiagabine

Vigabatrin onisamide
Felbamate /Levetiracetam
Gabapentin/ Oxcarbazepine
motrigin
Topiramafe
Clobazam
Carbamazepine
ot pam
Valproic Aci
Ethosuxamide
Diazepam

Phenytoin
Phenobarbital
/

Bromide e
_.I/

—

1850 1900 1920 1940 1960 1980 2000

Sekil 2. AEI’lerin tarihsel gelisimi (Donner ve Snead, 2002)



1.9. Antiepileptik ilaclarin Etki Mekanizmalari

AED’lerin nobet kontroliinii nasil sagladign konusunda ¢esitli goriisler
mevcuttur. AEl’larin genellikle sinapslardaki iletimi engellemek suretiyle yiiksek
frekansli diizensiz desarjlarin primer odaktan yayilmasini bloke ettigi diisiiniilmektedir.
AED’lerin néronlarin uyarilma esigini yiikselterek, refrakter periyodu uzatarak,
presinaptik ve postsinaptik inhibisyonu potansiyalize ederek yaptiklari diistiniilmektedir
(Stefan ve Feuerstein, 2007). Cesitli arastirmacilar antiepileptiklerin beyindeki GABA
etkinligini farkli sekilde artirarak bu etkilere yol actigini kabul etmektedirler. Ayrica
son yillarda antiepileptik etkiyi agiklamak amaciyla baz1 mekanizmalar ortaya atilmistir.
Bunlar cesitli biyolojik modelleri (néronal, genetik modeller), eksitatdér aminoasitleri
(fosforik asit tlirevleri, amino asit antagonistleri, beyin aspartat seviyesi), inhibitor
aminoasitleri (GABA, glisin, taurin), reseptor modellerini (benzodizaepin reseptor
modeli, opiyat ve nonopiyat peptit modelleri) ve iyon kanallariyla ilgili modelleri
icermektedir. AEI’lerin etki mekanizmalar1 Tablo 1’de 6zetlenmistir (Stefan ve

Feuerstein, 2007).

1.10. Antiepileptik Tlaclar

Doksanli  yillara kadar kullanilan ilaglar geleneksel AEIl’ler olarak
isimlendirilmektedir. Bunlar PHT, PB, BDZ, CBZ ve VPA’dir. Doksanli yillardan sonra
kullanima siiriilen ikinci nesil ilaglar ise GBP, OXC, LMT, LVT, TP, ZNS’tir (Tablo 2;
Stefan ve Feuerstein, 2007).

1.10.1. Karbamazepin

Diinyada en yaygin kullanilan AED’dir. Kimyasal formiili 5H-
Dibenz[b,flazepin-5-karboksamit’dir. Iminodibenzil tiirevidir ve yapisal olarak trisiklik
anti depresanlarla benzerligi mevcuttur. Yetigkin ve ¢ocuklarda, parsiyel ve sekonder
jeneraralize nobetlerde kullanilir (Guerreiro ve ark., 2008). Karbamazepin (CBZ),
membranlardaki kapili iyon kanallarinin blokajina neden olur. Norotransmitterlerin

sinaptik etkilerini ve asir1 uyarilmig néron membraninin stabilizasyonuna neden olur.



Tablo 1. AEI’lerin etki mekanizmalari (Stefan ve Feuerstein, 2007 den uyarlanmistir)

AEI’lerin etki mekanizmasi

flaglar Sodyum Kanal GABA aracili T-tipi kalsiyum
Blokaji iletinin artimm kanal blokaji

Benzodiazepinler - + -
Etostiksimid - - +
Felbamat + (?)
Fenitoin - -
Fenobarbital - -
Gabapentin (+)? -
Karbamazepin + - -

Lamotrijin + - +(?)
Levetiresetam - +(?) -
Oxcarbazepin + - -
Tiagabin - + -

Topiramat + + -(?)
Valproik asit + + +
Vigabatrin - + -
Zonisamid + (?) ¥

Tablo 2. Antiepileptik ilaglarin siniflandirihimasi, (Stefan ve Feuerstein, 2007’den

uyarlanmustir)

Eski Antiepileptikler

Yeni Antiepileptikler

Karbamazepin

Oxcarbazepin

Valproat

Gabapentin

Fenitoin

Lamotrijin

Fenobarbital

Levatirasetam

Klonazepam Felbamat
Metsiiksimit Pregabalin
Primidon Tiagabin
Klorazapat Topiramat
Etosiiksimid Zonisamid




Bu da sinaptik impulslarin yayilimin da azalmaya yol agar (Guerreiro ve ark.,
2008). CBZ L-tipi kalsiyum kanallarin1 bloke eder. CBZ gastrointestinal sistemden
yavas bir sekilde emilir. Biyoyararlanimi %80°dir. CBZ lipofilik 6zelliktedir. Kan-beyin
bariyerini gecer ve fotal dokulara, amniyotik siviya ve anne siitiine gecer. CBZ
karacigerde biyotransformasyona ugrar. AEl’ler ve diger ilaglarla olan etkilesimine
bakildiginda CBZ kontraseptiflerin ve AEI’lerden PHT, PB ve PRM’un etkinligini
azaltir. Yapilan c¢alismalarda diger AEIl’ler ile karsilastirma yapildiginda etkinlik
acisindan en az yeni AED’ler kadar etkin oldugu ancak yan etkileri agisindan
dezavantajlart oldugu tespit edilmistir (Guerreiro ve ark., 2008).

CBZ kullanan hastalarin hemen hemen yarisinda yan etki olusmakta ve %5
kadar ilac1 birakmak zorunda kalmaktadir. Yan etkileri koordinasyon bozuklugu, mide
bulantisi, vertigo, tremor, basagrisi, sedasyon, anksiyete, psikotik nobet ve cilt
dokiintiileridir. Antiepileptik hipersensivite sendromu ise goriilebilecek en dnemli yan
etkiler arasindadir. Lokopeni, nétropeni, trombositopeni ve aplastik anemi de 6nemli
hematolojik yan etkilerdir. Hiponatremi yine goriilebilecek yan etkiler arasindadir. Doza
ve yasa bagl olarak yan etki goriilme riski artmaktadir. Tiroit fonksiyon testlerini
bozmakla beraber teratojenik etkisi de mevcuttur. Ozellikle ilk trimesterde
kullanildiginda noral tlip defekti, major konjenital malformasyonlar goriilmektedir.
Geleneksel AEl’ler ile karsilastirildiginda bu oranin oldukca az oldugu gériilmiistiir.
Politerapt  uygulandiginda teratojenite artmaktadir. Gebelikte kullanildiginda
teratojeniteyi onlemek icin folik asit alinmasi Onerilmektedir. Emziren kadinlarda
giivenle kullanilabilecegi aciklanmistir (Guerreiro ve ark., 2008).

CBZ’in klinik kullanim baslangic dozu 12 yasindan biiyiik ¢ocuklarda ve
yetiskinlerde 100-200 mg/giin’diir. Yetiskinlerde ortalama doz 600 - 800 mg’dir.
Kontrol doz aralig1 yetiskinlerde 600 mg - 1600 mg arasindadir, cocuklarda ise 10
mg/kg/giinden 40 mg/kg/giine kadardir. CBZ ¢ocuklarda daha hizli metabolize olur ve
bu nedenle daha yiiksek doza ihtiya¢ duyulur. Yaglilarda ise metabolizma daha yavas
oldugundan yan etkiler acgisindan daha az dozda kullanilmasi gerekmektedir. CBZ,
OXC ve trisiklik antidepresan alerjisi olan hastalarda kullanilmamalidir. Piyasada
Tegretol 200 mg, 400 mg’lik tabletler seklinde bulunmaktadir (Bourgeois, 1995; Brodie
ve ark., 1996; Schlienger ve Shear, 1998; Yerby, 2003; Guerreiro ve ark., 2008;
Meador, 2008; Jentink ve ark., 2010; Nulman, 2010).



1.10.2. Valporat

Valporat (VPA) ¢ok eski yillardan itibaren kullanilan geleneksel AEI’lerden
bir tanesidir. VPA primer jeneralize ndbetlerde (absans, myoklonik, tonik-klonik),
parsiyel ndbetlerde, neonatal nobetlerde, atese bagli ndbetlerde c¢ocuklarda ve
yetigskinlerde genis kullanim spektruma sahiptir (Davis ve ark., 1994). VPA ayrica
bipolar affektif bozukluk, migren, néropatik agrida da kullanilmaktadir. VPA’in etki
mekanizmast GABAerjik fonksiyonun potansiyalizasyonu, voltaj bagimli sodyum
kanallarinin inhibisyonu, NMDA reseptoriiniin antagonizmidir. Biyoyararlanimi
oldukca yiiksektir. VPA’nin yar1 émrii yeni doganlarda 20 saatten fazla iken ¢ocuklarda
monoterapide yaklasik 11, politerapide 7 saattir. Yetiskinlerde ise 13-16 saattir. Bu
durum politerapide 9 saattir. Serum proteinlerine afinitesi oldukga yiiksektir (Birnbaum
ve ark., 2008).

VPA baslama dozu 15 mg/kg’dir. Hastanin durumuna gore haftalik 5-10 mg
seklinde artirilabilir. Primer jeneralize epilepside 10 - 20 mg/kg/giin etkilidir. Yaslilarda
dozaj daha az, cocuklarda ise daha yliksek doz kullanilmaktadir (Birnbaum ve ark.,
2008).

Yan etkileri agisindan bakildiginda doza bagli olarak tremor goriilebilmektedir.
Demans, gegici hafiza bozuklugu, letarji, konfiizyon goriilebilir. Ayrica mide bulantisi,
kusma, anoreksiya da goriilebilmektedir. Ayrica kilo alimi, hepatoksiksisite, en ciddi
yan etkisi hemorajik pankreatitisdir (Asconape ve ark., 1993). Trombositopeni ve
kanama bozuklugu cilt kizarikli§1 ve sa¢ kaybida goriilebilmektedir (Kis ve ark., 1999).
Ayrica teratojenik ve lireme sistemi lizerine etkisine bakildiginda hiperandrojenizime,
hiperinsiilinizme, polikistik overe, menstrual diizensizlige, gebelik déneminde VPA
kullaniminin néral tiip defektine, iskelet gelisiminde laterdasyona neden oldugu, ayrica
dogumdan sonra (3 yasindaki ¢ocuklarla yapilan caligmalarda) diisiik IQ seviyesine,
mental ve kognitif becerilerde azalmaya yol actig1 gozlenmistir (Isojarvi ve ark., 1996;
Okada ve ark., 2004; Lakhanpal ve Kaur, 2007; Birnbaum ve ark., 2008; Okada ve ark.,
2009).

1.10.3. Fenitoin

Fenitoin (PHT) molekiil formiili 5,5-Difenil-2,4-imidazolidindiondir ve

1937°den itibaren yaygin olarak kullanilan bir AEI’dir. PHT tonik-klonik ve parsiyel



nobetlerde, status epileptikusta etkili bir sekilde kullanilmaktadir. Absans nobetlerde
kullanilmamaktadir (Morita ve Glauser, 2008).

PHT’nin midede emilimi ¢ok azdir ve emilimin ¢ogu duedonumda gerceklesir.
Biyoyararlanim yetiskinlerde ve ¢ocuklarda oldukg¢a iyidir, ancak 3 aya kadar
bebeklerde oldukga yavastir. Metabolitlerinin ¢ogu idrarla ve fegesle atilirken, ¢ok az
bir kism1 degismeden idrarla atilir. PHT anne siitiine gegmektedir (Morita ve Glauser,
2008).

Klinik olarak yiiksek ilag konsantrasyonu isteniyorsa PHT 15-20 mg/kg dozda
kullanilmaktadir. Akut nobet durumlarinda yetiskinlerde 18 mg/kg dozda
kullanilmaktadir. Cocuklarda status epileptikusta ayni ya da yiiksek doz kullanilabilir.
PHT status epileptikusta damar i¢i (i.v.) kullanilabilir. Acil olmayan durumlarda,
ongorillen doz 3 ya da 4’e¢ boliinerek oral yol tercih edilmelidir. Damar igi
kullanimlarda dikkat edilmesi gereken bazi hususlar vardir. PHT dextroz ile degil
izotonik ¢dzeltilerle sulandirilmalidir. Infiizyon 50 mg/dak’y1 gegmemelidir ve genis bir
katater yardimiyla biiyiik venden infiizyon yapilmalidir. Ilag emiliminin az ve ¢ok agrili
olmasi nedeniyle kas i¢i (i.m.) enjeksiyon tercih edilmemelidir (Morita ve Glauser,
2008).

PHT’nin yan etkileri arasinda ataksi, koordinasyon bozuklugu; yemekle
birlikte alindiginda kusma, mide bulantisi, dokiintii; uzun doénem kullanimlarda ise
gingival hiperplazi, hirsutizm, akne, kemik mineral dansitesinde azalma, folat
seviyesinde diisme, prolaktin seviyesinde artma ve tiroid fonksiyonlarinda bozulma
goriilmektedir (Morita ve Glauser, 2008).

Teratojenik etkileri arasinda fotal antiepileptik sendrom yer alir. Mikrosefali,
mental retardasyon kendini gostermektedir. Ayrica yarik damak, diisiik kognitif beceri
ve dogumsal defektler 6zellikle ilk trimester uygulamalarinda goriilmektedir (Morita ve
Glauser, 2008). Piyasada 30 mg, 100 mg’lik Dilantin tablet, Dilantin 125/5 mL
stispansiyon, Fenitoin 50 mg/mL’lik enjektabl formlar1 kullanilmaktadir (Kaneko ve

ark., 1999; Morita ve Glauser, 2008)

1.10.4. Fenobarbital

1912°den beri kullanilan en eski AEI’lardan bir tanesidir. Kimyasal formiilii 5-

Etil-5-fenilbarbitiirik  asittir.  Fenobarbital (PB) antiepileptik etkisini GABA



inhibisyonunu artirarak gostermektedir. PB, CI iyon kanallarinin agik kalma siiresini
uzatarak postsinaptik GABAA, reseptoriine aracilik eden Cl akimini artirir. Presinaptik
olarak PB Ca""a bagimli aksiyon potansiyelinin azalmasini saglar. PB oral alindiginda
biyoyararlanim1 % 90 iken parenteral % 89°dir ve kendisi dogrudan elimine olabilir;
renal metabolitleri ise renal ve hepatik yolla olmaktadir. Yar1 6mrii yasa bagli olarak
degismektedir. Yenidoganlarda 100 saatten fazla iken, 1 yasa kadar 63 saat, 5 yasa
kadar 69 saattir. Yetiskinlerde ise 80-100 saattir. Diger AEI’ler ile kullanildiginda CBZ
ve VPA seviyesini azaltmaktadir. Oral kontraseptifler ve antikoagiilanlarla ilag
etkilesimleri olmaktadir (Bourgeois, 2008).

PB absans nobetler disindaki jeneralize ve parsiyel ndbetlerde etkilidir.
Cogunlukla ilk tercih olarak secilmezler. Ancak yenidoganlarda sistemik toksik
etkisinin az olmasi 6zelliginden dolay1 tercih edilebilmektedir (Bourgeois, 2008).

Yetigkinlerde gilinliik idame doz 1,5 — 4 mg/kg’dir. Cocuklarda yaklasik 2-8
mg/kg’dir. Yarilanma Omrii uzun oldugundan gilinliikk miktar1 birka¢ doza bdlerek
vermek ¢ok gerekmemektedir (Bourgeois, 2008).

PB’in sistemik toksik etkisi az ancak yan etkileri oldukga fazladir. Yan etkiler
doza bagl olarak goriilmektedir. Tedavinin yeni basladig1 siiregte yetiskinlerde
sedasyon ve uykuya meyil goriilebilmektedir. Cocuklarda ise hiperaktivite ve ajitasyon,
uykusuzluk, davramis bozuklugu, disik IQ seviyesi, konsantrasyon bozuklugu
goriilmektedir. Yetigkinlerde doz arttikca ataksi, uyku hali, koordinasyon bozuklugu
goriilmektedir. Kemik mineral metabolizmasini bozmakta ve bag dokusu hastaliklarina
neden olmaktadir (Bourgeois, 2008).

PB’in teratojenik etkisi vardir. Ancak diger AEI’lardan daha fazla oldugunu
gbsteren belirgin bir bilgi yoktur. Ozellikle politerapide teratojenite riski artmaktadir ve
uterin hayatta fenobarbitale maruz kalan yeni doganlarda K vitamini bozuklugu ve
cocukluk doneminde kognitif bozukluklar goriilmektedir (Bourgeois, 2008; Meador,
2008; Pennell, 2008).

1.10.5. Gabapentin

1993 yilindan sonra FDA tarafindan onaylanan yeni AEI’lardan bir tanesidir.
GABA analogudur. Kimyasal formiilii 1-(Aminometil)iklohekzilasetik asittir (Sekil 3).

Amorf, kristalize, suda ¢oziilebilir bir maddedir ve molekiil agirlig: 171,24 tiir.



-

Sekil 3. Gabapentin (Prakash, 2008)

Gabapentinin (GBP) pek ¢ok etkisi aydinlatilmasina ragmen antiepileptik etkisi
hakkinda bilinmeyen yonleri g¢oktur. Yapilan c¢aligmalarda voltaj kapili kalsiyum
kanallariin a6 modiilator alt tinitelerine baglandigi ve GABA’nin sentezinde artisa
(GABA sentezleyen glutamik asit dekarboksilaz (GAD) enzim aktivitesinde artis ile),
glutamat sentezinde ve aktif tasinmasinda azalmaya (gultmamatin azalmasi eksitotoksik
etkinin azalmasina ve ndroprotektif etkiye neden olmakta), aksiyon potansiyelinde
ateslenme oraninda azalma (nobetin yayilimi engellemekte ve ndropatik agrilarda etkili
olmakta), plazma serotonin seviyesinde artisa (bas agrisina neden olmakta ve psikolojik
hastaliklarda kullanim avantaj1) neden oldugu diistiniilmektedir (Taylor ve ark., 1998;
McLean, 1999).

GBP once spazmolitik olarak kullanilmak {izere ortaya ¢ikmig 1993 yilindan
sonra FDA tarafindan 12 yasindan biiyiiklerde parsiyel nobetlerde destekleyici tedavi
icin Onerilmistir. Ayrica daha sonra yapilan ¢aligmalar GBP’in ndropatik agrilarda etkili
oldugu tespit edilmistir (Backonja ve ark., 1998; Rowbotham ve ark., 1998; Rice ve
Manton, 2001; Fox, 2003; Montouris, 2003).

GBP ince barsaklardan emilir. Oral olarak alindiginda biyoyararlanimi sinirh
ve doza baglidir. Plazma proteinlerine baglanmamakta ve kan beyin bariyerini L-amino
transport sistemi ile gegmektedir. GBP degisime ugramadan idrar yoluyla atilmaktadir.
Yar1 6mrii 7-9 saattir (McLean ve Gidal, 2008).

GBP hepatik mikrozomal enzimleri indiikte ya da inhibe etmediginden ne
AED’lar ile ne de diger ilaglarla (antiasit, oral kontraseptif, lityum) etkilesimi hemen
hemen yoktur (McLean ve Gidal, 2008).

GBP yeni baslangic asamasindaki parsiyel nobetlerde 900-2700 mg/giin,
refraktor parsiyel epilepside de 900-3600 mg/giin dozlarinda etkilidir. Daha 6nce 2-3
ilagc denenmis refraktér ndbetlerde 2400-3600 mg/giin dozunda etkili olmaktadir.



Cocuklarda ise refraktor parsiyel nobetlerde ve sekonder jeneralize nébetlerde etkilidir
(McLean ve Gidal, 2008).

Diinyada 3 milyondan fazla kisi herhangi bir toksisite yasamadan GBP’i
giivenle kullanmaktadir. Intoksikasyon oldugunda 6ldiiriicii degildir ve nérolojik sekel
birakmamakta, %10 kadar yan etki goriilebilmektedir. Mide bulantis1 ve uykuya meyil
en ¢ok goriilen yan etkilerdir. Cok nadir kilo alimi, irritabilite ve bacaklarda 6deme
sebep olmaktadir. Ayrica bir ¢alismada yiiksek dozda kullanimda erkek sicanlarla
noninvaziv pankreatik asiner karsinomaya neden oldugu tesbit edilmistir. Kemiricilerde
fototoksik oldugu bulunmustur. /n vivo ve in vitro ¢alismalar mutajenik olmadigini
gostermistir. GBP gebelikte kullanimi kategorisi C’dir (McLean, 1999)

GBP yeni nesil AEI’lar ile mukayase edildiginde (lamotrijin ve vigabatrin)
olduk¢a ekonomik olmasi ve yan etkilerinin az olmasi nedeniyle tercih sebebidir.
Piyasada Neptin®, Neurontin®, Gaptin® ticari isim altinda kullanilmaktadir. 100, 300
ve 400 mg dozlarda kapsiil ve 600 ve 800 mg dozlarda tablet seklinde bulunmaktadir
(McLean,1999; McLean ve Gidal, 2008; Prakash, 2008).

1.10.6. Oxcarbazepin

Oxcarbazepin (OXC) karbamazepinin keto analogudur. Kimyasal formiilii
10,11-Dihidro-10-okso-5H-dibenz[b,flazepin-5-karboksamittir. Nobet kontroliinde CBZ
ile ayni etkinlige sahiptir, ancak yan etkilerinin az olmasi, soydum disinda baska
laboratuar takibe gerek olmamasi, proteine diisiik baglanma, ilaglarla etkilesiminin az
olmasi gibi 6zellikleri karbamazepine alternatif olarak kullanilmasina neden olmustur.
OXC karbamazepin gibi trisiklik antidepresanlarla benzer 6zellige sahiptir. OXC’in
CBZ’ye gore bir iistlin tarafi da OXC’in epoksit tiirevlerine (epoksit karbamazepinin
toksik oOzelliklerinden sorumludur) metabolize olmamasidir (Stefan ve Feuerstein,
2007). Ancak antidepresan 6zelliginden ¢ok antiepileptik 6zelligi acisindan daha yaygin
kullanima sahiptir. Tonik-klonik ve parsiyal nobetlerde kullanilir. OXC voltaj bagh
sodyum kanallarinin blokajiyla hipereksite néron membraninin stabilizasyonunu saglar.
Tekrarlayan noronal ateslemenin ve desarj yayiliminin inhibisyonuna neden olur.
Ayrica potasyum iletkenliginde artirir, glutamaterjik transmisyonda azaltir ve kalsiyum

kanallarinin foksiyonlarini diizenler (Stefan ve Feuerstein, 2007).



OXC oral alimlarda hizl1 bir sekilde ve tamamen emilir. Besinlerle alindiginda
etkisi azalmaz. Farmakolojik olarak esas metaboliti olan monohidroksil tiirevi tizerinden
etki gosterir. Oxcarbazepinin yart dmrii 1-3 saattir, metabolitinin yar1 émrii ise 8-10
saattir. Lipofilik 6zellik gosterir, kolaylikla kan-beyin bariyerine ve plesantaya gecer
(Guerreiro ve Guerreiro 2008). Hepatik sitokrom P450 sistemi lizerine etkisizdir. Bu
0zellik OXC’nin politerapide kullanimini kolaylastirir. Politerapide PHT nin plazma
seviyesini artirirken, oral kontraseptif etkinligini azaltmaktadir. Diger AEl’ler ile
yapilan karsilagtirilmalarda, VPA ve parsiyel ve jeneralize tonik klonik nobetlerde PHT
kadar etkili oldugu, CBZ ile kontrol altina alinamayan parsiyel ndbetlerde 2400 mg/giin
oxcarbazepinin etkili oldugu gozlenmistir (Guerreiro ve Guerreiro 2008).

OXC kullaniminda en ¢ok goriilen yan etkiler uyku hali, bas agrisi, mide
bulantisi, bas donmesi, ¢ift gorme, ataksi, tremor, deri dokiintiisii, karin agrist ve
hiponatremidir. Oxcarbazepin kullaniminda nadirde olsa doza bagli olarak hiponatremi
goriilmektedir. Hiponatremi goriilmesinin nedeni antidiiiretik hormon salinimindaki
bozuluktan kaynaklanmamaktadir. OXC’in bobrek toplayici tiibiillerine dogrudan etkisi
veya tiibilillerin  antiditiretik hormona duyarsizlasmasindaki artis olabilecegi
diistiniilmektedir (Guerreiro ve Guerreiro 2008).

OXC klinikte yetigkinlere 300 - 600 mg/giin dozunda baslanmaktadir. Hastanin
durumuna gore yavas ve kademeli olarak artirllmaktadir. Bu sekilde olasi yan etkiler
azaltilabilir. Onerilen monoterapi dozu ikiye béliinerek giinliik 600-1200 mg
seklindedir. Ortalama doz 600 - 3000 mg/giin seklindedir. Destek tedavide ise 600
mg/giin seklinde baglanilmalidir. Ortalama doz ise 1200 mg/giin seklindedir (Guerreiro
ve Guerreiro 2008).

Cocuklarda 8-10 mg/kg seklinde baslanmalidir. Ortalama idame doz 30-50
mg/kg/glindiir. Sekiz yasindan biiyiik cocuklarda farmokokinetik yetiskinler ile ayni
oldugu halde 8 yasindan kiigiik ¢cocuklarda klirens daha fazladir. Bu nedenle daha fazla
idame doz almalar1 gerekmektedir. OXC yashlar i¢in en az yetigkin bireyler kadar
giivenilirdir. Piyasa da Trileptal, Epsile olarak 150 mg, 300 mg, 600 mg tabletler
seklinde bulunmaktadir (McLean, 1994; Tecoma,1999; Sabers, 2000; Shorvon 2000;

Patsalos ve Perucca, 2003; Stefan ve Feuerstein, 2007; Guerreiro ve Guerreiro, 2008).



1.11. Gebelik ve Epilepsi

Gebelikte epilepsi tedavisi annede olusan ndbetin kontrolii ve teratojenik risk
arasindaki dengeyi icermektedir. Epilepsi gebelik doneminde, yaygin kronik teratojenite
nedenlerinden biri olmasma ragmen AED’lerin kullanimini zorunlu kilmaktadir
(Haurser, 2011). AEI alan hastalarin yaklasik iigte biri iireme ¢agindadir (Adab ve ark.
2009). Hamile kadinlarin ise % 0,3 kadar1 epilepsi hastasidir (Lowe, 2001). Amerika’da
1 milyondan fazla kadim epilepsi hastasidir. Ingiltere de epilepsi tedavisi goren iireme
cagindaki kadin prevelansi 6,9-7,8/1000°dir. Epilepsi hastas1 olan kadinlarin hepsi ilag
tedavisini stirdiirmemekle birlikte, son yapilan calismalar Amerika’daki epilepsili
kadinlarin % 95’nin iireme ¢aglarinda ilag tedavisini stirdiirdiiklerini gostermektedir.
Ayrica Ingiltere de yaklasik 22.800 cocuk intrauterin hayatta AEI’lara maruz kalarak
dogmaktadir. Izlanda’da epilepsili hamile kadin prevelans1 3,3/1000°diir. Ingiltere de ise
200 gebe kadindan 1°i gebelik siiresince AEI’lara maruz kalmaktadir (Winterbottom ve
ark., 2009).

Gebelik, epilepsili kadinlarda 6nemli bir karar siirecidir. Gebelik déneminde
yasanabilecek komplikasyonlar ve AEIl’lere bagl teratojenite riski goz Oniine
alindiginda bu riskleri en aza indirgemek i¢in gebe kalmadan 6nce doktora danisarak
planlama yapmalidirlar. Dogru ve etkili bir dogum kontrol yontemi, planh bir gebelik,
AED’lerin optimizasyonu ve folik asit kullanimi ile bu riskler en aza indirgenebilir
(Winterbottom ve ark., 2009). Ingiltere’de ve Amerika’da yapilan bir ¢alismaya gore
gebe kadinlarin % 50’sinin egitim ve sosyo-ekonomik o6zelliklerden bagimsiz olarak
plansiz hamile kaldiklar tespit edilmistir (Winterbottom ve ark., 2009). Bunun nedeni
gebelik doneminde karsilagilan riskler konusunda anne adaylarinin yeterince bilgi sahibi
olmamasi ya da etkisiz kontraseptif yontemi kullanmak olabilir (Yerby, 1996).
AEl’lerin bazilar1 hepatik sitokrom P450 sistemini indiiklemektedir. Bu da cinsiyet
hormonlarmin primer metabolik yolagidir ve bu AEl’lerin hormon igeren
kontraseptiflerin klirensini artirmaktadir (Tablo 3). Bazi ¢aligmalar progesteron igerikli
kontraseptiflerin gebeligi onlemede Ostrojen igerikli olanlardan daha etkili oldugu
gosterse de AET’ler ile kullanildiginda gebeligi dnlemenin ¢ok etkin oldugunu sdylemek
olduke¢a zordur. Bu nedenle bariyer (kondom, rahim ig¢i ara¢ v.s.) olusturucu yontemleri
tercih etmek daha etkili olmaktadir (Krauss ve ark., 1996; Guberman,1999; Davis ve
ark., 2008).



Tablo 3. AEI’lerin hormonal kontraseptifler iizerine etkisi (Pennell, 2008)

Hormon seviyesini diisiirenler Hormon seviyesini etkilemeyenler

Fenobarbital Etokstimit
- Valporat
Fenitoin .

. Gabapentin
Karbazmazepin
- Lamotrijin
Primidon . "

. Tiagabin

Topiramat .

. Levatirasetam
Oxcarbazepin .
Zonisamid

Arastirmalar epilepsi hastasi olan gebe kadinlarda preeklamsi, sezeryan dogum,
kanama ve erken dogum riskinin 2-3 Kat arttigin1 géstermistir (Thomas, 2009). Ancak
daha sonra yapilan ¢alismalarla bu komplikasyonlarin epilepsiden mi yoksa AEI’a baglh
olarak m1 gelistigi konusu merak edilmeye baglanmistir. Son zamanlarda yapilan
aragtirmalara gdre AEI kullanan kadimnlarda preeklampsi, vaginal kanama ve erken
dogum gibi komplikasyon riskinin arttigi, AEI kullanmayan ya da ndbet geciren
kadinlarda ise komplikasyon riskinin artmadigi gozlenmistir (Borthen ve ark., 2009;
Borthen ve ark., 2011). Ayrica epilepsi hastasi olan kadinlarda postpartum depresyon
insidanst yiiksektir. Genel popiilasyonda %10 civarinda postpartum depresyon
goriilmektedir. Ancak yapilan bir ¢alismada bu riskin epilepsi hastasi olan miiltipar
kadilarda ve politerapi AEI kullananlarda yiiksek oldugu (%29) bulunmustur (Galanti
ve ark., 2009). Ayrica bu caligma epilepsi hastasi olan kadinlar ve olmayanlarin dogum
sonu cocuk bakimindaki yeterliligi konusunda yapilan bagka bir calismayr da
desteklemektedir. Bu calismada epilepsi hastasi olan kadinlarin dogum sonunda ¢ocuk
bakimi konusunda yetersiz bilgi ve beceriye sahip oldugunu ortaya koymustur
(Saramma ve ark., 2011).

Gebelikte nobet gecirme sikliginin degisken oldugu goriilmektedir. Gebelik
stiresince hormon seviyesinde ve ila¢g metabolizmasinda meydana gelecek degisiklikler
ile gebelikten kaynaklanan psikolojik degisikliklerin nobet sikligni etkileyecegi
diistiniilmektedir. Gebelikte viicut sivilarinda ve extraseliiler sividaki artis, ilaglarin
dagiliminda degisime neden olmaktadir. Gebelikte yag dokusunun artmasi yagda eriyen
ilaclarin eliminasyonunda azalmaya, kardiyak outputun artmasi hepatik kan akiminda
artmaya ve bu yolla eliminasyonda artmaya, bobrek kan akiminda artma ise renal

klirenste artmaya, maternal albiimin seviyesinde azalma da proteinle tasinan ilaglarin



azalmasma neden olmaktadir (Pennell, 2008). Ornegin OXC ve LMT’in gebelik
doneminde serumdaki konsantrasyonunda azalma olmakta bodylece ndbet riski
artmaktadir.

Gebelerin  %67’sinde ndbet sikliginda herhangi bir degisme olmazken
%17’sinde nobet sikliginin arttigl, %16’sinda da azaldigi tespit edilmistir. Gebelik
déneminde nobetin olmasi anne ve fotiis i¢in biiyiik bir risk olusturmaktadir. Ozellikle
jeneralize tonik-klonik nobet iiste hipoksiye, anne de ise asidoza neden olmaktadir. Tek
bir jeneralize tonik klonik nbet fotal intrakraniyal hemoraji ve 6lii doguma, kisa siireli
bir tonik klonik nobet ise fotal kalp atimlarinda duraksamaya neden olmaktadir. Status
epileptikus durumunda ise maternal ve fotal kayiplarla sonuglanan ¢ok ciddi tablolarla
karsilagilabilir. Bunun yaninda, sosyal yasami icerisinde ndbet geciren anne aday1 pek
cok travma ile karsi karisiya kalmaktadir (Chen ve ark., 2009; Tomson ve Battino,

2009; Weil ve ark., 2010).

1.12. Teratojenite

Teratojen, konjenital anomalilerin olugsmasina neden olan ya da popiilasyonda
anomali insidansin1 artiran herhangi bir ajandir. Konjenital anomalilerin nedenleri
genetik faktorler ve gevresel faktorlerdir. Konjenital anomalilere neden olan ¢evresel
faktorlerin payr %7-10 civarindadir (Cragan ve ark., 2006). ilaglarin ise etkisi %2
civarindadir. Bunlarin i¢inde AED’lerin payr ise %6’dir. Ilaglar, enfeksiyonlar gibi
cevresel faktorler genetik yapilar1 uyarabilir. Ilaclarin, kimyasallarin ve diger cevresel
faktorlerin embriyonik gelisimi bozmalar1 ve anomali olusumunu uyarmalarinin gergek
mekanizmas1 halen belirsizdir. ilag ve kimyasal maddelerin olasi teratojenik etkisi
diislintildiiglinde ii¢ 6nemli faktor goz Oniinde bulundurulmalidir. Bunlar, gelisimin
kritik donemi, ila¢ ya da kimyasalin dozu ve embriyonun genetik yapisidir (Moore,
2002).

Gelisimdeki en kritik donem hiicre boliinmesinin, hiicre farklanmasinin ve
morfogenezin en yogun oldugu donemdir. Erken gebelik doneminde abortus,
embriyogenezis doneminde yapisal bozukluklar, fétal donemde minér malformasyonlar,
fonksiyonel bozukluklar, bitylime geriligi goriilmektedir (Tablo 4). Beyin gelisimi i¢in
kritik donem 3-16. haftalardadir. Ancak dogum sonrasi donemde de beyin gelisimi

devam ettigi i¢in bu donemler de etkilenmektedir (Moore, 2002).



Beyin gelisimi memeliler arasinda farklilik gostersede, beyin bolgeleri arasinda
gelisim acisindan karsilastirma yapmak miimkiindiir. Ornegin insan ve siganlarin
gelisimsel donemleri biribirinden farkli olsada anatomik ve histolojik agidan benzer
ozellikler gosterdiginden iki yapinin karsilagtirmasini yapmak miimkiindiir (Ikonomidou
ve Tursk, 2010). Deneysel calismalarda genellikle laboratuvar hayvanlar1 (sigan, fare,
tavsan) kullanildigindan yapilan teratojenik ya da toksikolojik c¢alismalarin etkisi
gormek i¢in deney hayvanlarinin da prenatal gelisimi ve bunun insandaki kasiligi iyi
bilinmelidir. Insan ve sican beynine ait gelisimsel siirecler, tahmini norogenezis

donemleri ve agirliklar: sirastyla sekil 4, 5, 6 ve 7°de verilmistir (Ikonomidou ve Tursk,

Tablo 4. Konjenital malformasyon olusumu i¢in kritik embriyolojik dénemler

(Pennell, 2008)

Embriyolojik
Dokular Malformasyon
dénem
Sinir sistemi Noral tiip defekti 28. giin
Kalp Ventrikiiler septal defekt 42. giin
Yiiz Yarik dudak, Yarik damak 36-70. giin

2010).
Dogum éncesi déonem (ay)
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Sekil 4. Insan beyninin dogum dncesi ve sonrasi gelisimsel siireci (Ikonomidou ve Tursk, 2010)
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Apopitozis

Gliogenezis

Myelinizasyon

Sekil 5. Sican beyininin dogum oncesi (E=Embriyonal dénem) ve dogum sonrasi (P=Postnatal)
geligimsel siireci (Ikonomidou ve Tursk’dan, 2010)
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ifade etmektedir. Oranlar her bir {inite igin yetiskin agirligimin ytlizdesi beyin agirhiginin artigini

gostermektedir (Ikonomidou ve Tursk, 2010)
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Ila¢ kullanim1 gebelik siirecinde énemli konulardan birisidir. Bu nedenle FDA
hekimlerin giivenli ilag yazmalarimi saglamak amaciyla ilaglarin olasi teratojenite
riskine goére bir kategori olusturmustur. Ulkemizde ve diinyada da kullanilan yaygin

siiflama sekli, Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. FDA’ye gore ilag kategorileri (iskit, 2007’ den uyarlanmustir)

Kategori Aciklama ilaclar
A Gebelerde en giivenilir ilaglardir. Kontrollii arastirmalarda bu | Vitaminler (B vit), Levotiroksin, Liotironin, Folik
ilaglarin fotiise zararli oldugu gosterilememistir asit
Deney hayvanlarinda teratojenik etki gosterilmemisse de gebe o . o . .
o Ampisilin, Azitromisin, eritromisin,
kadmlarda yapilmis kontrollii ¢aligmalar eksiktir ya da deney . o
. . . Amoksisilin, Famotidin, Lansoprazol
B hayvanlarinda teratojen etki gosterilmis ancak gebe kadmlarda . . ) )
. Difenhidramin, Parasetamol, Prednizolon
yapilan kontrollii ¢aligmalarla bu etki dogrulanmamistir. .
. o . Asilsistein, Insiilin
Gerekiyorsa bu katogorideki ilaglar rahatlikla kullanilabilir.
Deney hayvanlarinda teratojen etki gosterilmistir, ancak gebe
kadinlarda yapilmis klinik deneyim yetersizdir ya da gebe
C kadinlarda ve deney hayvanlarinda ilag incelenmemistir. Bu Adrenalin, Prokain, Katakenazol
kategorideki ilaglar potansiyel riski karsilayacak terapotik yarar
ongoriilityorsa kullanilabilir
Bu kategorideki ilacin insanda fotiis iizerinde zararh etkisi Opipramol, Imipramin, Diazepam,
kanitlanmigtir. Ancak gebede terapéotik yarari fotiista beklenen ACE inhibitérleri, Diiiretikler, Kortizon
5 zararindan fazla ise ve yasami tehdit eden bir durumun Antidiabetikler, Karbimazol, Tetrasiklinler
tedavisinde alternatifsiz olarak kullanilmasi zorunluysa Aminoglikozidler, Sulfonamidler
yaratabilecegi olasi riskler anne adayina detaylariyla anlatilarak Narkotik analjezikler, Kanser ilaglari
kullanilabilir (yarar-zarar oran1 dikkate alinmalidir) Aspirin, Iyot, Yiiksek doz Vitamin D
Etanol, Oral antikoagiilanlar
Deney hayvanlar1 ve gebelerde incelemeler, ilacin fotiisa kesin )
o o ) Bazi hormonlar (6strojen, testosteron), Oral
zararini gostermistir (teratojenik). Gebelerde terapdtik yarar )
konrtaseptifler, MMR (Kizamik,
X fotiista olan zararina gore ihmal edilebilir. Bu kategorideki o
. | kizamikgik, kabakulak) asis1, Kinin
ilaglar gebelerde ve gebe kalma olasiligi bulunanlarda higbir . . ) o )
Simvastatin,  Atorvastatin,  Antiviral ilaglar,
bigimde kullanilmaz.
Talidomid, Yiiksek doz vitamin K ve Vitamin A

Epilepsi hastas1 kadimlarin %901 saglikli bebeklere sahipken, gebelikte AEI
kullanim1 konjenital malformasyonlara, minér anomalilere, kognitif bozukluklara, erken
dogum, diisiik dogum agiriligt ve disik APGAR skoruyla doguma neden oldugu

bilinmektedir. Ozellikle 1960’larda ilk AEI ‘ler ve konjenital anomalilerin arasindaki




iliskiye isaret etmesi klinisyenlerin bu konuya dikkatini ¢ekmesiyle basladi (Hauser,
2011; Roberts ve ark., 2011).

Konjenital anomaliler major ve mindr anomaliler olarak iki grupta incelenir.
Mindr anomaliler arasinda kisa parmak, sa¢ anomalileri, diisiik kulak, genis burun
duvari, genis filtrum ve dudak yapisinda anomalilerdir. Bu anomaliler 5 yasina kadar
kaybolur ancak parmak yapisindaki anomaliler kalicidir. Epilepsili kadinlarin
bebeklerinde minor anomaliler genel popiilasyona goére 2,5 kat daha fazla
goriilmektedir. Major anomaliler ise AEI kullanilmadiginda hemen hemen genel
popiilasyonla ayni oranda risk igermektedir. Bu yaklasik olarak %1,2-3,2 civarindadir.
AEI kullamldiginda bu risk %3-9’a ¢ikmaktadir. AEQ’lerin politerapi uygulamalariyla
risk %6,5-18’¢ kadar ¢ikmaktadir (Kaplan ve ark., 2007; Meador, 2008; Harden ve ark.
2009). FDA’ye gore AEl’leri gebelikte kullanim kategorileri ise Tablo 6’da, genel
popiilasyon ve epilepsi hastasi olan kadinlarin bebeklerinde malformasyon goriilme
yiizdeleri ise Tablo 7’°de verilmistir.

AEl’lerin gebelikte kullanimi ve konjenital malformasyonlar arasindaki iliski
yapilan pek ¢ok ¢alisma ile ortaya konulmustur. Ozellikle ilk nesil AEi’ler olan CBZ,
VPA, PHT, PB’lerin doza bagl kullanimlarin konjenital malformasyonlara neden
oldugu bilinmektedir (Nulman, 2010). Yapilan pekcok c¢alisma ile AEI’lerin neden
oldugu spesifik konjenital anomaliler konusunda bilgi edilmistir. Ornegin PHT ve FB’in
konjenital kalp defektleri ile yarik damak ve dudaga neden oldugu, VPA ve CBZ’in ise
noral tiip defektine neden oldugu bilinmektedir (Beghi ve ark., 2002). Teratojenik
dozun altinda kullanimlarda da dogum sonras1 donemde ¢esitli kognitif ve davranigsal
bozukluklara neden olmaktadir. Doz ve ilag sayisinin artmasi konjenital anomalilerinde
artisina neden olmaktadir. AEI ile monoterapide en yiiksek oranda konjenital
malformasyonlar PRM %14,3, VPA %11,1, PHT %9,1, CBZ %35,7 ve PB %5,1 dir
(Kaneko ve ark., 1999).

VPA primer jeneralize ndbetlerde etkili ve nobet kontrol basarist oldukga
yiiksek bir ilagtir. AEI olarak kullanimin yaninda psikiyatrik hastaliklarda ayrica bipolar
affektif bozuklukta (manik epizotta) kullanilmaktadir. VPA o6zellikle ilk trimesterde
kullanildiginda konjenital malformasyonlara neden olmaktadir. VPA’nin monoterapi
kullanimlarinda, diger AEI’lerle karsilatirildiginda daha ok MKA’ya neden oldugu ve

bu durumun politerapi kullanimlarinda daha da arttigr gozlenmistir. Monoterapide



diisik doz kullanimlarda bile bazi vakalarda malformasyonlara rastlanmaktadir
(Morrow ve ark., 2006; Vajda ve ark., 2006). Ilk trimesterde uygulandiginda %2 kadar
noral tiip defektine neden olmaktadir (Okada ve ark., 2009).

Tablo 6. AEI’lerin kategorisi (Sethi ve ark. 2010°dan uyarlanmustir)

Yaygin kullanilan AET FDA kategorisi Riskler
Karbamazepin Cc Kardiyak Malformasyonlar
. Monoterapide herhangi bir
Gabapentin C o
MKA riski yok
Lamotrijine C MKA riski yok
Pilor stenozu (lamotrijinle
) politerapide); spina bifida
Levatirasetam Cc ] ]
(politerapi valporat ve
karbamazepin ile)
Oxcarbazepine C Urogenital malformasyon
. Kardiyak malformasyon MKA
Fenobarbital D
artirir.
o Bradikardi, hipotansyon; fotal
Fenitoin D . .
hidantoin sendromu
) Hipospadias; yarik damak ve
Topiramat
C dudak
Kardiyak malformasyon;
Valproat hipospadiyas; noral tup defekti;
D spina bifida MKA artirir

Tablo 7. Major malformasyonlarin gériilme orani (Pennell, 2008)

Malformasyonlar et p((;g)u 00 Ep:)lsg;ﬁ;r;rzg:/:f):rin
Konjenital kalp hast. 0,5 1,5-2
Yarik damak /dudak 0,15 1,4
Noral tiip defekti 0,06 1-3,8 (Valporat)
Uro genital defektler 0,07 1,7




Ayrica kardiyovaskiiler, iskelet, Ttregenital sisteme ait anomaliler ve
kraniyofasiyal anomalier goriilmektedir (Semczuk ve ark., 2010; Charlton ve ark.,
2011). Prenatal donemde VPA’ya maruz kalan annelerin bebeklerinde daha sonraki
donemlerde gelisme geriligi, kognitif gerilik, diisiik IQ seviyesi, hiperaktivite, motor
fonksiyonlarda bozulma, adaptasyonda zorluk ve sozel yetenekte azalma goriilmektedir
(Meador ve ark., 2009; Cohen ve ark., 2011; Meador ve ark., 2011; Shallcross ve ark.,
2011). Kuzey Amerika AEI ve gebelik kayitlarina gore ilk trimesterde diger AEI’lerde
MKA goriilme orant %2,8 iken VPA kullanildiginda bu oran %10,7’e ylikselmektedir.
Avusturalya’da epilepsi ve gebelik kayitlarina gére VPA monoterapisinde MKA
gdriilme oran1 %16 iken diger AEI’lerde %2,4°dir. Ayrica kayitlara gdre doza bagh
olarak MKA goriilme orani artmaktadir. VPA <1100 mg dozlarda kullanildiginda
>1100 mg doz uygulamalarindan daha az MKA’ya rastlanmistir (Vajda ve ark., 2004;
Pennel, 2008).

CBZ ¢ok yaygin kullanilan AEI’lerden biridir. Epilepsinin yani sira bipolar
affektif bozuklukta mani evresinde kullanilmaktadir. Ilk trimesterde uygulandiginda
MKA’ya neden oldugunu gosteren c¢alismalar bulunmaktadir (Jentink ve ark., 2010).
Ancak CBZ’in gebelikteki teratojenitesi hakkinda hala ¢eliskili bilgiler bulunmaktadir.
Ornegin Ingiltere’deki gebelik kayitlart CBZ’nin MKA riskini artirmadigini, genel
popiilasyon ile ayni oldugunu ve diger AIE’lerle mukayese edildiginde monoterapide
diger geleneksel AEQ’lerden daha az risk tasidigini ifade etmektedir (Morrow ve ark.,
2006; Jentink ve ark., 2010). Ayni sekilde Amerikan Noroloji Akademisi ve Amerikan
Epilepsi Toplulugu’nun verileri de CBZ’nin MKA’y1 artirmadigr yoniindedir. CBZ nin
dozuna bagli malformasyon riskinin artigin1 gosteren ¢ok c¢alisma yoktur (Harden ve
ark., 2009). CBZ’in %1 oraninda spina bifidaya neden oldugu bulunmustur (Rosa,
1991). CBZ’nin teratojenik etkisinin politerapide daha fazla oldugu tesbit edilmistir.
CBZ’nin noral tiip defektine yol agti1 bazi caligmalarla ortaya konulsa da, ¢cogunlukla
yarik damak ve dudaga neden oldugu tespit edilmistir (Hernandez-Diaz ve ark., 2007,
Hill ve ark., 2010). Bagka bir ¢alisma ise CBZ ile yarik damak arasinda belirgin bir
iliski bulamamustir (Jentink ve ark., 2010). CBZ’nin gebelik doneminde metabolizmasi
degiseceginden metaboliti olan 10,11-epoksit seviyesi artmaktadir. Epoksit toksik bir
maddedir ve amniyotik sivida toplanacag i¢in fotiis i¢in fototoksik olabilmektedir.

Fotal epoksit hidralaz seviyesi ise genetik olarak tesbit edilebilmektedir. Diisiik lenfosit



epoksit hidralaz seviyesi fotal antiepileptik sendromu ile yakindan iligkilidir (Lowe,
2001). Ayrica yapilan son ¢alismalar uterin hayatta doza bagli CBZ’ye maruz kalan
cocuklarda motor fonksiyonlarda azalma, adapte olmakta zorlandiklar1 ve sozel
yeteneklerinde azalma gozlenmistir (Cohen ve ark., 2011; Meador ve ark., 2011).

PHT nin 1975 yilinda biiyime geriligi, mikrosefali, mental retardasyon ve pek
cok daha hafif diizeyde anomalilerle fotal hidantoin sendromu diye tanimlanan bir
tabloya neden oldugu diistiniilmiistiir. Daha sonra yapilan ¢alismalar bunun sadece PHT
ile ilgili olmadigi, prenatal dénemde diger AEI’lere maruz kalan bebeklerde de aym
tablo goriiliince isimlendirme fotal antiepileptik sendromu olarak degistirilmistir. ilk
trimesterde PHT kullanimma bagli MKA oram1 %3,4 ile %10,7’dir. Caligsmalarda
prenatal donemde PHT’e maruz kalmak c¢ocukluk doneminde kognitif becerilerde
gerilige sebep olmaktadir. Ayrica PHT in yarik damak ve dudaga neden olduguna dair
calismalarda mevcuttur (Holmes ve ark., 2001; Vajda ve ark., 2004; Morrow ve ark.,
2006; Puho ve ark., 2007).

PB, konjenital kardiyak malformasyonlara neden olmaktadir (Harden ve ark.,
2009). Kanada da kiiciik bir grupla (n=14) yapilan arastirmaya gore total major
malformasyon orant %14,2°dir. Kardiyovaskiiler malformasyonlarin goriilme orani ise
%7,1 bulunmustur. Bagka bir calismada (n=77) ise malformasyon orant %06,5
bulunmustur (Holmes ve ark., 2004; Brosh ve ark., 2011). Ayrica uterin hayatta PB’ye
maruz kalan erkeklerde kognitif yeteneklerde azalma tespit edilmistir (Reinisch ve ark.,
1995).

OXC, yeni nesil bir AEI olup, OXC’ne bagli malformasyon gériilme orani
yaklasik %2,4 civarinda oldugu goriilmiistiir. Yapilan bir ¢caligmaya gore 248 kadma
gebelik doneminde OXC monoterapi olarak uygulandiginda 6 MKA vakasina
rastlanmistir (Montouris, 2005). Ancak OXC politerapide kullanildiginda malformasyon
riski artmaktadir. Ellibes kadin iizerinde yapilan diger bir calismada 35 monoterapi
uygulanan grupta MKA’ya rastlanmamustir. Politerapi uygulanan grupta ilk trimesterde
PB ile birlikte kullanilan bir gebelikte kardiyak malformasyona rastlanmigtir
(Meischenguiser ve ark., 2004). Genis ¢apli prospektif bir ¢alismada 393 yenidogandan
11’inde MKA goriilmiistiir (Nielsen ve Hviid, 2011). Yapilan bir hayvan ¢alisamasinda
ise 6-18. gebelik giinlerinde farelere tolere edilebilen en yiiksek doz olan 1100



mg/kg/glin uygulanmis ve MKA kontrol grubunda %35, OXC grubunda ise %8 oraninda
gorilmistiir (Bennett ve ark., 2006).

GBP de OXC gibi yeni nesil bir AEI olup antiepileptik kullanimi yaninda
noropatik agrilarda da kullanilmaktadir. GBP’nin gebelikte kullanimi1 ve teratojenik
etkisi konusunda ¢ok fazla calisma bulunmamaktadir. Ya da yapilan ¢alismalar kii¢iik
gruplarla smirl kaldigi i¢in genel bir yorumlama yapmak zor olabilmektedir. 1994
yilinda yapilan bir hayvan calismasinda gebeligin 6-15. giinlerinde 3 ayr1 doz
uygulanmistir. Tavsanlara uygulanan en yiiksek doz olan 3000 mg/kg/giin ve fare ve
sicanlara uygulanan 1500 mg/kg/giin dozlarda herhangi bir teratojenik etki
gbzlenmemistir (Petrere ve Anderson, 1994). Rodentlerle yapilan diger bir ¢aligmada
ise intrauterin hayatta GBP’ye maruz birakilan yeni doganlarda kemiklesmede gecikme,
hidroiireter, hidronefroz goézlenmistir. Ayrica gestasyon 1-6. ve 7-12. giinlerindeki
uygulamalarda fotal rezorbsiyon, yeni doganda boy ve kiloda azalma tespit edilmigtir
(Prakash ve ark., 2008). Ancak bunu destekleyen ¢ok fazla deneysel ¢alisma
bulunmamaktadir.

GBP uygulamasina maruz kalan (politerapi ve monoterapi karisik) 44 gebeden
sadece 2 tanesinde MKA’ya rastlanmigtir (Montouris, 2003). Bunlardan bir tanesi
unilateral renal agenezi (16. Haftada PB degistirilmis), digeri ise (valproik aist ile
politerapi uygulanmis) hipospadiastir. Diger bir calismada ise 31 adet monoterapi
uygulamasinda sadece bir yeni doganda ventrikiiler septal defekt tespit edilmistir
(Morrow ve ark., 2005). Simdiye kadar yapilan ¢alismalara gore gebelikte uygulanan
GBP’nin toplumdaki genel popiilasyon veya tiim epileptik kadinlarin dogumlarinda
gortlilebilecek kadar malformasyona neden oldugu bulunmustur (McLean, 1995; Hill ve
ark., 2010; Nielsen ve Hviid, 2011).

1.13. Bazal gangliyonlar

Substantia Nigra (SN), viicudun motor fonksiyonunda gorev yapan ve
subkortikal yerlesimli bir ¢ekirdek grubu olan bazal gangliyonlar1 olusturan en biiyiik
parcadir. Bazal gangliyonlari olusturan ¢ekirdekler sunlardir (Sekil 8):

-Nucleus (N.) Caudatus

-Nucleus Lentiformis

-Putamen

-Globus pallidus
-Substantia Nigra
-Nucleus Subthalamicus



Cortex

Sekil 8. Bazal gangliyonlar. STR; striatum, GPe; Globus pallidus externa, GPi; Globus pallidus interna,
Th; Talamus, STN; Subtalamik ¢ekirdek, SNr; Subtantia nigra pars retikulata, SNc; Substantia nigra pars
kompakta (Pereira ve Aziz, 2006)

Bu nukleuslar, beyin sapinin motor nukleuslari, kortikospinal sistem ve
serebellum ile birlikte hareketlerin diizenlenmesini saglar. Motor sistemlerin diger
bilesenlerinden farkli olarak bazal gangliyonlar ile omurilik arasinda direkt aferent ve
eferent baglantilar yoktur. Bazal gangliyonlarin ana girisi neokorteksten gelir ve
cikislar da talamus tlizerinden frontal loba, 6zellikle prefrontal ve premotor kortekslere
dagilir (Kurt, 2010).

Nukleus kaudatus ile putamen telensefalonun ayni kismindan tesekkiil eder.
Bundan dolay1, benzer hiicre yapilarma sahiptirler ve on tarafta bu iki nukleus
birlesmektedir. Bazal gangliyonlarin giris kapisi olan bu nukleuslarin ikisine birden
striatum adi verilir. Globus pallidus diensefalondan tesekkiil eder. Biri i¢, digeri dis
olmak iizere iki segmentten meydana gelmistir. I¢ segment bazal gangliyonlarin ana
cikis kapisidir. Globus pallidus putamenin medyalinde ve internal kapsiiliin lateral
kisminda bulunur. Mercek seklinde bir yapit meydana getirdikleri i¢in putamen ile
globus pallidusun ikisine birden lentikiiler nukleus da denir. C harfi seklinde olan
nukleus kaudatus lateral ventrikiiliin yan tarafinda ve internal kapsiiliin medyalinde
bulunur. Genel olarak bazal gangliyonlarin bir pargast kabul edilen subtalamik nukleus
diensefalon ile mezensefalonun sinirinda ve bazal bdlgede bulunur. Bu nukleusta

glutamatin norotransmitter oldugu sanilmaktadir (Kurt, 2010).



1.13.1. Bazal gangliyonlarin baglantilar:

Bazal gangliyonlarin kendine 6zgli ayr1 giris ve ¢ikis yollar1 vardir. Bazal
gangliyonlara gelen biitlin aferent yollar striatumda sonlanirlar. Ana eferentler de globus
pallidusun i¢ segmenti ile substantia nigranin pars retikiilata kismindan kaynaklanirlar

(Sekil 9). Ayrica, nukleuslar arasi baglantilarin da 6zel bir yapis1 vardir.

-Aferent baglantilar (Giris)

Striatum, beyin korteksi, talamusun intralaminar nukleuslari, rafe nukleuslari
ve substantia nigradan aferent lif almaktadir (Sekil 9-A).

Korteksten kortikostriatum uzantilariyla gelen giris en Onemlisidir. Duyu,
motor ve asosiyasyon korteksleri dahil beyin korteksinin hemen her tarafi striatuma
akson verir. Bu aksonlardan glutamik asidin serbestlendigi sanilmaktadir. Aferentler
topografik organizasyon gosterirler. Yani, neokorteksin her bolgesi striatumun farkli bir
kismna lif vermektedir. Ozet olarak, neokorteksin 6n kisimlar1 striatumun 6n kismina,
arka (posterior) kisimlar1 da arka kismina aferent gonderir. Bununla birlikte, beyin
korteksinin fonksiyon bakimindan birbirleriyle ilgili ve ara baglantili bolgelerinden
gelen aferentlerin striatumda i¢ ige sonlandiklar1 da goriiliir. Bu da striatumun belli bir
bolgeden gelen bilgiyi integre ettigini gosterir (Marangoz, 2010). Korteksin hemen her
tarafindan lif gelmesi striatumun motor kontroliin yaninda diger fonksiyonlarla da 1lgili
oldugunu anlatir. Striatuma gelen liflerin ikinci 6nemli kaynag: talamusun intralaminar
nukleuslaridir. Genel olarak sentromedyal nukleustan kaynaklanan uzantilar putamende
sonlanirlar (talamo-striatal yol). Sentromedyal nukleus motor korteksten giris aldigi
i¢cin, motor korteks bu yol {izerinden bazal gangliyonlarn etkileyebilmektedir.

Striatuma gelen {iglincii grup aferent substantia nigranin pars kompakta
bolgesinden baglayan dopaminerjik lifleri ihtiva etmektedir (nigrostriatal yol). Bu
onemli yol da topografik organizasyon gostermektedir. Striatumun doérdiincii girisi

beyin sapinin dorsal raphe sisteminden kaynaklanan rafestriatal yoldur (Marangoz,
2010).

-Nukleuslar arasi baglantilar (i¢ baglantilar)
Nukleus kaudatus ile putamende bulunan hiicreler globus pallidusun her iki

segmentine ve substantia nigranin pars retikiilata bolgesine akson verirler (Sekil 9-B).



Kortikostrial, striatopallidal ve striatonigral yollar topografik organizasyon gosterdikleri
icin, beyin korteksinin belli bolgeleri striatum yoluyla globus pallidus ile substantia
nigranin belli kisimlarini etkilemektedir.

Globus pallidus ve substantia nigra ile subtalamik nukleus arasinda yogun
baglanti saglanmistir. Globus pallidusun dis segmentinden ¢ikan liflerin hemen hepsi
subtalamik nukleusa uzanmaktadir. Subtalamik nukleus’tan ¢ikan aksonlar da globus
pallidus’un her iki segmenti ile substantia nigranin pars retikiilata kismina topografik bir
dagilim gosterirler. I¢ baglantilardan sadece subtalamik niikleustan ¢ikan lifler
eksitatordiir. Digerleri GABA-erjik ve inhibitordiir. Subtalamik nukleus motor ve
premotor kortekslerden de direkt ve topografik organizasyon gosteren girisler
almaktadir. O halde, motor korteks subtalamik nukleus yoluyla da bazal gangliyonlarin

¢ikisini kontrol edip diizenleyebilir (Marangoz, 2010).

A Bazal ganglionlara
gelen girisler
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Sekil 9. Bazal ganglionlarin 6nemli baglantilari. A. Hemen hemen, biitiin aferent girisler kaudat ve
putamene gelir. B. I¢ baglantilar topografik bir organizasyon gosterir. C. Bazal ganglionlar, ana

eferentlerini talamusa verirler (Marangoz, 2010).



-Eferent baglantilar (cikas )

Bazal gangliyonlardan ayrilan eferentlerin kaynagi, esas olarak globus
pallidusun i¢ segmenti ile substantia nigranin pars retikiilata kismidir. Bu kisimlardan
ayrilan lifler, talamusun ventrolateral ve ventroanterior nukleuslarina yayilirlar. Ayrica,
globus pallidusun i¢ segmenti talamusun sentromedyan nukleusuna da akson verir.
Globus pallidustan talamusa uzanan lifler iki demetin i¢inde seyrederler. Bunlardan biri
ansa lenticularis digeri de lenticular fasciculus'dur. Iki demet talamusa yaklasinca
birlesmektedir (Marangoz, 2010). Talamusun, bazal gangliyonlardan giris alan
ventroanterior ve ventrolateral kisimlari premotor ve prefrontal kortekslere akson
verirler. Boylece bazal gangliyonlarin ¢ikisi korteksin en uzak noktalarina kadar ulagsmis
olur. Bazal gangliyonlar bu yol sayesinde kortikobulbar ve kortikospinal sistemler gibi
inici yollar1 etkileyebilir. Siralanan ana aferent sistemlere ilave olarak son yillarda
globus pallidustan beyin sapmna ve habenula'ya (pallidohabenula yolu); substantia
nigranin pars retikiilata kismindan superior kollikulusa uzanan liflerin varligi da

gosterilmigstir (Marangoz, 2010).

1.13.2. Bazal Gangliyonlarda Tespit Edilen Devreler ve Transmitterler

Bazal gangliyonlarda bulunan fonksiyonel devreler ve bu devrelerdeki
transmitterler, Sekil 10°da goriilmektedir. Korteksten neostriatuma gelen giris uyaricidir
ve glutamat ndronlarindan kaynaklanmaktadir. Bazal gangliyonlarda bilgi akisi direkt
ve dolayli yol diye adlandirilan iki paralel sistemde gergeklesir. Bazal gangliyonlarla
ilgili patolojik bir durumu anlamak i¢in bu yollar: bilmek gerekir. Genel olarak direkt
yol talamustan bilgi akisini artirirken, dolayli yol talamustan bilgi akisini azaltir
(Marangoz, 2010). Saglikli bir insanda bu iki yoldaki aktivite birbirini dengelemektedir.
Bu yollardan biri striatumdan globus pallidusun i¢ segmenti ile substantia nigranin pars
retikiilata kismina uzanan direkt yoldur. Bu yol daha sonra talamusa geger. Ikinci yol
striatumdan globus pallidusun dis segmentine ve bu yapi lizerinden subtalamik nukleusa
gecen dolayli yoldur. Bu yol daha sonra globus pallidusun cesitli kisimlarma ve

substantia nigraya ulasir (Marangoz, 2010).
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Sekil 10. Bazal ganglionlardaki direkt ve dolayli yollarda bulunan transmitterler. Koyu oklar inhibitdr,

aciklar ise eksitator yollar1 gostermektedir (Marangoz, 2010)

-Bazal ganglionlardaki direkt ve dolaylhh yollarda bulunan disinhibisyonun

(inhibisyonun inhibisyonu) mekanizmasi:

A. Direkt yol: Bu yol beyin korteksinden baslayarak, striatuma ulasir. Striatumdan
substantia nigra pars retikiilata ve globus pallidusun i¢ segmentine (GP1) geger. Sonra
bu iki bolgeden talamusa ve talamustan da beyin korteksine geri doner (Sekil 11).

Diger alanlardan giris olmazsa, globus pallidusun i¢ segmenti ile substantia
nigranin retikiilata kisminda bulunan noronlar tonik aktivite gostererek talamusta
inhibisyona sebep olur ve talamustan kortekse olan uyarici ¢ikisi azaltirlar.

Direkt yol uyarilirsa, beyin korteksinin glutamat {ireten néronlari striatumdaki
noronlart uyarirlar. Striatumun GABA’erjik olan bu ndronlar1 globus pallidusun ig
segmenti ile substantia nigra retikiilata ndronlarinda inhibisyona yol acar. Striatumdaki
noronlar uyarilinca GPi ve SNr noronlarinda talamusa olan inhibitor etkisi zayiflar
(buna disinhibisyon denir).

Ozet olarak, direkt yolun uyarilmasi, talamustan beyin korteksine olan uyarici

cikist artirir. Substantia nigranin kompakta kisminda (SNc) iiretilen dopamin



striatumdaki noronlarin D1 reseptorlerini etkileyerek direkt yoldaki aktiviteyi artirir

(Marangoz, 2010).
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Sekil 11. Bazal ganglionlardaki direkt yol (Marangoz, 2010)

B. Dolayh yol: Direkt yolda oldugu gibi, beyin korteksindeki glutamaterjik néronlardan
baslayan bu yol, sirasiyla striatuma, globus pallidus eksternaya (GPe), subtalamik
nukleusa (ST), globus pallidus internaya, talamusa ve oradan da beyin korteksine geri
doner (Sekil 12). Direkt yoldan farkli olarak, striatumun ¢ikisi, globus pallidusun i¢
segmentine degil, dis segmentinedir. GABA ihtiva eden bu yol inhibitérdiir. GPe’den
ST’ye akson veren noronlar da GABAerjiktir. Bu pallidosubtalamik lifler asir1 l¢lide
spontan aktivite gosterirler ve aktif olduklarinda subtalamusta inhibisyona yol acarlar.
Striatum GPe’de inhibisyon yapinca, GPe’nin ST’ye olan inhibitor etkisi zayiflar
(ST’de disinhibisyon). Inhibitér baskidan kurtulan glutamaterjik ST néronlar1 GPi
noronlarini uyarir. GPi néronlar1 da talamusta inhibisyona yol acar (Tepper, 2007)

Ozet olarak, dolayli yol uyarildiginda, talumusta aktivite ve talamustan
kortekse ¢ikis azalir ve bunun sonucu olarak korteksin aktivitesi de zayiflar. Dopamin
striatum nodronlarmi1 D2 reseptorleri yoluyla etkileyerek dolayli yolda inhibisyona yol

acar (Marangoz, 2010).
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Sekil 12. Bazal ganglionlardaki direk ve dolayli yol (Marangoz, 2010)

1.14. Substantia Nigra
SN ortabeyinde uzanir ve bu bolgenin en biiyiik ¢ekirdegidir. Sagda ve solda
olmak iizere iki adettir (Sekil 13).

Sekil 13. Substantia nigra (Putz ve Pabst, 1994)



Odiillendirme, aligkanlik, bagimlilik ve hareket ile ilgili fonksiyonlarla bir
cekirdektir. Latincede siyah madde anlamina gelmektedir. Bunun nedeni dopaminerjik
noronlardaki yiiksek diizeydeki melatonin nedeniyle etrafindaki bolgelere gore daha
koyu renkte goriinmesidir. SN ventralde yer alan pars retiikulata (SNr) ve dorsalde
yerlesen pars kompaktadan (SNc¢) olugmaktadir. Ancak bu siniflama daha farklr sekil de
de yapilmaktadir. iki alt grup yerine 3 alt gruba da ayrilabilmektedir. Pars lateralis baz1
kaynaklara gore 3. alt grup olarak nitelendirilirken, bazilarinda kompaktanin alt grubu
seklinde kabul edilmektedir. Yapilan ¢alismalarda ¢ogunlukla sadece iki alt grup kabul
edilmektedir. (Paxinos ve Watson, 2007; Nielsen ve ark., 2009). SNc ve SNr ayni
girdilere sahipken, cogunlukla farkli ¢ikt1 ve farkli ndrokimyasallar i¢eren degisik tipte
noronlardan olusur (Tepper ve ark., 2007).

Sicanlarda SN’nin postnatal (P) gelisimi soyle olmaktadir; P1. giinde SNc ve
SNr birbirinden belirgin bir sekilde ayirt edilemez. TH (+) noronlarla kalin bir lif
pleksusu SN boyunca dagilmaktadir. P7. giine kadar SN’nin ventralinde TH (+)
noronlarda belirgin bir azalma goriilmekle birlikte dopaminerjik SNc¢ ve dopaminerjik
olmayan SNr birbirinden daha belirgin bir sekilde ayrilabilmektedir. P14. giine kadar
SN’nin ana hatlar yetiskindeki seviyeyi kazanir. P14. giine kadar SNc ve SNr’deki TH
(+) noronlarda azalma olmakla birlikte, SNI’de degisme olmamaktadir. TH (+)
noronlarin proksimal ve distal dendritlerin ¢apinda ise P1. glinden P14. giine kadar
yavag bir artis sozkonusudur. Genel olarak P1. giinde TH (+) noronlarin morfolojisi
hemen hemen yetiskindeki ana hatlara sahiptir ve dendritik gelisimi net bir sekilde
gozlenebilmektedir. Dendritler non-varikozdiir ve biraz daha fazla dallanmistir, ayrica
bazi ventral yonelimli uzun dendritlerin SNr’yi gegerek crus serebriye uzandig goriiliir.
Postnatal donemde sigan SN’sinde en belirgin degisim hiicresel yapinin
diizenlenmesinde goriilmektedir. Morfolojik degisimler daha yavastir ve P14. giinde
yetiskin SN’sine benzer morfolojik, fizyolojik ve farmakoljik o6zellikler kazandigi
gozlenmektedir (Tepper ve ark., 1994).

SNc, c¢ogunlukla dopaminerjik noronlardan olusmaktadir ve dopaminerjik
noronlarda var olan melatonin nedeniyle diger bolgelerden ve SNr’den daha koyu

goriinmektedir. 4 alt segmentten olusmaktadir (Fu ve ark., 2011). Bunlar (Sekil 14);
-Medial par¢a (SNcm)
-Vental parc¢a (SNcv)
-Lateral parca (SNcl)
-Dorsal par¢a (SNcd)



Sekil 14. SN ve alt segmentlerinin goriintiisti (Fu ve ark., 2011)

SNc ve alt segmentleri makroskopik olarak birbirinden ayirt edilebilmektedir.
Bu bolgedeki dopaminerjik néronlar biiytikliikleri agisindan birbirinden farklidir. SNem
kiiciik dopaminerjik noéronlara sahiptir. Buradaki noéronlarin ¢apt <I5 pm olurken,
SNcd’de orta boyutta (15-21 um) dopaminerjik néron bulunmaktadir. SNcv ve SNcl ise
orta biiyiikliikte ve biiyiik ¢capta ndronlar1 igermektedir (21-27um) (Fu ve ark., 2011).

Dopaminerjik ndronlar yine bu alanda Retrorubral bolgede (RRA) ve ventral
tegmental bolgede (VTA) de bulunmaktadir. SNc¢’deki dopaminerjik néronlar A9 hiicre
grubu olarak isimlendirilirken, diger bolgelerdeki noronlar ise sirasiyla VTA’da A10
hiicre grubu, RRB’de ise A8 hiicre grubu olarak isimlendirilir (Fu ve ark., 2011).

Son zamanlarda yapilan histogenetik ve immiinohistokimyasal ¢aligmalarla

SNc’de farkli ndron tiplerine rastlanilmigtir. Bunlar:

-Dopaminerjik néron (TH (+)/GABA (-)),
-GABAerjik néron (TH (-)/GABA (+)) ve
-Dopaminerjik/GABAerjik néronlardir (TH(+)/GABA (+))

SNc’de dopaminerjik noronlarin sayica daha baskin oldugu da ortaya
konulmustur. Ayrica yapilan bir hiicre kiltiirii ¢aligmasinda SNc’deki hiicre
popiilasyonun %57’°si dopaminerjik, %31°1 GABAerjik noronlar oldugu tespit edilmistir
(Kim ve ark., 1997). SNc¢’nin aferentleri pedunkulopontin tegmental nukleus, lateral
habenula, globus pallidus ve amygdaladir. Efferentleri (en bilinen projeksiyonu)

nigrostiratal projeksiyondur. SNr’ye de eferentleri mevcuttur. Striatum korteksten tiim



bilgileri alir ve ilgili bilgilerin tasnifini yapar. SNc¢’deki dopaminerjik input striatumdaki
outputu boylece diizenlemektedir (Tepper, 2007).

SNc’nin fonkisyonu motor kontrol iizerinedir. Ancak SNc’nin direkt bir etkisi
s0z konusu degildir. Striatum iizerinden indirekt bir etki s6z konusudur ve bu etki
SNc¢’de bulunan dopaminerjik néronlardaki dejenerasyonla kendini gésteren Parkinson
hastaligindaki motor fonksiyon bozukular1 ile net bir sekilde goriilebilir. Ayrica
SNc’nin fonksiyonu ince motor kontrol iizerinedir. Baz1 hayvan c¢aligmalarinda SNc’de
lezyon olusturulduktan sonra ince motor kontrolde bozulmalar gézlenmistir (Pioli ve
ark., 2008). Ayrica SN¢ uyarana karst 6grenilmis yanitida icerir. Yeni bir uyaran ile
karsilasildiginda nigrostiratal yolakta dopaminerjik aktivite artmaktadir. Tekrar eden
uyaran varlifinda ise bunun azaldigi gozlenmektedir. Yine davranigsal bir uyaran
varliginda 6rnegin bir 6dill varliginda bu sitiimulasyon devam etmektedir. Bu durum
bagimliligin mekanizmasini anlasilir kilmaktadir (Wong ve ark., 2006; See ve ark.,
2007). Dopamin ve madde bagimliligi yakin iliski igersindedir ve yapilan bazi
calismalarla da serotonin igeren noronlarin, dopaminerjik ndronlarin etkisini azaltici
etkiye sahip oldugu ortaya koyulmustur. Bu uyarici maddelerin yan etkisini ortadan
kaldirmak ic¢in yeni medikal tedavilerin bulunmasinda yardimci olmaktadir (Rothman
ve Baumann, 2006). SNc¢’nin ayrica hafiza ve 6grenme ile ilgili oldugunu gosteren
caligmalar da bulunmaktadir (Da Cunha ve ark., 2003). Ayrica SNc’nin uyku
diizenlemesinde onemli bir yere sahip oldugu ortaya konulmustur (Lima ve ark., 2007).

SNc klinikte bazi hastaliklarin gelisiminde 6nemli role sahiptir. Bunlardan en
yaygin olarak bilinen Parkinson hastaligt ve sizofrenidir. Parkinson SNc’deki
dopaminerjik néronlarin 6liimiine bagl gelisen ndrodejeneratif bir hastaliktir (Sekil 15).
Kendisini tremor, akinezya, bradikinezya, postiir bozuklugu, uyku bozuklugu ve
yorgunluk ile kendini gosterir. SNc’deki dopaminerjik ndronlarin yaridan fazlasinda
kayip oldugunda ancak bu belirtiler goriilmektedir (Sekil 15). Parkinson hastaliginin
nedeni hala tam olarak bilinmemektedir. Ancak yapilan c¢alismalarda dopaminerjik
noronlarda alpha-synuclein agregasyonu, kalbindine bagli hiicre Ca*" seviyesinde artis

ve dopamin transport sisteminde yavaglama goriilmektedir (Jankovic, 2008).



Substantia nigra
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Sekil 15. Saglikli insanlardaki ve Parkinson hastaliginda SN’nin goriiniisii

(http://www.gwc.maricopa.edu/class/bio201/parkn/jcadis51.htm)

Sizofreni hastaliginda ise tersi durum s6z konusudur. Burada SNc’deki
dopamin seviyesinde artis gozlenmektedir. Tam olarak nedeni hala bilinmeyen sizofreni
hastaliginda iizerinde durulan ve hala tartismali hipotezlerden biri dopaminerjik
hipotezdir ve hala tedavide kullanilan dopamin antagonisti ilaglar ile basarili bir tedavi
saglanmaktadir (Perez-Costas ve ark., 2012).

Dopamin omurgalilarda merkezi sinir sisteminde bulunan bir katekolamin
norotransmitterdir. Ventral tegmental alan ve SNc’de iiretilir. Ayrica hipotalamustan bir
nérohormon olarak da salgilanir. Dopamin tirozin amino asitinin bir tiirevidir. Tirozin
tirozin hidroksilaz ile DOPA’ya donistiiriiliir. DOPA dekarboksilaz DOPA’dan
karbondioksiti uzaklastirarak Dopamin olusturulur (Sekil 16). Dopamin daha sonra
norepinefrin ve epinefrin prokiirsorii olarak gorev alir (Nagatsu, 1995)

SNr bazal gangliyonlardaki 6nemli islem merkezlerinden bir tanesidir.
SNr’deki GABAerjik néronlar bazal gangliyonlardaki son islem bilgilerini talamusa ve
superior kollikulusa tasir. Ayrica SNr’nin en Onemli fonksiyonlarindan birisi de
SNc’deki dopaminerjik aktiviteyi diizenlemektir. SNr’deki GABAerjik noronlar
spontan aksiyon potansiyelini olusturabilmektedir. Bu aksiyon potansiyelinin ateglenme
orani subtalamik nukleus tarafindan eksitator inputlar ile diizenlenmektedir. Ancak
yapilan ¢aligmalarla aksiyon potansiyelinin daha ¢ok otonomik oldugu tespit edilmistir

(Gernert ve ark., 2004; Lee ve ark., 2011).
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Sekil 16. Dopamin biyosentezi
(http://lwww.bio.davidson.edu/Courses/Molbio/MolStudents/spring2003/Siegenthaler/Dopaminesite.htm)

SNr’deki noronlarin ¢ogunlugu GABAerjik noronlardir. Yapilan bazi hiicre
kiltirii  caligmalarinda SNr’deki noronlarin  %66’sinin - GABAerjik, %16’sinin
dopaminerjik oldugu goriilmistiir (Kim, 1997). GABA beyindeki 6nemli inhibitor
transmitterdir ve yapilan pek cok calisma ile SNr ve ndbet kontrolii arasindaki 6nemli
baglantiy1 ortaya koymustur (Castillo, 2010).

SNr ana inputu striatumdan alir. Bu iki yolla olmaktadir; direkt yolda
striatumdan SNr’ye dogrudan baglanti mevcuttur. Indirekt yolda ise baglanti
striatumdan ~ GPe’ye, GPe’den = STN’ye  (GABAerjik), STN’den  SNr
(glutamaterjik)’yedir. Yani striatum SNr {izerinde inhibisyonu direkt yol {izerinden
yaparken, eksitasyonu indirekt yol iizerinden yapmaktadir. SNr’nin efferenti talamus ve

supeiror kollikulustur (Tepper ve ark., 2007)

1.15. GABA ve GABA Reseptorleri

GABA (y-amino biitirik asit), GABAerjik ndronlarda glutamattan glutamik

asit dekarboksilaz (GAD) ile iiretilir ve sinaptik vezikiillerle salinir. GABA’nin salinimi



vezikiiler oldugu gibi néron ve glialardan nonvezikiiler sekilde de salinir. Geri emilimi
ise noron ve glialardaki GABA tasiyicilart (GAT) ile olmaktadir. GABA beyinde
hemen hemen tiim bolgede bulunan primer inhibitdr transmitterdir. Sinaptik inhibisyon
GABA’nin presinaptik ucgtan salinmasi ile gegici olarak postsinaptik reseptorlerde
aktivasyona neden olarak saglanmaktadir. Ekstraseliiler ortamda azalan GABA miktari,
tonik inhibisyonla sonuglanan ekstrasinaptik ortamda GABA reseptorlerinin
aktivasyonuna neden olmaktadir (Markwardt ve Overstreet-Wadiche, 2008).
GABAerjik uyarimin spesifik etki ve mekanizmasi farkli 6zelliklere sahip olan 3 tip
GABA reseptoriine baghidir. Bu reseptorler GABAa, GABAg ve GABAc
reseptorleridir. GABAA ve GABAg reseptorleri yaygin olarak tiim beyinde bulunurken,
GABAc reseptorleri GABAAa reseptorleri gibi iyon gecirgenligine sahipken farkli
farmakolojik oOzeliklere sahiptir ve beyinde az miktarda bulunmaktadir. GABAg
reseptorleri presinaptik ve postsinaptik bolgede G protenine bagli olarak bulunur.
GABA, reseptorler ise ligand kapli iyon kanallaridir. Bu direkt membran
hiperpolarizasyonuna neden olan hizli sinaptik inhibisyonu saglar. Sinaptik inhibisyon
primer olarak aksonun baslangic segmenti, soma ve dendrit iizerindeki GABAerjik
sinapslarla olusturulur. GABAA reseptorleri ¢ogunlukla CI” ve az miktarda HCO3
gecirgen iyon kanallaridir. Noronlarin Cl° kanalinin acilmasi, hiicrenin hiperpolarize
olmasma neden olur. Boylece hiicre daha zor uyarilabilir hiperpolarize hale gelir.
GABA’nin inhibitér norotransmiter olarak bu sekilde rol oynamaktadir (Ge ve ark.,
2006; Markwardt ve Overstreet-Wadiche, 2008).

GABAA reseptorleri 5 alt protein linitesinden olugsmaktadir. 2 o, 2 B ve 1 vy alt
protein Unitelerinden olugmaktadir. Extraseliiler ortam tarafinda protein g¢ubuklarin
yuvarlak uc¢ kisimlari ve bu kisimlar arasindaki igyiiz bolgesi GABA ve
benzodiazepinlerin baglandigi bolgedir. Dis hiicre membrani ile sarilan proteinlerin
silindir seklinde olan kismi ise anesteziklerin, norosteroidlerin ve alkoliin baglandigi
bolgedir. Bu 5 alt iinitenin bileserek olusturdugu kompleksin orta kismi ise iyon

gecisinin oldugu kanali olusturmaktadir (Sekil 17) (Hevers and Liiddens, 1998).



Gaba

Barbitiirat Benzodiazepin

Sekil 17. GABA, alt iiniteleri ve ligant kapli iyon kanal kompleksi (Mihic ve Harris, 1997)



MATERYAL-METOD

1. HAYVANLAR

Deneyler i¢in 21 adet gebe Wistar albino sicandan elde edilen, 45 giinliik disi
35 adet Wistar albino sican kullanildi. Hayvanlar Ondokuz Mayis Universitesi (OMU)
Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Hamile si¢anlardan her grupta 3
adet olacak sekilde 7 grup olusturuldu. Ancak 2. grupta 4 ve 7. grupta 2 adet gebe sigan
kullanild1 (Tablo 8). ilk ii¢c gruba gebeligin 1 — 5., diger ii¢ gruba ise gebeligin 6 — 15.
giinlerinde, sirasiyla OXC (100 mg/kg/giin), GBP (50 mg/kg/giin) ve Serum Fizyolojik
(SF; %0,9 NaCl, 1,5 ml/giin) gavaj yoluyla verildi. SF verilenler kontrol grubu olarak
degerlendirildi. Hi¢bir uygulamanin yapilmadigi grup ise piir kontrol grubu olarak

belirlendi.

Tablo 8. Caligmadaki gruplara gére kullanilan gebe sigan sayisi

Uygulanan ) SF PUR
sy | GABAPENTIN | OXCARBAZEFL T onTRO | KONTRO
giinleri L L
1-5. Giinler 4 3 3

2
6-15.Giinler 3 3 3

Yavru siganlar elde edildikten sonra gruplar su sekilde olusturuldu;
1. grup (G-1): Gebeligin 1 — 5. giinleri, OXC 100 mg/kg/giin doza maruz kalan hamile

sigcanlardan elde edilen 5 adet yavru sigan,

2. grup (G-2): Gebeligin 1 — 5. giinleri, GBP 50 mg/kg/giin doza maruz kalan hamile

siganlardan elde edilen 5 adet yavru sigan,

3. grup (G-3): Gebeligin 1 — 5. giinleri, serum fizyolojik 1,5 ml/giin doza maruz kalan

hamile siganlardan elde edilen 5 adet yavru sigan,

4. grup (G-4): Gebeligin 6 — 15. giinleri, OXC 100 mg/kg/giin doza maruz kalan hamile

siganlardan elde edilen 5 adet yavru sigan,

5. grup (G-5): Gebeligin 6 — 15. glinleri, GBP 50 mg/kg/giin doza maruz kalan hamile

siganlardan elde edilen 5 adet yavru sigan,



6. grup (G-6): Gebeligin 6 — 15. giinleri, serum fizyolojik 1,5 ml/giin doza maruz kalan
hamile siganlardan elde edilen 5 adet yavru sigan.

7. grup (G-7): Tum gebelik siiresince hicbir uygulamaya maruz kalmayan hamile
siganlardan elde edilen 5 adet yavru sigan.

OMU Cerrahi Arastirma Merkezi’nden elde ettigimiz 21 adet disi sigan ve
ciftlestirmede kullanilacak olan erkek siganlar 2 giin ayr1 kafeslerde tutuldu. Sonrasinda
disi ve erkek sicanlar bir gece ayn1 kafese alinarak c¢iftlesmeleri saglandi. Ciftlesmeden
sonraki giin vajinal plak goriilen si¢anlar hamile olarak degerlendirildi (gebeligin 0.
giinii). Gebe siganlar her grup i¢in ayr1 ayri kafeslere alindi.

Hamile sicanlar standart plastik kafeslerde, sicakligi 22°C + 1 olan odalarda
tutuldu. Dozaj donemleri olan gebeliklerinin ilk 1-5. ve 6-15. giinlerinde giinliik olarak
tartild1 ve agirliklarina gére ilag dozaj ayarlamalari yapildi. ilaglar SF ile hazirlanarak
her giin ayni saatte gavaj yoluyla verildi. Kontrol grubundakilere sadece SF verilirken
piir kontrol grubundaki siganlara ise hicbir islem yapilmadi. Yavru si¢anlar yine
sicakligr 22°C + 1 olan odalarda postnatal 15. giine kadar anneleriyle birlikte olmak
izere postnatal 45. giine kadar tutuldu ve bu siire boyunca ilave herhangi bir islem
yapilmadi. Kirkbesinci giiniin sonunda yavru disi siganlar bulunduklar1 ortamda perfiize
edildi. Hayvanlara uygulanan tiim islemler OMU Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu

kararina ve yonergesine uygun etik kurallar dogrultusunda gerceklestirildi.

1.2. ilaclarin Temini ve Hazirlanmasi

Calismada kullanilan etken maddeler Biofarma Ila¢ San. ve Tic. A.S.’den
(Tiirkiye) temin edildi. Toz halde temin edilen bu maddeler asagidaki sekilde hazirland:
(Petrere ve Anderson, 1994; Fox ve ark., 2003; Cansu ve ark., 2010);

Oxcarbazepin: Siganlar giinliik olarak tartildi ve OXC uygulanan gruplara (G-
1 ve G-4) 100 mg/kg/gilin verilecek sekilde uygulama dozu hesaplanarak 1,5 ml SF ile
sulandirilip gavaj yoluyla verildi.

Gabapentin: Sicanlar giinliik olarak tartildi ve GBP uygulanan gruplara (G-2
ve G-5) 50 mg/kg/giin verilecek sekilde uygulama dozu hesaplanarak 1,5 ml SF ile

sulandirilip gavaj yoluyla verildi.



2. ORNEKLEME STRATEJISININ BELIRLENMESI

Stereolojik caligmalarda etkili ve tarafsiz sonuclar elde edebilmenin en 6nemli
asamalardan birisi de Ornekleme stratejisidir. Uygun Ornekleme stratejisi ile elde
edilmek istenen parametreye etkin ve daha ekonomik sekilde ulasilabilmektedir. Bu
nedenle asil caligmamizdan 6nce uygun drnekleme stratejisini elde edebilmek i¢in pilot
calismalar yapildi. Kullanacagimiz hayvan, kesit sayisi, kesit alanlari ve néron sayimi
seviyesindeki  Orneklemeler ile ilgili stratejiler ilgili literatiir ¢ergevesinde
gerceklestirildi (Gundersen ve @sterby, 1981; Gundersen ve Jensen,1987; Gundersen ve
ark., 1999).

Literatiirde ~0,05’lik bir hata katsayis1 elde etmede her grup icin yaklasik 5
adet hayvan kullanmanin yeterli oldugu belirtilmistir (Cruz-Orive ve Weibel, 1990). Bu
nedenle her bir grupta 5 adet hayvan kullanildi. Yine literatiirler 1s18inda makul bir hata
katsayisi elde edebilmek i¢in yaklasik 7-10 Kesit almanin ve yaklasik 100 kadar partikiil
saymanin yeterli olacagi belirtilmistir (Gundersen ve Jensen,1987; Pakkenberg ve
Gundersen, 1988; Gundersen ve ark., 1999).

Calismamiz fiziksel disektor kurallarina gore belirledigimizden dolay:r her bir
bloktan 7-10 kesit ¢ifti elde etmeyi amagladik. Kesit kalinligr ise nukleustaki néronlarin
capina gore ayarlandi. Calisma alanindaki kiigiik néronlarin ¢apr 10-15 pm oldugundan
disektor yiliksekligi disektor sayim kurali geregi (Sterio, 1984), sayimi s6z konusu olan
objelerin yiiksekliklerinin yarisindan fazlasi olmamalidir. Bu nedenle kesit kalinlig1 5
um olarak belirlendi. Daha sonra blok haline getirilen beyin dokusu igerisindeki SN’den
~7-10 kesit ¢ifti elde edecek sekilde kesit 6rnekleme orani belirlenmeye caligildi. Bu
amagla her gruptan birer blok almarak SN’den sistematik rasgele érnekleme (SRO) ile 5
um’lik koronal kesit ¢iftleri alindi. Bu isleme tiim SN tiikeninceye kadar devam edildi.
G-1, G-2, G-3 ve G-6’ya ait hayvanlarda SRO ile her 45. kesit, G-5 ve G-7’ye ait
hayvanlarda ise SRO ile her 55. kesit, G-4’¢ ait hayvan iginse her 35. kesit ciftlerinin
alinmasinin uygun olacag tespit edildi. Boylece kesit 6rnekleme orani olan “k” degeri
G-1, G-2, G-3 ve G-6 i¢in 45; G-5 ve G-7 i¢in 55, G-4 i¢in ise 35 olmustur.

Kesit seviyesinde Ornekleme stratejisi belirlendikten sonra ikinci asama ise
SN’ye ait her bir kesitte alan Orneklemesinin yapilmasi ve sayim g¢ercevesinin
biyiikliigiiniin tespit edilmesidir. Bu, literatiirdeki ornekleme (Pakkenberg ve

Gundersen, 1988; Gundersen ve ark., 1999) stratejilerine gore belirlendi. Buna gore



kesit alanlar1 SRO ile en az 50 adim olacak sekilde taranir. Her adimda yaklasik 3-4
tanecik sayilacak sekilde sayim ¢ercevesinin biiyiikliigii ayarlanir ve toplam olarak 100-
200 adet tanecigin sayimi saglanir. Ancak c¢alisma alani olan SNc’deki noronlarin
seyrek yerlesim goOstermesi nedeniyle, bu kadar tanecik rakamina ulasabilmek igin
yaklagik 100 kesit alan1 elde etmek gerekti. Bu nedenle kesit alanlar1 50 adim yerine
100 olacak sekilde tarandi.

Calismada kullanilan alan 6rnekleme sekli Korkmaz ve ark. (2000) tarafindan
gelistirilen uygulamaya gore ve ilgili caligmada belirtilen esaslara gore yapildi. Kesit
alanlariin orneklemesi ve noron sayim islemi bilgisayar ortaminda gergeklestirildi.
Bunun i¢in goriintli yakalama kart1 (Pinnacle, Studio Movie Box Plus 710) olan bir
bilgisayar (Pentium Core-2 Duo) ve buna bagli bir mikroskop (Olympus BH-2,
Japonya) ve kamera sisteminden (Panasonic F10 CCD) olusan bir diizenek kullanildi
(Sekil 18).

Sekil 18. Kesit alanlarinin 6rneklendigi, esdeger goriintii alanlarinin kaydedildigi ve sayimin yapildigi
mikroskop ve bilgisayar diizenegi. SNc’ye ait kesit ¢iftlerinden 6rnek kesitte, sol SNc’ye ait goriintii 3,2x
objektif araciligiyla monitore diisiiriildii. Orneklenen alan biiyiik biiyiitmede (40x objektif biiyiitmesi)
goriintiilendi ve kaydedildi. Bu alanin gozlem kesitindeki esdeger alan1 da bulunarak kaydedildi. Daha
sonra bu goriintiiler bilgisayarda es zamanl goriintiilenerek sayim gerceklestirildi

SNc’de sayim yapilacak alanlar1 belirleyebilmek i¢in, 6rneklenen SNC’ye ait
kesitlerin tek tarafindaki (6rnegin sol taraf) toplam alan, nokta sayimi ile tespit edildi
(Gundersen ve ark., 1988a). Bu islem i¢in, bir hayvana ait kesit ¢iftlerinden birinin



izdlisimii monitdre diisiiriildii ve monitdr lizerine yerlestirilen asetat nokta sondasi ile
SNc‘ye diisen toplam nokta sayisi hesaplandi. Toplam SNc alani, SN¢ izdiisiimlerine
diisen toplam nokta sayisinin her bir noktanin temsil ettigi alan (180 x 180 um?) ile
carpilmasiyla elde edildi. Ornegin, G-2’deki bir hayvanin &rneklenen sol SN’ye ait
izdiisiimlerin toplam alani 3.402.000 pum?® hesaplanmistir. Yaklagik 100 alan saymak
istedigimizden hesaplanan deger 100°e¢ boliindi. 3.402.000 pm2/1002 34.020 umz
degeri bulundu. Bu deger yaklasik 190 x 190 pmz’lik bir alan1 ifade eder (x ve y
diizlemlerindeki deger). Doku seviyesindeki bu deger kiigiik biiyiitmeye (3,2x objektif
biiylitmesi) gore asetat iizerinde 2,6 X 2,6 cm?’lik bir alani temsil etmektedir. Asetata
2,6 x 2,6 cm? ebatinda kareler iceren bir sablon olusturuldu. Sonraki asamada sayimin
yapilacag biiylitmede (40x objektif biiyiitmesi) sayim ¢ercevesinin 6lgiileri belirlendi.
70 x 100 pm®lik alana sahip bir sayim gercevesinin yeterli olacag: tespit edildi. Bu
sayim cergevesi 3,2x objektif biiyiitmede 0,95 x 1,35 cm®ye denk gelir ve sayimin
yapilacagi fiziksel disektor alanlarini temsil eder. Bu kiigiik kareler asetattki 2,6 x 2,6

cm?lik karelerin sag ust koselerine ¢izildi (Sekil 19).

Sekil 19. Tiim gruplarda kullanilan alan 6rnekleme asetatinin ¢izimi



Hazirlanan bu asetat, kesitlerdeki SNc izdiisiimleri {izerine rasgele atilarak

ilgili yapiya ait alanlarin 6rneklenmesi gergeklestirildi (Sekil 20).

Sekil 20. Sol SNc’ye ait bir izdiigiimde kesit alanlarinin 6rneklenmesi. Sar1 renkli alanlar 6rneklenen
alanlardir

3. HISTOLOJIK iSLEMLER

Tespit islemi icin fosfatla tamponlanmis %10’luk nétral formalin ¢ozeltisi
kullanild1 (Bancroft ve Stevens, 1996).

3.1. Notral Formalin Soliisyonunun Hazirlanmasi

Formaldehit (~%37) 100 ml
Na,HPO, (anhidrdz) 6,5(
NaH2PO4.H,0 409
Distile su 900 ml

Soliisyonun pH’s1 7,0 olacak sekilde ayarlanarak kullanima hazir hale getirildi.

3.2. Perfiizyon ve Tespit Islemleri
Dogumlarindan perfiize edildikleri 45. giine kadar OMU Tibbi ve Cerrahi

Arastirma Merkezinde bakilan siganlarin perflizyon islemleri yine ayni yerde



gerceklestirildi. Sicanlara islemden once Ketalar® (100 mg/kg) ve Rhompun® (10
mg/kg) intraperitoneal verilerek derin anestezi saglandi. Siganlarin anestezi diizeyleri
ekstremite refleksi ile kontrol edildi ve kilolar1 kaydedildi. Daha sonra gogiis kafesleri
keskin bir makas ile acildi. Akcigerlere zarar vermeden kalp ortaya ¢ikarildi. Kaniil ile
sol ventrikiile girilerek 0,5 ml heparin intrakardiyak verildi. Hemen sonras1 yaklasik 35
°C sicakligindaki SF verilerek sag atriuma bir kesi atild1 ve kanin buradan disar1 akmasi
saglandi. Sag atriumdan gelen sivi berraklasincaya kadar her bir hayvana ~50-100 ml
SF verildi. Ardindan 35 °C sicakligindaki %10’luk nétral formalin soliisyonu yaklasik
100-150 ml verilerek intrakardiyak perfiizyon islemi tamamlandi. Perfiizyon sonrasi
beyinler beyin saplariyla birlikte ¢ikarildi ve tartildi. Cikarilan beyinler ayni fiksatif
icerisinde en az 48 saat bekletildi. Daha sonra beyinlerin frontal 1/3’liikk kisimlari, beyin
saplariyla birlikte koronal yonde kesilerek uzaklastirildi ve geri kalan doku rutin doku

takip islemine alind1.

3.3. Doku Takibi

Tespit soliisyonundan ¢ikartilan dokular bir gece akar suda yikandiktan sonra

Tablo 9’da belirtilen doku takip isleminden gegirildi.

Tablo 9. Doku takip islemine ait basamaklar

DOKU TAKIP MATERYALLERI SURE
% 70 Alkol 1 +1 saat
% 80 Alkol 1 +~16 saat
% 96 Alkol 1,5+ 1,5 saat
Absolu alkol 1,5+ 1,5 saat
Kloroform 1+ 1 saat
Kloroform+Paraplast® 1+ 1 saat
Paraplast” ~16 saat
Paraplast” 1 saat
Paraplast”™ 1 saat
Paraplast” 1 saat
Gomme (Paraplast”)




3.4. Kesit Alma

Paraplast® bloklar: haline getirilen her bir SN’den, SRO ile rotary mikrotom
(Thermo Shandon, Ingiltere) kullanilarak koronal yonde 5 pm kalinhiginda kesit ciftleri
alind1. Orneklemeye SN heniiz gelmeden baslandi ve tiim yap1 tiikenene kadar kesit
alma islemine devam edildi. Bir kesit ¢ifti Nissl boyamasi, diger kesit ¢ifti ise
immiinohistokimyasal boyamada kullanilmak {izere ardi ardina iki kesit ¢ifti biciminde
disektor ¢iftleri alind1. Sonrasinda kesitlerin ~40 — 45°C’lik sicak su havuzunda agilmasi
saglandi. Her bir kesit ¢ifti ayr1 adhezivli lamlara (Marienfeld, Histobond) alindi. Daha

sonra etlivde 1 saat bekletilerek dokularin lama yapigmasi saglandi.

3.5. Boyama Islemleri

Calismada Cresyl violet asetat ile Nissl boyamasi1 ve anti-TH primer antikoru

kullanarak immiinohistokimyasal boyama gerceklestirildi.

3.5.1. Cresyl Violet Asetat Boyasinin Hazirlanmasi

0,1 g Cresyl violet asetat 100 ml distile su ile ¢6ziildii. Bu soliisyona da 10-15
damla %10’luk asetik asit damlatilarak kullanild1 (Bancroft ve Stevens, 1996).

3.5.2. Cresyl Violet Asetat ile Boyama islemi

Kesit c¢iftleri deparafinizasyon isleminin ardindan Cresyl violet asetat
soliisyonu igerisinde ~10 dk. bekletildi. Daha sonrasinda %96’lik alkolle dokularin
diferansiyasyonu kontrollii bir sekilde gerceklestirildi. Ardindan iki kez absolii alkolde
ve iki kez de ksilende 10’ar dakika tutuldu. Son basamak olarak bir saat kadar ksilende

bekletilerek Entellan® ile kapatildi

3.5.3. Immiinohistokimyasal Boyama Soliisyonlari

Immiinohistokimyasal boyama islemlerinde kullanilan soliisyonlar asagidaki

sekilde hazirlandi;



TBS Buffer (Tris Buffer Saline):

Tris (Sigma) 6,06 g
NaCl 709
Distile Su 1000 mi

TEG Buffer (Tris Egta):

Tris (Sigma) 1,211 g
EGTA (Merck) 0,39
Distile su 1000 mi

Tampon soliisyonu 1:

BSA (Santa Cruz Biotech.) % 0,1

Triton-X (Sigma) % 0,3

TBS 100 mi
Tampon soliisyonu 2:

Tris (Sigma) 5090

Distile su 1000 ml

3.5.4. Immiinohistokimyasal Boyama Islemi

Immunohistokimyasal boyamada primer antikor olarak anti-TH rabbit

poliklonal antikoru (1:1000, Millipore, Billerica, Massachusetts, USA), sekonder
antikor olarak ise anti-rabbit HRP 1gG (1:200, Dako, Glostrup, Denmark) kullanildi.

Kromojen olarak da 3,3’-diaminobenzidin tetra hidroklorit (DAB, Labvision, Thermo

Fisher Scientific Inc., Michigan, USA) ile hiicrelerdeki immun reaktivite goriintiilendi.

Sadece sekonder antikor uygulanan preparatlar negatif kontrol olarak degerlendirildi.

Immiinohistokimyasal boyama islemlerine ait basamaklar Tablo 10°da ayrmntili olarak

verilmisgtir.



Tablo 10. immiinohistokimyasal boyama islem basamaklar

YAPILAN ISLEMLER SURELER
Kesitler etiivde bekletildi 15-20 dakika
Ksilen 2x15 dakika
Absolu Alkol 10 dakika
%96 Alkol 10 dakika
%80 Alkol 10 dakika
%70 Alkol 10 dakika
Distile su 5 dakika
H,0, blokaj 30 dakika
TEG buffer ile antijenlerin agiga ¢ikarilmasi 750 W mikrodalgada 10 dakika
Tampon soliisyonu 1 3x 5 dakika
Primer antikor 1 saat
Tampon soliisyonu 1 3x5 dakika
Sekonder antikor 1 saat
TBS 3x5 dakika
Kromojen 10 dakika
%70 Alkol 10 dakika
%80 Alkol 10 dakika
%96 Alkol 10 dakika
Absolu Alkol 10 dakika
Ksilen 2x10 dakika
Ksilen 1 saat
Entellan® Kapama

4. SN°’NIN TANIMLANMASI VE SINIRLARININ BELIiRLENMESI

Stereolojik c¢aligmalardaki 6nemli asamalardan bir taneside, kesitler halindeki
yapmin her kesit seviyesinde smirlarnin dogru bir sekilde belirlenmesi ve sayim
yapilacak objenin dogru olarak tanimlanmasidir (Gundersen,1992; Howard ve Reed,
1998).



SN’de govde caplarina gore bliyiik, orta ve kiiclik olmak tizere 3 tip ndron
bulunur. Genellikle nigral hiicreler 3-5 primer dendrite sahiptir ve dagmik bir sekilde
dallanir. Baz1 noronlardaki dendritler ince dikensi sekildedir. Kiigiik ¢apli néronlar her
alanda bulunur ve ince dendritleri yonelimleri farkli olan kiigiik dendritik alanlar
olustururlar. Bu ndronlara ara noéron adi verilmektedir. Orta biyiikliikteki hiicreler
SNc¢’de bulunur. Nigroneostriatal yolu olusturduklart kabul edilen bu dopaminerjik
noronlar, SNc’ye dik olan uzun dendritlerini SNr’ye gonderirler. Bu ndoronlarin
dendritlerinin ¢ogu SNc’de kalir. Bu hiicrelerin aksonlart medio-dorsal yonelim
gosterirler. Kollaterasyonlar1 yoktur. Biiyiik ¢apli ve orta biiyiikliikteki néronlar SNr’de
bulunurlar. Dorso-medial yiizdeki hiicreler rosto-kaudale dogru yonelim gosterir ve
kabaca SNc’ye dik seyrederler. Peripedinkiiler alandakiler ise crus serebriye paralel
seyredecek sekilde belirgin bir yonelime sahiptirler. Bazi SNr hiicreleri akson
kollateralleri gosterirken digerleri kendi uzunluklari1 boyunca dallanmadan kalirlar. Ayn
tipteki bliyiikk ve orta c¢apl hiicreler pars lateraliste de bulunur. Bu hiicreler crus
serebriye paralel olacak sekilde SNr’ye ventral dendritler gonderirler. Ancak daha kisa
olan bazi dendritleri SNr’de kalir. Genel olarak SN tabaka seklinde bir yapilagsma
gosterir. En istteki hiicresel tabaka SNc, ikincisi pars retikulata’nin dorso-medial
alanidir ve burada pars kompakta ile retikiilatanin dendritleri rostro-kaudal ve dorso-
ventral yonelim gosterirler. Ugiincii tabaka ise tiim alanlardaki dentritlerin crus
serebriye paralel yoneldigi peripedinkiiler alandir (Juraska ve ark., 1977).

Insan fotiisii SN’sinde yapilan galigmalarda yaklagik 12. embriyonik haftada
dopaminerjik (TH pozitif) ndronlarin varligi gosterilmigken, alt nukleuslarin ayirimi
yapilamamaktadir. Ancak 19. embriyonik haftadan sonra alt nukleuslarin ayrimi
yapilabilmektedir (Aubert ve ark., 1997).

SN, medial sulkustan lateral sulkusa kadar crus serebrinin alt kenarinda
yerlesmis durumdadir. Kaudal diensefalon seviyesinde tiim mesensefelan boyunca
siiperior serebral pedinkulun rostralinde sonlanir. Dorsolateralinde farkli yonelimli
kuyruk kism1 bulunmaktadir.

Alt nukleuslarindan SNc’deki hiicreler daha yildizs1 sekillidir ve Nissl
boyamasi ile diger bolgedeki néronlardan daha yogun boyanirlar. Buradaki ndronlarin
koronal diizlemde c¢ap1 yaklagik 20-50 pm’dir. SNc’de dorsal yerlesimli néronlarin

dendritleri medio-lateral yonelim gosterirken, ventral yerlesimli néronlarin dendritleri



ventro-dorsal yonelimlidirler (Nielsen ve ark., 2009). SNr’deki noronlar ise daha
yuvarlak ve caplar1 daha Kkiiciiktiir. Ayrica buradaki ndronlar Nissl boyamada

SNc’dekiler kadar yogun boyanmamakta ve daha seyrek bir dagilim gostermektedir
(Sekil 21).
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Sekil 21. SN¢’ye ait profil kesikli gizgilerle gosterilmistir (Nissl boyama, Bar: 300 pum)

Immiinohistokimyasal boyamada SNc¢’de bulunan dopaminerjik néronlarin TH
(+) boyanmasi ve bu noronlara ait kalin dendritlerin SNr’ye uzanan goriintiilerinin
preparatlarda rahatlikla segilebilmesi SN’nin ve alt nukleuslarinin  smirlarini

belirlemede kolaylik saglamaktadir (Sekil 22).

Sekil 22. SNc’yeait profil kesikli ¢izgilerle gosterilmistir (TH boyamasi, 3,2x obj. bilyiitme, Bar: 300 pm)

Nissl boyama yapilan kesitlerde noron ayrimi yapilmaksizin tiim noronlar
sayililirken, immiinohistokimyasal boyama yapilan kesitlerde ise SNc’deki tiim TH (+)
noronlar sayildi.

Stereolojik sayimlarda sayilan objenin iyi tamimlanmasi gerekmektedir.
Calismadaki sayim objesi noron oldugundan sayilan hiicrenin ndéron olup olmadigini

belirlemeye yonelik bir takim ayirt edici kriterler dikkate alindi. Bu kriterlere uyan



objeler noron olarak degerlendirilirken, uymayanlar sayima dahil edilmedi. Bu kriterler

(Braendgaard ve ark., 1990; Bjungn ve Gundersen, 1993):

-Cekirdek boyutu ve kromatin dagilimi: Noron ile glianin ¢ekirdeklerinin
boyutlar1 farklidir. Noron ¢ekirdekleri glia c¢ekirdeklerine oranla daha biiytiktiir.
Noronun ¢ekirdegi 6kromatiktir.

-Sitoplazma ve sitoplazmik goriintii: Noronlar ¢ekirdeklerinin etrafinda
boyanmis belirgin bir sitoplazmaya sahiptir ve Nissl cisimcigi igerirler. Glialarda boyle
bir durum gézlenmez.

-Cekirdekgik: Noronlarin belirgin bir ¢ekirdek¢igi mevcuttur.

Yukarida belirttilen kriterlere gore; 6kromatik biiyiik bir ¢ekirdegi, belirgin bir
sitoplazmasi ve Nissl cisimcigi olan ile sitoplazmasi segilemeyen ancak belirgin bir

cekirdekeigi olan objeler noron olarak degerlendirildi (Sekil 23).
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Sekil 23. Noron sayiminda esas alinan sayim kriterlerine uyan Ornekler. Soldaki &rnek
immiinohistokimyasal boyamaya (TH) ait, sagdaki ise Nissl boyamaya aittir. Sayimda néron ¢ekirdekleri
esas alindigindan noéron c¢ekirdek izdiistimleri degerlendirildi. Ok (beyaz) ile gosterilenler ndron
tanimlama kriterlerine uyarken, ok basi (sar1 renkli) ile gosterilenler uymamaktadir (Bar: 25 pm)

5. STEREOLOJIK UYGULAMA

Stereolojik sayim, SN’nin alt niikleuslarindan biri olan SN¢’de gergeklestirildi.
Bu islem yerine getirilirken Pakkenberg ve Gundersen (1988) tarafindan tanimlanan
disektor-Cavalieri metodu kullanildi. Bu uygulamanin esasi obje yogunlugu (N,) ile
referans hacminin (Vy, objelerin yer aldigi hacim) ayni kesitlerden elde edilmesine
dayanir. Yani fiziksel disektorler ile elde edilen obje yogunlugu (N,), Cavalieri metodu

ile elde edilen ilgili yapinin hacmi ile ¢arpilmasi sonucu toplam hiicre sayisi1 elde edilir;



N = NVeref

5.1. Kesit Sayis1 ve Sayim Alanlariin Orneklenmesi

Stereolojik sayimin ilk asamasini olusturan kesit Ornekleme orani pilot
calismadaki gruplara gore belirlendi. SRO ile G-1, G-2, G-3, G-6 “da 45., G-5 ve G-
7’de 55., G-4’te ise 35. kesit ¢iftleri alindi. Kesit ¢iftleri, eszamanl goriintiilemek i¢in
kullanilan yaklagimin geregi olarak (Ayas, 2005) aymi lam {izerine yanyana gelecek
sekilde alind1 (Sekil 24 A).

SNc’ye ait alanlarin  Orneklenmesi, goriintii yakalama karti araciligiyla
monitore diisiiriilen goriintiillerde gergeklestirildi (Sekil 24 Al). Yine pilot ¢alismada
Olgiileri belirlenen ornekleme asetati bu monitore yerlestirildi ve SNc’ye ait
izdiistimlerle rasgele kesismesi saglandi. Alanlarin 6rneklendigi bu agsama mikroskobun
3,2x objektifi araciligiyla gergeklestirildi. Bu uygulama ile kesit ¢iftlerinin birisindeki
(6rnek kesiti) SNC’nin sol kisminin bir biitiin olarak goriintiillenmesi saglandi ve
kesitteki yapiya ait izdiisiimiin 6rneklenmesi gergeklestrildi. Boylece asetattaki kiigiik

alanlar sayim alanlar1 olarak belirlenmis oldu (Sekil 24 A2).

5.2. Esdeger Alanlarinin Bulunmasi ve Goriintiilenmesi

Saymm alanlar1 3,2x objektifinde belirlendikten sonra SNc’nin bulundugu bu
konumdaki referans noktalari tespit edildi. Bunun igin yakinlarindaki damar, sulkus gibi
belirleyici yerler tespit edilerek not edildi. Monitérdeki goriintiilerin aynis1 ayni
zamanda, kullanilan goriintii yakalama kartinin ara yiiziinde de goriintiilenmektedir
(Sekil 24 B1). Ancak bu ara yiiz kiigiik oldugundan 6rnekleme islemi monitor iizerinde
gerceklestirildi. Bilgisayar ara yiizlindeki goriintii sadece kayit amacl kullanildi.

Sonraki asamada 6rneklenen sayim alanlar1 sirasiyla monitordeki asetatin orta
noktasia getirildi ve 40x objektif biiylitmesine gecilerek elde edilen goriintiiler resim
formatinda kaydedildi (Sekil 24 B2). Mikroskop tablasina dokunulmadan tekrar 3,2x
objektife gegilerek gozlem kesitinde de bulunabilecek bir referans noktasi (kan damari,
belirgin bir noron, sulkus gibi) belirlendi. Mikroskoba bagli aparatin 1s1kli okunun ucu
bu referans noktasina getirildi (Sekil 24 C1). Bundan sonra mikroskop tablast bu okun
ucu ile gézlem kesitinde belirlenen ayni referans noktasina getirilinceye kadar hareket

ettirildi. Daha sonra 40x objektife gecilerek ornek kesitinde elde edilen goriintiiniin



esdeger gorlintlisii gozlem kesitinde de elde edildi ve bu goriintiide resim olarak
kaydedildi (Sekil 24 C2).

Ardi sira gelen alanlar1 goriintiilemek igin yine 3,2x objektife gegildi ve
belirlenen referanslara gére SNc profili eski koordinatlarina getirildi. ikinci sayim alani
tekrar monitérde orta noktaya getirilerek yukardaki adimlar yinelenerek diger
orneklenen alanlarin referans ve gozlem kesitine ait esdeger goriintiileri elde edildi. Bu

islem ayni sekilde tiim preparatlara uygulandi.

5.3. Fiziksel Disektor ve Sayim Islemi

Sayim islemi bilgisayarda gerceklestrilidi. Bunun igin PowerPoint®
programindan yararlanildi. Disektorii olusturan es deger alanlara ait goriintiiler bu
programda yan yana gelecek sekilde yerlestirildi. Doku seviyesinde 70 x 100 pum?
ebatindaki sayim g¢ercevemiz ornek kesitine ait goriintii lizerine dusiiriildii (Sekil 25).
Sayim, tarafsiz sayim ¢ergevesi (Gundersen, 1977) kurallari dogrultusunda
gerceklestirildi. Buna gore ornek kesitinde yer alip gézlem kesitinde yer almayan ndéron
izdiistimleri sayildi. Bu izdiisiimlerden sayim gergevesinin Sol ve alt kenari ile bunlarin
uzantilarina diisenler sayim dis1 birakildi, sag ve {ist kenar1 ile ¢er¢evenin igersine diisen
izdlisiimler sayima dahil edildi.

Gundersen (1986), Pakkenberg ve Gundersen’nin (1988) 6nerileri dogrultusunda
caligmanin etkinligini artirmak icin disektor c¢iftlerinin yonleri ters cevrilerek de
kullanildi. Boylece gozlem kesiti 6rnek kesit olarak alinirken, drnek kesiti gdzlem kesiti
olarak degerlendirildi. Yani uygulamaya drneklemenin bir kat1 kadar ilave farkl alanlar
orneklenmis gibi katkida bulunmaktadir. Boylece elde ettigimiz toplam noron sayisina

ait hata katsayisinin diisiiriilmesi saglandi.
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Sekil 24. Kesit ¢iftlerinden birinde SNc¢ izdiisiimlerinin 6rneklenmesi ve es deger alanlarinin bulunup

goriintiilenmesi
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Sekil 25. Disektor giftlerine ait esdeger alanlarin eszamanli goriintiilenip degerlendirilmesi islemi
PowerPoint® programinda gerceklestirildi. Sayim islemi, drnek kesitinde olup gozlem kesitinde olmayan
ayrica tarafsiz sayim cergevesinin sag ve iist (yesil ile gosterilen) kdsesi ile icine diisen ndron izdiisiimleri
sayilarak gergeklestirldi. Caligmanin etkinligini artirmak i¢in bu islem gézlem kesitinde (bu durumda
ornek kesiti konumuna ge¢ims olmakta) olup, 6rnek kesitinde (bu durumda gozlem kesiti) olmayanlar
sayild1.

Sonug olarak bu sekilde elde edilen ndron sayist (XQ") belirlendi. Sayim islemi
disektor-Cavalieri uygulamasi (Pakkenberg ve Gundersen 1988) prensiplerine gore
gerceklestirildiginden, obje yogunlugu (N,) ile referans hacminin (V) ayni kesitlerden
elde edilmesi gerekmektedir. Yani fiziksel disektorle hesaplanan obje yogunlugu (Ny),
Cavalieri metodu ile de ilgili yapinin hesaplanan hacminin ¢arpilmasi sonucu toplam
hiicre sayisi elde edilir (N = NV X V(). Bu yaklagim ile her iki deger ayni1 kesitten elde
edildiginden dokuda meydana gelen deformasyon toplam hiicre sayisi hesaplamasini
etkilememektedir. Ayrica kesit kalinhiginin 6l¢timiinii de gerektirmemesi kullanilan
yontemin en onemli avantajlarindandir. Boylece toplam noron sayist (N) su sekilde

hesaplanmis olur;

N =Ny XV =[>Q/tx>a (¢erceve)] x [tx kx a/p x Y.P]



Pay ve payda da aymi kesitten elde edildiginden t (kesit kalinligi) degeri

sadelesir ve boylece formiil su sekilde olur;

alp

N=Q x =P x k X
a (cergeve)

Disektor-Cavalieri yonteminde referans hacmin hesabi i¢in noktalar igeren
asetat sablon kullanildi (Sekil 26). Sayim alanlarina sirasiyla rasgele diisiiriilen bu
asetattki her bir nokta doku seviyesinde 32.400 um®lik alani temsil etmektedir (a/p).
Her bir alanda (a) sayilan objelerin ortalamas1 Q ile ifade edilmektedir. *k’ kesitler arasi

mesafeyi gosterirken Y P, SNc izdiigsiimlerine diisen toplam nokta sayisini temsil eder.

- T = = T = T = = = 7
- + + + + + + + + + +
0 + - + + - + - - - +
1 + - + 1 - + + + + +
0 + - + + - + + + + +
u i - 1 | - 1 - - : +
u + - 1 1 - + - + + +
+ + + + + 1 + + + + 4]

Sekil 26. Disektor-Cavalieri kombinansyonunda Vg hesaplanmasinda kullanilan noktali asetat
sablonu. Bu sablon mikroskobun 3,2x biiyiitmesinde kullanildi. SNc izdiigiimlerine rasgelen toplam
nokta sayisi Y P ile gosterildi. Bu hesaplama i¢in 6rneklenen ¢iftlerin sadece bir tanesi kullanildi. Her
notkanin temsil ettigi alan (doku seviyesinde 32.400 um?) a/p ile gosterildi.



Hazirlanan bu asetat kesitlerdeki SNc izdiisiimlerine rasgele diisiiriilerek ilgili

yapiya ait nokta sayimi gergeklestirildi (Sekil 27).
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Sekil 27. Noktali asetatin SNc izdiisiimiinii igeren bir kesitte uygulanmasi

6. ISTATISTIKSEL ANALIZ VE HATA KATSAYISININ BULUNMASI

Gruplardan elde edilen ortalama toplam néron sayilarinin karsilagtirilmasinda,
gruplar arast farkliligi degerlendirmek igin varyans analizlerinden ANOVA testi
kullanildi. Bu testi uygulamadan Once verilere ait normallik testi Shapiro-Wilk,
homojenlik testleri ise Levene ile gerceklestrildi. Verilerin karsilastirilmasinda ¢oklu ve
ikili karsilastirma testlerinden Tukey HSD ve Student — t testleri kullanildi. SRO ile
elde edilen kesit ve alanlardan sayimlarla hesapladigimiz toplam ndron sayisina ait hata
katsayist yani HK degerinin hesaplanmasinda Gundersen ve ark. 1999’da giincelleyerek
ortaya koydugu formiil kullanildi. HK degerinin bu referansa gore hesaplanisi, hangi
parametrelerin yer aldigi, bu parametrelerin nasil olustugu, bir sicanda yapilan néron
saymmi sonrasinda ilgili HK degerinin nasil belirlendigi ve sonugta toplam ndron

sayisinin nasil hesaplandigina ait detaylar Tablo 11°de gosterilmistir.



Tablo 11. Nissl ile boyanmis G-2’ye ait 2 no’lu sicanin sol SNc’de her bir kesitte sayilan ndron

say1si, toplam noron sayisi ve iligili hata katsayisinin hesaplanmasi

Kesit No, i Qi Qi Qi Qi * Qj+1 Qi *Qj+2
1 10 100 120 210
2 12 144 252 348
3 21 441 609 798
4 29 841 1102 580
5 38 1444 760 646
6 20 400 340 360
7 17 289 306 221
8 18 324 234 144
9 13 169 104 0
10 8 64 0 0
11 0 0 0 0
ToPLAM  2Q =186  A=4216 B =3827 C=3307
SO +H[(3x(A- TO)-(4xB)+C)/240 \/186+[(3X(4216-186)-(4X3827)+3307)/240]
Kk (ZQ_)V_Q GNA- 2Q)-(4X8)+0)240] o 007
ZQ
1. k (kesit 6rnekleme orant) ..........c.cccveeveennenn. 45
Y T T3 OO 32 400
3.8 (GEIGEVE), M. ..o eeeeeeeeeeeeee e 7000
4. Q (disektor bagima diisen izdiisiim say1st)..................... 0,686916
5. 2P (SNc izdiigiimlerine diisen toplam nokta sayist)......... 130
alp

Toplam Noron Sayisi,; N=Q XIPXkX —————
a (cergeve)

N=~18600

* HK'nin hesaplanmasinda her i. kesitte sayilan néron ¢ekirdeklerinin sayisi esas alinir. Burada

kullanilan formiilde 4 degisken yer alir; 2Q ,A, BveC. 2.Q , her hayvanda SNc¢’nin yer aldig1
kesit serisinde sayilan toplam ¢ekirdek sayisini; A, serideki her kesitte sayilan ¢ekirdek sayilarinin

kareleri toplamini (Qi X Qi ); B, her kesitteki toplam Q 'nin pesisira gelen kesitteki ile garpimlarinin
toplamini (Qi ><Qi+1); ve C, seride yer alan her kesitteki toplam Q 'nin kendisinden iki sira sonra

gelen kesitteki toplam Q ile carpimlarinin toplamini ifade eder (Qi in+2)



BULGULAR
1. PILOT CALISMA ILE iLGILi GOZLEMLER

Esas calismaya ge¢cmeden Once c¢alismanin ilk basamagi siganlarin gebe
birakilmasi oldu. Her grup igin etik kurul karariyla birer adet sican kullanildi.
Calismanin basinda literatiir 1s181inda ila¢ dozaji OXC ve GBP igin 100 mg/kg/giin
olarak belirlendi. ilk kullanmnmda OXC uygulanan G-1 (1-5. giinler) ve kontrol
gruplarinda gebelik elde edildi. Ancak OXC’un uygulandigr G-4 (6-15. giinler) ve
GBP’nin uygulandigi G-2 (1-5. giinler) ile G-5 (6-15. giinler) gruplarinda gebelik elde
edilemedi. Ikinci denemede OXC uygulanan G-4’de (6-15. giinler) gebelik elde
edilirken G-2 (GBP, 1-5. giinler) ve G-5 (GBP, 6-15. giinler) gruplarinda yine gebelik
olusmadi. Bu nedenle GBP uygulanan bu gruplarda ilag uygulama dozu 50 mg/kg/giin’e
diistiriildii. Bu doz seviyesinde gebelik olustugu icin bu gruplarin dozaj ayarlamasi
yeniden diizenlenmis oldu.

Kesit 6rnekleme agamasinda G-4 (OXC, 6-15. giinler) igin kesit 6rnekleme
oran1 diger gruplara gore diisiik oldugu goriildii. Bu gruptaki hayvanlarin beyin
agirliklart ve hacimlerinin de daha az olmasi, diger gruplara gore diisik bir kesit
ornekleme orani elde edilmesine neden oldugu gézlemlendi.

Histolojik calisma asamalarinda ve stereolojik uyuglamalarda herhangi bir

sorun yasanmadi.

2. ESAS CALISMA ILE iLGILI GENEL GOZLEMLER

Esas ¢alismada her grup igin etik kurul karari ile 3’er sigan (G-2’de dort sigan)
gebelik icin kullamldi. ilag verdigimiz doénemlerde G-4’teki (OXC, 6-15.giinler)
siganlarin diger sicanlara gore daha saldirgan olduklar1 gézlemlendi. Bununla birlikte
G-4’teki siganlardan birisi ilag verme doneminde oOldi. Ayrica G-1’deki (OXC, 1-
S.giinler) sicanlardan birisi gebeligin erken doneminde (19. gilin) dogum yapti ve
yavrularini yedi. Diger gruplarin dogumu zamaninda gerceklesti. Tiim gruplardaki
yavrularda belirgin bir malformasyon gozlenmedi. Dogan yavru sicanlarin sayist ve
cinsiyetleri Tablo 12°de verilmistir. Sunulan ¢alismada G-4’te disi yavru siganlarin
sayist diger gruplara gore oransal olarak yiiksek olmakla birlikte elde edilen yavru

say1s1 da daha az oldu.



Tablo 12. Yavru siganlarin say1 ve cinsiyetleri

Gruplar Disi yavru | Erkek yavru Toplam
sayisi sayisi yavru sayisi

G-1 (OXC, 1-5.giinler) 5 6 11
G-2 (GBP, 1-5.giinler) 5 7 12
G-3 (SF, 1-5.giinler) 7 3 10
G-4 (OXC, 6-15.giinler) 5 1 6
G-5 (GBP, 6-15.giinler) 5 3 8
G-6 (SF, 6-15.giinler) 5 7 12
G-7 (PK) 5 5 10

Calismada kullanilan 45 giinliik disi yavru sicanlara ait ortalama viicut agirliklar

standart sapmalart ile birlikte Sekil 28 ve 29°da sirasiyla verildi.
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Sekil 28. Gruplara ait ortalama viicut agirliklar

* P<0,05 (Tukey testi)



Beyin agirliklari (g)

Gruplar

Sekil 29. Gruplara ait ortalama beyin agirliklar
* P<0,05 (Mann-Whitney U)

Gruplar arasinda viicut agirliklar1 dikkate alindiginda G-1, G-2 ve G-4’deki
sicanlarin agirliklar1 kontrol gruplarina gore daha diisiik ¢ikmistir (Sekil 29, P<0,05).
Beyin agirliklar1 bakimindan yine G-1, G-2 ve G-4’deki siganlarin agirliklar1 kontrol
gruplarina goére anlamli olarak az bulundu (Sekil 30, P<0,05). G-5’deki sicanlarin ise
kontrol gruplarma goére hem viicut, hem de beyin agirliklar1 agisindan anlamli bir
farklilik yoktur (Sekil 28 ve 29, P>0,05).

Boyama asamasinda kesitler, Cresyl violet asetat boyamasi ve
immiinohistokimyasal yontemler ile ayr1 ayr1 boyandi. Orneklenen tiim kesit serilerinde
SNc¢’nin sinirlart immiinohistokimyasal boyama ile rahatlikla tanimlanabildi (Sekil 30).
Ancak Nissl kesitlerinde bu islem kolay olmadi. Bunun i¢in TH (+) olan ilgili seri
kesitlerinden yararlanarak bu zorluk asildi (Sekil 31). Immiinohistokimyasal boyama
yapilan Kesitlerde sadece isaretli dopaminerjik néronlar sayildigindan Sayim islemi
esnasinda herhangi bir sorun yasanmadi. Nissl boyama yapilan kesitlerde ise néron

izdligiimii tanimlama kriterleri goz 6niinde bulundurularak sayim islemi gerceklestirildi.



Sayma islemi sol SNc’de gerceklestirildi. SRO’ye gore SNc’den alinan Kesit
ciftlerinde yine SRO’ye gore alanlarin 6rneklenmesi, drneklenen alanlarin ve es deger
alanlarin es zamanl olarak goriintiilenip kaydedilmesi ile degerlendirilmesi yaklasik 4
saat siirdii. Immiinohistokimyasal boyama yapilan kesitlerde de benzer islemler
uygulandi. Bu islem de yaklasik 4 saat siirdii. Sonug olarak bir grupta boyama yapilmis
kesitlerin stereolojik analizi ortalama 7-8 saat siirmiis oldu.

Gruplara ait her bir sigan i¢in elde edilen toplam kesit sayisi ve sayim alanlari
boyama sekline gore Tablo 13-26°da sirasiyla verilmistir. Bu tablolardaki toplam alan
sayist degerleri, Ornek ve gozlem kesitleri sayim asamasinda karsilikli yer
degistirildikleri i¢in, 6rneklenen alan sayisinin iki kati degerinde olan calisilan alan

sayisini temsil etmektedir.

Tablo 13. G-1’de (OXC 1-5. giinler) Nissl boyama yapilan siganlarin sol SN¢’lerinde 6rneklenen toplam
sayim alani ve kesit sayilari

H N

G-1 | Parametreler e 1 2 3 4 5

) Kesit Sayist 7 8 8 7 10

n =

o) E Sayim

3= Y 224 214 194 218 206
Alanm

Tablo 14. G-2’de (GBP 1-5. giinler) Nissl boyama yapilan sicanlarin sol SNc’lerinde 6rneklenen
toplam sayim alan1 ve kesit sayilart

H N

G-2 | Parametrele S 1 2 3 4 5

) Kesit Sayisi 9 10 7 7 8

n =

5 E Sayim

3= Y 240 252 240 258 120
Alam




Sekil 30. SNc’den SRO ile rostro-kaudal diizlemde alimus (1°den 8’e dogru) TH (+) boyali kesit serileri.
Ilgili nukleusun sinirlart noktalarla gosterilmistir.
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Sekil 31. SNc’den SRO ile rostro-kaudal diizlemde alinmug (1-8) Nissl boyal kesit serileri. Tlgili
nukleusun sinirlar1 noktalarla gosterilmistir.




Tablo 15. G-3’de (SF 1-5. giinler) Nissl boyama yapilan siganlarin sol SN¢’lerinde 6rneklenen toplam
sayim alani ve kesit sayilar1

H N
G-3 | Parametreler S 1 2 3 4 5
Sz Kesit Sayisi 8 8 8 8 8
wn =
5 E Sayim
3= Y 196 | 200 198 210 196
Alam

Tablo 16. G-4’de (OXC 6-15. giinler) Nissl boyama yapilan si¢anlarin sol SN¢’lerinde 6rneklenen
toplam sayim alan1 ve kesit sayilari

H N
G-4 Parametrele . 1 2 3 4 5
£z Kesit Sayisi 9 9 8 10 9
wn =
4 g S
) aymm 182 218 204 204 212
Alani

Tablo 17. G-5’de (GBP 6-15. giinler) Nissl boyama yapilan si¢anlarin sol SNc¢’lerinde 6rneklenen
toplam sayim alan1 ve kesit sayilart

H N
G-5 | Parametrele 2 1 2 3 4 5
) Kesit Sayisi 10 10 0 8 10
=
:) E Sayim
8< Y 226 | 196 188 246 210
Alani

Tablo 18. G-6’da (SF 6-15. giinler) Nissl boyama yapilan siganlarin sol SN¢’lerinde 6rneklenen
toplam sayim alani ve kesit sayilari

®
>

Hayvan Na
Parametreler

SOL SNc
(immun)

Kesit Sayisi

Sayim
Alam

178

190

178

232

200




Tablo 19. G-7°de (PK) Nissl boyama yapilan siganlarin sol SN¢’lerinde 6rneklenen toplam sayim

alani ve kesit sayilar1

H N
G-7 Parametreler S 1 2 3 4 5
) Kesit Sayisi 8 8 8 8 8
[75) =]
= E Sayim
) ay 202 216 198 202 196
Alam

Tablo 20. G-1’de (OXC 1-5. giinler) immunohistokimyasal boyama yapilan si¢anlarin sol
SNc’lerinde drneklenen toplam sayim alani ve kesit sayilari

Hayvan N
G-1 | Parametreler e 1 2 3 4 5
) Kesit Sayisi 7 7 8 8 7
N =
o) E Sayim
8< J 154 | 164 160 176 202
Alani

Tablo 21. G-2’de (GBP 1-5. giinler) immunohistokimyasal boyama yapilan siganlarin sol SN¢’lerinde
orneklenen toplam sayim alani ve kesit sayilari

H N
G-2 | Parametreler e 1 2 3 4 5
S< Kesit Sayisi 9 8 7 7 8
) >
_ E S
32 ayim 216 | 234 200 192 166
Alani

Tablo 22. G-3’de (SF 1-5. giinler) immunohistokimyasal boyama yapilan siganlarin sol SNc’lerinde
orneklenen toplam sayim alani ve kesit sayilari

H N
G-3 | Parametreler e 1 2 3 4 5
) Kesit Sayis1 9 9 9 9 9
n =
o) E Sayim
3 v 202 | 200 198 200 236

Alanm




Tablo 23. G-4’de (OXC 6-15. giinler) immunohistokimyasal boyama yapilan siganlarin sol
SNc’lerinde drneklenen toplam sayim alani ve kesit sayilari

H N
G-4 | Parametreler S 1 2 3 4 5
Sz Kesit Sayisi 10 9 7 10 9
wn =
5 E Sayim
3= Y 192 198 106 198 200
Alam

Tablo 24. G-5’de (GBP 6-15. giinler) immunohistokimyasal boyama yapilan si¢anlarin sol
SNc’lerinde 6rneklenen toplam sayim alani ve kesit sayilari

H N
G-5 | Parametreler U 1 2 3 4 5
u§) 'g Kesit Sayisi 10 10 10 9 10
5 E Sayim
) Y 230 284 228 168 210
Alani

Tablo 25. G-6’da (SF 6-15. giinler) immunohistokimyasal boyama yapilan siganlarin sol SN¢’lerinde

orneklenen toplam sayim alani ve kesit sayilari

H N
G-6 | Parametreler e 1 2 3 4 5
) Kesit Sayisi 8 8 8 7 8
wn =
5 E Sa
3= yum 138 | 222 200 182 204
Alani

Tablo 26. G-7’de (PK) immunohistokimyasal boyama yapilan siganlarin sol SN¢’lerinde 6rneklenen
toplam sayim alani ve kesit sayilari

®
o

Hayvan Ng
Parametreler

SOL SNc
(Immun)

Kesit Sayisi

Sayim

Alani

200

200

198

204

190




3. TOPLAM NORON SAYISI VE HESAPLAMALARINA AiT BULGULAR

Disektor-Cavalieri  teknigi ile SNc’deki toplam ndron  sayisinin
hesaplanmasinda kullanilan 6rnekleme degerleri, bunlarin doku ve asetat diizeyindeki
karsiliklar1 ve biiyiitmeleri, Nissl ve immiinohistokimyasal boyama igin sirastyla Tablo
28’de toplu olarak gosterilmistir. Kesit 6rnekleme oram1 G-1, G-2, G-3 ve G-6’da ayni
olurken bu deger G-4, G-7 ve G-5’de farkli ¢ikmistir. Tiim gruplar i¢in alan 6rnekleme
orant aynm1 degerdeydi. Tabloda doku seviyesindeki adim alani ve sayimm cercevesi
ebatlarinin farkli biiyiitmelerdeki degerlerinin kullanilan asetattaki degerler ile tamamen
ortiistiigii  goriilecektir. Bu  oOzellik, kullandigimiz alan Ornekleme ve sayim

uygulamasinin (Korkmaz ve ark., 2000) gereklerinden biridir.

Tablo 27. G-1, G-2, G-3, G-4, G-5, G-6, G-7 gruplarinin toplam néron sayilarinin hesaplamalar igin
kullanilan parametreler

Parametreler Tiim Gruplar
Doku Seviyesinde Adim Araligi (um?) 190 x 190
Admm Araliginin Ornekleme Asetatindaki Esdegeri 2.6X%2,6
(cm?)
Doku Seviyesinde Sayim Cergevesi alani (um?) 70x 100
Sayim Cercevesi Alanimin Ornekleme Asetatinda

- . 2

) Esdegeri (cm?) 0,95x1,35

(Ornekleme Asamasinda Kullanilan Kiigiik
Cergeveler)

Tablo 28 ile 41 arasinda hem Nissl, hem de immiinohistokimyasal boyama
yapilan Orneklenmis kesitlerden, Cavalieri metoduyla elde edilen her bir gruba ait
toplam nokta sayilar1 (XP), disektor ¢ifti sayilar1 ve sayilan ndron sayilart (2Q7) ayri

ayr1 verilmistir.

Tablo 28. Cavalieri uygulamasinda Nissl boyama yapilan G-1 (OXC 1-5. giinler) i¢in toplam nokta (ZP),
disektor ¢ifti ve sayilan néron sayilar1 (2Q")

G-1 Hayvan No 1 ) 3 4 5
Parametreler
Disektor ¢ifti 224 214 194 218 206
(&)
= @ Sayilan noron sayist | 141 147 189 143 178
o3 (£Q)
@ Nokta sayist (5P) | 127 130 115 130 117




Tablo 29. Cavalieri uygulamasinda Nissl boyama yapilan G-2 (GBP 1-5. giinler) igin toplam nokta (ZP),

disektor ¢ifti ve sayilan noron sayilar (2Q)

G-2 Hayvan No 1 2 3 4 5
Parametreler

o Disektor cifti 240 252 240 258 120

Z =

7 g | sayilkn GO sy T 186 158 216 129

o< (2Q)

? Nokta sayisi (ZP) 141 147 189 143 178

Tablo 30. Cavalieri uygulamasinda Nissl boyama yapilan G-3 (SF 1-5. giinler) igin toplam nokta (XP)

disektor ¢ifti ve sayilan ndron sayilar: (2Q")

G-3 Hayvan No 2 3 4 5
Parametreler

o Disektor gifti 200 198 210 196

% f—(’,: Sayilan nt')rf)n sayis1 145 164 156 161

3z (Q)

@ Nokta sayisi (SP) | 138 135 164 133 131

Tablo 31. Cavalieri uygulamasinda Nissl boyama yapilan G-4 (OXC 6-15. giinler) i¢in toplam nokta

(2P), disektor ¢ifti ve sayilan néron sayilart (2Q7)

G-4 Hayvan No ) 3 4 5
Parametreler

o Disektor ¢ifti 182 218 204 204 212

% /@\ Sayilan nérf)n sayisl 140 164 122 129 115

o< Q)

® | Noktasaysi (zp) | 136 136 124 141 139

Tablo 32. Cavalieri uygulamasinda Nissl boyama yapilan G-5 (GBP 6-15. giinler) i¢in toplam nokta (XP)

disektor ¢ifti ve sayilan noron sayilar (2Q7)

G-5 Hayvan No 1 2 3 4 5
Parametreler
Disektor ¢ifti 226 196 188 246 210
&)
z ’—%? Sayilan néron sayisi | g 209 217 152 196
o= (Q)
@ Nokta sayis1 (ZP) | 140 120 118 140 131




Tablo 33. Cavalieri uygulamasinda Nissl boyama yapilan G-6 (SF 6-15. giinler) i¢in toplam nokta (ZP),
disektor ¢ifti ve sayilan noron sayilar (2Q)

G-6 Hayvan No 1 2 3 4 5
Parametreler

o Disektor ¢ifti 178 190 178 232 200

% g | Sayilan ndron sayist | 13 152 128 158 157

o< Q)

@ Nokta sayis1 (zP) | 114 132 119 135 137

Tablo 34. Cavalieri uygulamasinda Nissl boyama yapilan G-7 (PK) i¢in toplam nokta (XP), disektor gifti

ve sayilan noron sayilar1 (2Q")

G-7 Hayvan No 1 2 3 4 5
Parametreler

o Disektor cifti 202 216 198 202 196

% g | Savilan noronsayist| 155 | 160 164 159 140

0Z Q)

7 Nokta sayisi (ZP) 135 145 130 132 130

Tablo 35. Cavalieri uygulamasinda immunohistokimyasal boyama yapilan G-1 (OXC 1-5. giinler) i¢in

toplam nokta (XP), disektor ¢ifti ve sayilan néron sayilari (2Q7)

G-l Hayvan No 1 2 3 4 5
Parametreler

o Disektor cifti 154 164 160 176 202

Z C ..

3 g Sayilan norf)n sayisi 128 95 81 08 110

o E Q)

| Nokta sayisi (ZP) 114 129 124 135 149

Tablo 36. Cavalieri uygulamasinda immunohistokimyasal boyama yapilan G-2 (GBP 1-5. giinler) igin

toplam nokta (XP), disektor ¢ifti ve sayilan néron sayilar1 (2Q7)

Nokta sayis1 (ZP)

G-2 Hayvan No 1 2 3 4 5
Parametreler

o Disektor cifti 216 234 200 192 166

UZ) % Sayllan noron Sayis1 183 147 120 183 144

2 E (Q)

o E

= 142 178 141 110 105




Tablo 37. Cavalieri uygulamasinda immunohistokimyasal boyama yapilan G-3 (SF 1-5.
toplam nokta (ZP), disektor ¢ifti ve sayilan néron sayilari (ZQ")

giinler) i¢in

G-3 Hayvan No 1 2 3 4 5
Parametreler
. Disektor ¢ifti 202 200 198 200 236
zc .
B 151 | 142 148 140 185
o E Q)
) ~
Nokta sayisi (zP) | 130 131 114 151 130

Tablo 38. Cavalieri uygulamasinda immunohistokimyasal boyama yapilan G-4 (OXC 6-15. giinler) i¢in

toplam nokta (XP), disektor cifti ve sayilan ndron sayilari (2Q")

G-4 Hayvan No 1 2 2 4 5
Parametreler

o Disektor cifti 192 198 106 198 200

c% é Sayilan nérf)n sayisl 97 110 36 105 109

o E (ZQ)

? | Nokta sayisi (ZP) 138 142 128 125 132

Tablo 39. Cavalieri uygulamasinda immunohistokimyasal boyama yapilan G-5 (GBP 6-15. giinler) i¢in

toplam nokta (XP), disektor ¢ifti ve sayilan néron sayilari (2Q7)

Nokta sayisi (ZP)

G-5 Hayvan No 1 2 3 4 5

Parametreler

Disektor ¢ifti 230 284 228 168 210

2T -
& S | Sayilan ndron sayisi | 114 142 130 100 102
2 E (2Q)
o E
N~ 148 143 118 135 146

Tablo 40. Cavalieri uygulamasinda immunohistokimyasal boyama yapilan G-6 (SF 6-15. giinler) igin

toplam nokta (XP), disektor ¢ifti ve sayilan néron sayilar1 (2Q7)

Nokta sayisi (XP)

G-6 Hayvan No 1 2 3 4 5
Parametreler
Disektor cifti 138 222 200 182 204
O ~
% é Sayilan nérf)n sayisi 115 110 124 115 154
2 £ (ZQ)
W= 100 122 129 129 136




Tablo 41. Cavalieri uygulamasinda immunohistokimyasal boyama yapilan G-7 (PK) i¢in toplam nokta
(ZP), disektor ¢ifti ve sayilan néron sayilari (2Q")

) Hayvan No 1 2 8 4 5
G-7 Parametreler
Disektor cifti 200 | 200 198 204 190
O ~
& 3 [Sayilanndronsaysi| 105 | 102 107 108 110
5' £ Q)
D =| Noktasayisi (5P) | 144 | 158 135 141 137

Yukarida verilen tablolardaki veriler kullanilarak her bir gruptaki hem Nissl

hem de immiinohistokimyasal boyama yapilan hayvanlara ait hesaplanan toplam néron

sayist (N) ve hata katsayilar1 (HK) Tablo 42-55’de ayr1 ayr1 verilmistir.

Tablo 42. G-1’de (OXC 1-5.giinler) Nissl boyama yapilan siganlara ait toplam noron sayilart (N), noron

sayis1 hesaplamalarina ait hata katsayisi1 (HK)

G-1 raenfol 1 2 3 4 5 | Ortalama
Parametreler

o Noron Sayis1 (N) | 16651 | 18600 | 23336 16669 21057 19262

53

_ % Noron Sayisina ait

o< 0,08 0,08 0,07 0,08 0,07 0,08

2 hata katsayis1 (HK)

Tablo 43. G-2’de (GBP 1-5. giinler) Nissl boyama yapilan siganlara ait toplam noron sayilart (N), néron

sayis1 hesaplamalarina ait hata katsayist (HK)

G-2 S 1 2 3 4 5 | Ortalama
Parametreler

o Noron Sayis1 (N) | 21578 | 21984 | 18237 | 23890 | 23510 21840

5

1 =2 | Noron Sayisina ait

o< 0,07 | 0,07 0,08 0,06 0,08 0,07

n hata katsayis1 (HK)

Tablo 44. G-3’de (SF 1-5.giinler) Nissl boyama yapilan siganlara ait toplam néron sayilart (N), néron

sayis1 hesaplamalarina ait hata katsayis1 (HK)

Hayvan No

G-3 1 2 3 4 5 Ortalama
Parametreler
o Noron Sayisi (N) 24637 | 20386 | 22945 | 20579 | 22413 22192
53
El) Z | Noron Sayisina ait
H 0,07 0,08 0,07 0,08 0,08 0,08
hata katsayist (HK)




Tablo 45. G-4’de (OXC 6-15.giinler) Nissl boyama yapilan siganlara ait toplam néron sayilari (N), noron
sayis1 hesaplamalarina ait hata katsayis1 (HK)

G-4 Hayvan No 1 2 3 4 5 Ortalama
Parametreler

[5) Noron Sayisi (N) 16948 | 16575 | 12013 14444 | 12215 14439

53

- = | Noron Sayisina ait

8 < 0,08 0,08 0,09 0,08 0,09 0,08

hata katsayis1 (HK)

Tablo 46. G-5’de (GBP 6-15.giinler) Nissl boyama yapilan siganlara ait toplam néron sayilart (N), ndron
say1st hesaplamalarina ait hata katsayis1 (HK)

G-5 Hayvan No 1 2 3 4 5 Ortalama
Parametreler

o Noron Sayist (N) 32801 | 32575 | 34673 | 22021 | 31126 30639

%=

2| Noron Sayisina ait

8 £ 0,07 0,06 0,06 0,08 0,07 0,07

hata katsayis1 (HK)

Tablo 47. G-6’da (SF 6-15. giinler) Nissl boyama yapilan siganlara ait toplam néron sayilar1 (N), néron
sayis1 hesaplamalarina ait hata katsayis1 (HK)

G-6 Hayvan No 1 2 3 4 5 Ortalama
Parametreler

Q Noron Sayisi (N) 16408 | 21995 | 17824 | 19150 | 22400 19555

(j @ Noron Sayisina ait

02 0,08 0,09 0,09 0,07 0,08 0,08

N

hata katsayis1 (HK)

Tablo 48. G-7°de (PK) Nissl boyama yapilan si¢anlara ait toplam noron sayilari (N), néron sayist
hesaplamalarima ait hata katsayis1 (HK)

S Hayvan No 1 2 3 4 5 | Ortalama
Parametreler

o Noron Sayisi (N) 26371 | 27343 | 27411 26450 | 23639 26243

&=

- é’ Noron Sayisina ait

8 < 0,07 0,07 0,07 0,08 0,07 0,07

hata katsayis1 (HK)




Tablo 49. G-1’de (OXC 1-5.giinler) immunohistokimyasal boyama yapilan siganlara ait toplam noron
sayilar1 (N), noron sayisi hesaplamalarina ait hata katsayis1 (HK)

G-1 e 1 2 3 4 5 | Ortalama
Parametreler

2z Noron Sayist (N) 19736 15564 | 13075 | 15657 | 16900 16186

w0 3

_I € | Noron Sayisina ait

o E 0,08 0,1 0,1 0,1 0,09 0,1

0 ~— | hata katsayis1 (HK)

Tablo 50. G-2’de (GBP 1-5.gilinler) immunohistokimyasal boyama yapilan siganlara ait toplam ndron
sayilar1 (N), noron sayis1 hesaplamalarina ait hata katsayis1 (HK)

G-2 gy 1 2 3 4 5 | Ortalama
Parametreler

Sz Noron Sayist (N) 22940 | 23291 | 17621 | 21837 | 18972 20932

wn 2

2 £ Noron Sayisina ait

o E 0,07 0,08 0,09 0,07 0,08 0,08

@ ~| hata katsayis1 (HK)

Tablo 51. G-3’de (SF 1-5.giinler) immunohistokimyasal boyama yapilan siganlara ait toplam néron
sayilart (N), néron sayis1 hesaplamalarina ait hata katsayis1 (HK)

G-3 HayvanNo 1 2 3 4 5 | Ortalama
Parametreler

% = Noron Sayist (N) 20241 | 19373 | 17748 22016 | 21226 20121

0 >

= Noron Sayisina ait

o E 0,08 0,08 0,08 0,08 0,07 0,08

O ~| hata katsayis1 (HK)

Tablo 52. G-4’de (OXC 6-15.giinler) immunohistokimyasal boyama yapilan siganlara ait toplam néron
sayilar1 (N), noron sayisi hesaplamalarina ait hata katsayis1 (HK)

G-4 g 1 2 3 4 5 Ortalama
Parametreler
© o| NoronSayisi (N) | 11294 | 12780 | 16824 | 10739 | 11654 | 12658
0 >3
= g Noron Sayisina ait
8 = 0,1 0,09 0,1 0,09 0,09 0,09
hata katsayis1 (HK)




Tablo 53. G-5’de (GBP 6-15.giinler) immunohistokimyasal boyama yapilan si¢anlara ait toplam néron
sayilar1 (N), noron sayisi hesaplamalarina ait hata katsayist (HK)

Hayvan No

G-5 1 2 3 4 5 Ortalama

Parametreler

Noron Sayis1 (N) | 18674 | 18202 | 17128 | 20457 | 18053 18503

Noron Sayisina ait

hata katsayis1 (HK)

SOL SNc
(immun)

0,09 0,08 0,08 0,09 0,09 0,09

Tablo 54. G-6’da (SF 6-15.giinler) immunohistokimyasal boyama yapilan si¢anlara ait toplam néron
sayilart (N), néron sayis1 hesaplamalarina ait hata katsayis1 (HK)

Hayvan No 1 2 3 4 5 Ortalama

Parametreler

®
>

Noron Sayis1 (N) | 17357 | 12591 | 16659 | 16978 | 21384 16994

Noron Sayisina ait

hata katsayis1 (HK)

SOL SNc
(immun)

0,09 0,09 0,08 0,09 0,08 0,09

Tablo 55. G-7°de (PK) immunohistokimyasal boyama yapilan si¢anlara ait toplam néron sayilari (N),
noron sayist hesaplamalarina ait hata katsayis1 (HK)

G-7 Hayvan No 1 2 3 4 5 | Ortalama

Parametreler

Noron Sayist (N) 19246 | 20513 | 18572 | 19003 | 20192 19505

Noron Sayisina ait

hata katsayis1 (HK)

SOL SNc
(immun)

0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09

Materyal ve Metot kisminda, ~7-10 adet kesit ¢ifti ile yaklagik 100 sayim
alaniin stereolojik ¢alismalar icin yeterli (Gundersen ve ark., 1999) olacag: belirtildi.
Sunulan calismadaki ornekleme sekli ile elde edilen kesit sayilar1 ve sayim alanlari
verilerine (Tablo 13-26) bakildiginda bu sayi ile uyumlu sonuglarin elde edildigi
goriilmektedir. Tablo 56 ve 57°de ¢alismada kullanilan tiim gruplarin sol SN¢’lerindeki
ortalama toplam néron sayilari ile bunlara ait hata ve degisim katsayilar1 verilmistir. Bu

degerler incelendiginde 6rneklemenin uygun oldugu goriilecektir.




Tablo 56. Nissl boyama yapilan G-1, G-2, G-3, G-4, G-5, G-6, G-7’lerde SN¢’ye ait ortalama toplam
noron sayilart (N+SS), hata katsayilar1 (HK) ve degisim katsayilari (DK)

SOL SN (Nissl)

Gruplar N+SS HK DK
(OXC, f_;.lgﬁnler) 19262 + 2907 0,08 0.1
(GBP, 1652 ) 21840 + 2240 0,07 0,1
(SF, 1% giinler) 22192 £ 1765 0,08 0,07
OxC. N jintery | 144392328 0,08 01
(GBP, 66155 giinler) 30639 £ 4980 0,07 0,1
(SF, 6—(1;5-.6giinler) 19555 + 2604 0,08 0,1
(%-K7) 26243 + 1534 0,07 0,05

Tablo 57. Immunohistokimyasal boyama yapilan G-1, G-2, G-3, G-4, G-5, G-6, G-7’lerde SNc’ye ait
ortalama toplam noéron sayilar1 (N£SS), hata katsayilar1 (HK) ve degisim katsayilar1 (DK)

SOL SNc¢ (immun)

Gruplar N+SS HK DK
(OXC, E;Lgiinler) 16186 + 2421 0,1 0,1
(GBP, ES-.Zgiinler) 20932 £2511 0,08 0,1

(SF, 165 Sﬁnler) 20121 + 1659 0,08 0,08
(OXC, 6C-;1-5£jr giinler) 12658 + 2445 0,09 0,1
(GBP, G_Glf ginler) 18503 + 1228 0,09 0.06

(SF, 6—?5-.6giinler) 16994 £ 3119 0,09 0,1

o 19505 = 818 0,08 0.04




4. TOPLAM NORON SAYISINA AiT ISTATISTIKSEL BULGULAR

Istatistiksel karsilastirma yapilmadan once, verilerin normal dagilim gdsterip
gostermedigi ve varyanslarin homojenligi sirastyla Shapiro-Wilk ve Levene testleri ile
kontrol edildi. Bu testlere ait sonuglar Tablo 58, 59 ve 60°‘da verilmistir. Tim

gruplardaki verilerin normal dagilim gosterdigi (P>0,05) ve varyanslarin homojen

oldugu (P>0,05) gozlendi.

Tablo 58. Nissl boyama yapilan G-1, G-2, G-3, G-4, G-5, G-6, G-7°ye ait verilerin normallik testi

Giinler | Shapiro-Wilk Testi
Istatistik df P
G-1 758 5 065
G-2 870 5 265
G-3 888 5 346
G-4 848 5 190
G-5 814 5 105
G-6 864 5 243
G-7 911 5 A76

df: serbestlik derecesi, P: olasilik degerleri

Tablo 59. Immunohistokimyasal boyama yapilan G-1, G-2, G-3, G-4, G-5, G-6, G-7‘ya ait verilerin
normallik testi

Giinler | Shapiro-Wilk Testi
Istatistik df P
G-1 867 5 256
G-2 960 5 808
G-3 974 5 ,899
G-4 957 5 785
G-5 729 5 ,069
G-6 969 5 869
G-7 929 5 589

df: serbestlik derecesi, P: olasilik degerleri



Tablo 60. Grup varyanslarinin homojenlik testi

Levene
Giinler . dfl df2 P
Istatistigi
1-5. giinler Nissl 1,149 3 16 ,360
1-5. giinler immiin 1,952 3 16 ,162
6-15. giinler Nissl 1,507 3 16 251
6-15. giinler immiin 912 3 16 A57

df1, df2: serbestlik dereceleri, P: olasilik degerler

Veriler normal dagilim gosterdigi igin, gruplar arasindaki farklilik ANOVA
testi ile degerlendirildi. Test sonucuna gore gebeligin 1-5. ve 6-15. giinlerindeki gerek
Nissl, gerekse immiinohistokimyasal boyama yapilam tiim gruplarda verilerin en az
birisinin digerlerinden farkli oldugu (P<0,01) goriildii. Hangi gruplar arasinda farklilik
oldugunu belirlemek i¢in ¢oklu karsilastirma testlerinden Tukey HSD testi kullanildi.

Bu teste ait sonuglar sekil 32 ve 33’de sirasiyla verilmistir.
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Sekil 32. Gebeligin 1-5. giinlerindeki uygulama gruplarinin ortalama toplam noéron sayilarinin
karsilagtirilmast, (* P<0,05).
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Sekil 33. Gebeligin 6-15. giinlerindeki uygulama gruplarinin ortalama toplam ndéron sayilarimin
kargilagtirilmasi, (* P<0,05).

Gebeligin 1-5. giinlerinde OXC (G-1), GBP (G-2), SF (G-3) verilen ve PK (G-
7) gruplariin Nissl boyama yapilanlarin hiicre sayisi sonuglart karsilastirildiginda; G-1,
G-2 ile G-3 gruplar1 arasinda noéron sayist bakimindan anlamli bir faklilik
gbzlenmezken (P>0,05) bu ii¢ grupla G-7 arasinda anlamli bir fark bulundu (P<0,05).
Yine ayn1 gruplara immiinohistokimyasal boyama yapildiginda; G-1, G-2 ve G-3’iin
sonuglar1 ile G-7 arasinda bir fark yokken (P>0,05), G-1’in G-2 ve G-3 ile arasinda
hiicre sayis1 bakimindan anlamli diizeyde fark bulundu (P<0,05).

Gebeligin 6-15. giinlerinde OXC (G-4), GBP (G-5), SF (G-6) uygulanan ve PK
(G-7) gruplarinin Nissl boyama yapilanlara ait ndéron sayim sonuglari incelendiginde;
G-4 ile G-6 arasinda anlamli bir fark yokken (P>0,05), G-4 ile G-5 ve G-7 arasinda
anlamli bir farklilik gézlendi (P<0,05). G-5 ile G-6 arasinda anlamli bir farklilik varken
G-7 ile arasindaki fark anlamli diizeyde degildi (P<0,05). Ayrica kontrol gruplarindan
G-6 ile G-7 arasinda anlamli bir fark bulundu (P<0,05). immiinohistokimyasal boyama
yapilan ayni gruplarin ndron sayim sonuglart karsilastirildiginda; G-4 ile G-6 ve G-7

arasinda anlamli bir fark yokken (P>0,05), G-4 ile G-5 arasinda hiicre sayisi



bakimindan anlamli bir farklilik gozlendi (P<0,05). G-5 ile G-6 ve G-7 arasindaki
farklilik anlamli diizeydeyken, G-6 ile G-7 arasinda anlaml1 diizeyde bir fark bulunmadi
(P>0,05).

Ayn1 boyama yapilan gruplar1 uygulama donemlerine gére (gebeligin 1-5. ve
6-15. glinleri) karsilastirmak i¢in ikli karsilastirma testlerinden Student-t testi kullanildi.
Varyanslarin homojen dagilim gostermesi nedeniyle bu test tercih edildi. Sekil 34, 35,

36’da bu teste ait sonuclar sirasiyla verildi. Sonuglarin P<0,05 gbre anlamli oldugu
kabul edildi.
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Sekil 34. OXC uygulamasinin farkli uygulama giinlerine gore karsilastirilmasi, (* P<0,05).
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Sekil 35. GBP uygulamasinin farkli uygulama giinlerine gore karsilastirilmasi, (* P<0,05).
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Sekil 36. SF uygulamasinin farkli uygulama giinlerine gore karsilastirilmasi, (* P<0,05).

Immiinohistokimyasal boyama yapilan kesitlerden elde edilen sonuclara
bakildiginda, tiim gruplarda gebeligin 1-5. ve 6-15. giinleri arasindaki uygulamalar ayni
etken madde acisindan karsilastirildiginda, toplam ndron sayist bakimindan anlamli bir
farklilik gozlenmedi (P>0,05). Nissl boyama sonuglarina goére ise; yine uygulama
zamanlar1 bakimindan karsilastirildiginda OXC verilen gruplar arasinda anlamli bir
farklilik goriildii (P<0,05). Benzer durum, farkli uygulama zamanlarinda GBP verilen
gruplardaki karsilastirmada da gozlendi (P<0,05) Bu farkliik OXC uygulananlarda
noron azalmasi, GBP uygulananlarda ise ndron artis1 seklinde oldu. SF gruplari igin
yine uygulama donemlerine gore karsilastirildiginda her iki boyama sonuglarina gore

toplam ndron sayist bakimindan anlamli bir farklilik bulunmad: (P>0,05).



TARTISMA

Gebelikte antiepileptiklerin kullanimi iizerine yapilan klinik ve deneysel
calismalar, daha ¢ok konjenital malformasyonlarin, fotal biiylimenin, dogum sonrasi
mental ve fiziksel fonksiyonlarm degerlendirilmesi iizerine yogunlasmstir. Ozellikle
konvansiyonel antiepileptiklerin teratojenik etkileri ortaya konmustur. Bununla birlikte
ikinci nesil antiepileptiklerin daha iyi tedavi profiline sahip oldugu ve daha az yan
etkilere neden oldugu iddia edilmektedir (Hill ve ark., 2010). Gebelerde ise teratojenik
etkileri bakimindan farkli sonuglar elde edilmis, smirli sayidaki ¢aligmalarda
konvansiyonel ilaglara gore daha az oranda malformasyonlara neden olduklar
bildirilmistir (Meischenguiser ve ark, 2004; Czubak A. ve ark. 2008). Bununla birlikte
noral gelisim ile ilgili ¢aligmalarin ise siirli sayida oldugu ve bu aragtirmalarda ya
apoptosisin varlig1 veya ndron yogunlugundaki degismeler degerlendirilmistir (Bittique
2002, 2003; Ara’ujo, 2004).

Her ne kadar gebelikte kullanilan ikinci nesil antiepileptiklerin konjenital
malformasyonlar, fotal gelisim geriligi ve beyin gelisimi bakimindan daha giivenli
oldugu gerek klinik gerekse elektrofizyolojik c¢alismalarla kismen ortaya konmussa da,
merkezi sinir sistemindeki hiicresel diizeydeki etkilerine yonelik ¢aligsmalar sinirlidir
(Meischenguiser ve ark., 2004; Sabers ve ark., 2004; Eisenschenk S., 2006; Kinay ve
ark., 2008).

Sunulan c¢alisma ile farkli etki mekanizmalarina sahip ikinci nesil
antiepileptiklerden siklikla kullanilan, OXC ve GBP’ye intrauterin yasamda maruz
kalan sican SN’sindeki ndron sayisinin postnatal donemde nasil etkilendigi stereolojik
metotlarla arastirildi. Bu amacla ila¢g uygulama periyodu bakimindan siganlarda pre-
implantasyon ve implantasyon ile ndérogenez 6ncesi donemleri kapsayan gebeligin ilk 1.
-5. giinleri ile, organogenezis donemini kapsayan 6.-15. gilinleri igeren gruplar
olusturuldu (Petrere ve Anderson, 2002; Ikonomidou ve Tursk, 2010). SN’nin tercih
edilmesindeki neden ise epileptik ndbetlerin baskilanmasinda beyindeki 6nemli
inhibisyon merkezlerinden birisi olmasidir. Calismada hem tiim ndéronlarin, hem de
dopaminerjik néronlarin sayilmasi i¢in sirastyla Nissl boyas1 ve TH antikoru kullanildi.
TH antikoru SNc’deki dopaminerjik néronlart isaretlediginden tercih edildi. Calismaya

SN’nin alt nukleuslarindan SNr’yi dahil edilmemesinin nedeni bu alt nukleustaki néron



dagiliminin oldukc¢a seyrek olmasi ve homojen dagilim gostermemesidir. Bu da SNc
icin yapilan 6rnekleme stratejisine uymamaktadir.

Calismada OXC ve GBP kullanmamizin temel nedenleri ise toplumda yaygin
kullanilan (aynm1 zamanda gebelikte de) ve farkli etki mekanizmasina sahip AEI’ler
olmasidir. GBP, GABA analogu gibi etki etmekte ve ortamda GABA seviyesinde artisa
neden olarak antiepileptik etkisini gostermektedir. GABA beyin gelisiminde onemli
eksitator etkiye sahip bir norotransmitterdir (Manent ve ark., 2007). Farmakolojik
ajanlarin norotransmitterlerle etkilesimleri, gelisimin kritik donemlerinde fotiiste kalict
defektlerin gelisimine neden olabilmektedir. GBP ayni zamanda beyinde kalsiyum
kanallarmin aktivitesini de etkilemektedir. OXC ise voltaj duyarli sodyum kanallarim
etkileyerek beyin dokusunda inhibisyona neden olmakta (Schmutz ve ark., 1994; White,
1999), ayrica beyinde glutamat salinimini inhibe etmektedir (Woolf ve Manion, 1999).

1. UYGULAMA ESNASINDA KASILASILAN CESIiTLi DURUMLAR

Sunulan ¢alismada OXC (100 mg/kg/giin) verilen gruplardan sadece gebeligin
6.-15. ilag uygulama giinlerinde sicanlarda gebelik olugsmadi (vajinal plak goriilenler
dahil). Bunun fizerine anne sigan olarak daha once gebe kalmiglarda tekrar uygulama
yapildiginda ise gebelik elde edildi. Bunun olasi nedenleri su sekilde siralanabilir

(Akdag, 2010);

- Daha 6nce dogum yapmamis siganlarda denenmesi
- llaglarin veya kullanilan dozajin implantasyonu etkilemesi
- Gebeligin erken donemlerinde diisiiglin olmasi

- Kis aylarinda ¢iftlesmeye birakilmis olmasi

Gebeligin 6.-15. giinlerinde OXC uygulanan si¢anlarin diger ilag uygulanan
gruplardan ve kontrollerden daha saldirgan olduklar tespit edildi. Bununla birlikte bu
gruptaki siganlarin diger gruplardakilere gore daha az kilo aldig1 gozlendi. Gebeligin 6.-
15. giinlerde OXC uygulanan gruptaki bir sigan 6ldii. Ilacin kronik dozda ve uzun
donemde uygulanmasi bu sonuca neden olabilir. Ayrica 1.-5. gebelik giinlerinde ilag
uygulanan gruptaki siganlardan biri erken dogum yapti ve yavrularmi yedi. Gebeligin

1.-5. giin GBP uygulamalarimizda ise gebelik olduk¢a zor elde edildi. Yukarida



siralanan kriterler goz oniine alindiginda, muhtemelen bu ilag erken donemde gebeligin
olusumunu engellemekte veya rezorpsiyona neden olabilmektedir. Nitekim 6.-15.
gebelik giinlerindeki uygulamalarda ayni etken madde verilen siganlarda benzer bir
problemle karsilasiimadi. GBP ile yapilan ¢alismalarda f6tal rezorbsiyonun olabilecegi
bildirilmistir (Prakash ve ark., 2008; Afshar ve ark., 2009).

Prakash ve ark. (2008) fareler {izerine yaptig1 caligmada, gebeligin 1.-6. ve 7.-
12. glinlerdeki GBP 0, 113, 326, 452 mg/kg/glin doz uygulamalarinda fotal rezorbsiyon
bakimindan istatistiksel olarak belirgin bir artis tespit etmislerdir. Fotal rezorbsiyonun
doz artisiyla birlikte arttig1 ve en yiiksek oranda gebeligin 1.-6. giinlerde 452 mg/kg/giin
uygulanan grupta gorilldiigii tespit edildi. Bu bulgular, sunulan g¢alismadaki 1.-5.
gebelik doneminde 100 mg/kg/giin ve 50 mg/kg/giin dozlarin uygulandig1 gruplarda
gebelik elde etmede yasanilan zorluklari agiklar niteliktedir.

Bagka bir hayvan calismasinda Afshar ve ark. (2009) gebe Balb/c farelere
GBP’yi (25 mg/kg ve 50 mg/kg dozlarda) gebeligin ilk 15 giinii i.p. yoldan
uygulamiglar. Gebeligin 18. giinliinde yapilan incelemede her iki deney grubunda
kontrole gore fotal rezorbsiyonda artis tespit edilmistir. Benzer dozaj ve uygulama
zamanlarimi igeren c¢alismamizda da fotal rezorbsiyonun goriilmesi, bahsedilen
caligmadaki durumla Ortiismektedir. Hayvan calismalarinda da goriilecegi gibi, GBP

gebeligin erken doneminde 6nemli derecede fotal rezorbisyona neden olabilmektedir.

2. AEI’LER VE MALFORMASYON-GELISME GERILiGi

Sunulan ¢alismada belirgin bir major konjenital malformasyona gézlenmezken,
ilag uygulama gruplarinda (gebeligin 6-15. giin GBP uygulamasi harig) kilo aliminda ve
beyin agirliginda azalma tespit edildi (P<0,05). Bu durum Petrere ve Anderson’un
(2002) yaptig1 calisma ile kismen ortiismektedir. Fare, sican ve tavsan iizerinde yapilan
bu c¢alismada fare ve siganlara gebeligin 6.-15. giinlerinde 500, 1000 ve 3000
mg/kg/giin, tavsanlara ise gebeligin 6.-18. giinlerinde 60, 300, 1500 mg/kg/giin GBP
uygulanmistir. Farelerde 1500 mg/kg ve siganlarda 3000 mg/kg’ye kadar, tavsanlarda
ise 60 ve 300 mg/kg’ye kadar gebelerde herhangi bir yan etki gézlemlenmemistir. 1500
mg/kg dozda bir adet tavsanin 61diigii, 4 tanesinin diisiik yaptigi, yem tiiketiminin ve
kilo aliminin azaldigi tespit edilmistir. Ancak fotal rezorpsiyon konusunda herhangi bir

bilgi bulunmamaktadir (Petrere ve Anderson, 2002).



Benzer bir hayvan ¢alismasi Prakash ve ark. (2008) tarafindan yapilmistir. Fare
tizerinde yaptiklar1 calismada gebeligin 1.-6., 7.-12. ve 13.-17. giinlerinde GBP 0, 113,
326, 452 mg/kg/glin dozlar i.p. olarak uygulanmistir. 7.-12. ve 13.-17. giinlerdeki
uygulamalarda biiyiime geriligi goriilmiis, ayrica ¢ene yapisindaki bozukluk, sivri
burun, acik goz, katarakt, kisa kalin boyun ve rudimeter uzuvlar seklinde major
konjenital anomali goriilmiistiir. Bu sonuglar, biiylime geriligi harig, sunulan ¢alisma ile
Petrere ve Anderson (2002) ¢alismasiyla ortiismemektedir.

Yine bagka bir hayvan ¢alismasinda Afshar ve ark. (2009) gebe Balb/c farelere
GBP’yi (25 mgkg ve 50 mg/kg dozlarda) gebeligin ilk 15 giinii i.p. yoldan
uygulamislar. Benzer dozaj ve uygulama giinleri igermesine ragmen sunulan ¢alismadan
farkli olarak bu calismada da konjenital malformasyonlar goriilmiistiir. Makroskopik
malformasyonlar olarak anensefali, uzuv defektleri, ¢cene yapisinda bozulma, omurga
defektleri ve biiyiime geriligi gibi durumlar sayilabilir. Iskelet sistemine ait
malformasyonlar ise kemiklesmede gecikme, skolyoz, kaftasinda ve mandibular
hipoplazi seklindedir.

OXC ile yapilan hayvan ¢alismalar1 incelendiginde; Tecoma (1999), siganlarda
teratojenitenin 250-300 mg/kg/giin’den 500 mg/kg‘a kadar ki dozlarda goriildiigiini
ifade etmektedir. Doza bagli olarak postnatal donemde gelisme geriligi goriildiigii de
bildirmektedir (Tecoma,1999).

Bennett ve ark. (1996) yaptig1 c¢alismada ise OXC’yi gebe SWV (Swiss-
Vancouver) farelere gebeligin 6. giiniinden 18. giiniine kadar diyetle vermistir. Tolere
edilebilen en yiiksek doz olan 1100 mg/kg/glin uygulandiginda malformasyon orani
kontrol gurubunda %S5 iken, OXC’de %8 bulunmustur. Ayrica PB ile birlikte
uygulandiginda (45 mg/kg/giin) MKA orani, monoterapi OXC uygulamasi kadar
bulunmustur (Bennett ve ark.,1996).

Sunulan calismada ise kronik uygulama dozu olan 100 mg/kg/giin OXC’nin
farkli gebelik donemlerindeki uygulamalarinda herhangi bir malformasyon goriilmedi.
Ancak beyin ve viicut agirliklar1 agisindan degerlendirildiginde kontrol gruplara goére
anlamli bir azalma tespit edildi (P<0,05). Ozellikle OXC verilen gebeligin 6.-15.
giinlerindeki ila¢g uygulama grubunda beyin ve viicut agirliginda belirgin bir azalma
gozlendi. Postnatal donemde goriilen bu durum Tecoma’nin (1999) sonuglar ile

paralellik gostermektedir. Bunun muhtemel nedeni, iskelet sistemine ait gelisme geriligi



(Babayigit ve ark., 2006; Cansu ve ark., 2008) ya da norotoksik bir etki olabilir (Araujo
ve ark., 2004).

OXC ile yapilan insan ¢aligmalarinda ise; Friis ve ark. (1993) 12 gebelikten
9’unda normal dogum, 3’iinde diisiik tespit etmistir. Rabinowicz ve ark.’nin (2002)
yaptig1 calismada 42 gebelikten (25 monoterapi ve 17 politerapi uygulamasi yapilan)
PB ile politerapiye maruz kalan bir bebekte ventrikiiler septal defekt goriilmiistiir.
Lassiter ve ark.’nin (2004) OXC’un monoterapi uygulandigi 75 gebe kadin iizerinde
yapilan c¢alismada, 5 yenidoganda major konjenital anomaliye (yarik damak, fasiyal
dimorfizm, 3 parmak, kafa ve gévdede orantisizlik, mesane anomalileri) rastlanmustir.
Meischenguiser ve ark. (2004), Arjantin veri tabanli yaptigi epidemiyolojik bir
calismada, intrauterin hayatta OXC maruz kalan 55 bebekten 20’si politerapiye, 351 ise
monoterapiye maruz birakilmistir. Bu olgulardan sadece PB ile politerapiye maruz
kalan bir bebekte kardiyak malformasyonlar goriilmistiir. Sabers ve ark. (2004), 1996-
2000 yillar1 arasinda Danimarka’da yaptigir prospektif calismaya gore toplam 147
gebeden, OXC kullanan 37 gebelikten 2’sinde ventrikiiler septal defekt (VSD)
gozlenmistir.

Montouris (2005)’un veri tabanlarindan diizenledigi ¢alismaya gore; OXC’un
monoterapi kullanildig1 248 gebe kadin ve politerapi kullanildig1 61 kadina ait verilerde,
malformasyon goriilme orani monoterapi alanlarda %2,4 (6/248) iken, politerapi
alanlarda % 6,6 (4/61) oldugu bildirilmistir. Buna gére OXC’nin gebelikte monoterapi
kullanim1 sonucu teratojenite riskinin normal toplum popiilasyonu ile ayni oldugu,
politerapi kullanimlarda ise teratojenite oraninin arttigi ileri siiriilmektedir. Eisenschenk
(2006), gebeliklerinde OXC kullanan 2 klinik olgu lizerinde yaptig1 derlemeye gore her
iki (gebelerin bir tanesinde OXC’u dozunu 1050 mg/kg kadar arttirmis) vakada
teratojenite goriilmedigi ve yenidoganlarin 3 yasa kadar izlendigi ve herhangi bir
biligsel bir bozukluk gézlenmedigini ifade etmektedir. Kinay ve ark. (2008) gebelik
oncesi, gebelik sirasinda ve sonrasinda izledikleri OXC kullanan 5 kadin {izerinde
yaptiklar1 prospektif ¢alismada yenidoganlarin higcbirinde konjenital malformasyon
saptanmamustir, ancak hastalarin tiimiinde gebelik doneminde nobet sikliginda artis
gozlenmistir.

Nielsen ve Hviid (2011)’in Danimarka veri tabanli, 1996-2008 yillar1 arasinda

837.795 canli dogum iizerinde yaptiklar1 incelemede, intrauterin donemde (ilk trimester)



yeni nesil AIE’lere maruz kalmis 1.532 canli dogumun 49’unda (%3,2) MKA
goriilmiistiir. OXC’ye maruz kalan 393 yenidogandan 11’inde (%2,8) MKA
goriilmiistir. AEI’ye maruz kalmayan yenidoganlarda MKA goriilme orani ise %
2.4°tir.

GBP ile yapilan insan ¢alismalarinda ise; Montouris (2003)’un GBP gebelik
kayitlarina gore sonuglarini sundugu ¢alismasinda; 51 gebelikten 6’s1 spontan diisiikle
(politerapi uyugulanan), 1 tanesi elektif diisiikle, 3 tanesi ikiz dogumla sonug¢lanmistir.
Diger kalan 38 yeni doganlarin cinsiyetleri arasindaki oranlara bakildiginda %55,3’i kiz
ve %44,7’si erkektir. Yenidoganlarin %77,2’si zamaninda dogmustur. Erken dogumlar
genelde 34-36. haftalarda gergeklesmistir. Yirmidokuz yenidoganin kilolarina ait
bilgilere gore ¢ok diisik dogum agirlikli yenidogan bulunmamakla birlikte, 6
yenidoganin diisiik dogum agirlikli oldugu bildirilmistir. U¢ yenidoganda konjenital
anomali tespit edilmistir. Bunlardan 2’si major konjenital anomali iken, biri mindr
konjenital anomalidir. GBP ve VPA politerapi uygulanmis olgulardan biri hipospadias
ile dogmustur. Diger olguda 16. haftaya kadar GBP kullanilmis, kalan zamanda PB ile
devam edilmis ve bu yenidoganinda tek bobrek ile dogdugu bildirilmistir. Minor
malformasyon ile dogan olguda ise GBP ve LMT ile politerapi uygulanmis ve sol dis
kulakta malformasyon ve g¢ene boélgesinde kiiciik ¢ikinti tespit edilmistir. GBP’ nin
monoterapi uygulanan 11 yenidoganda herhangi bir malformasyon goriilmemistir.

Guttuso ve ark. (2010), hiperemezis gravidarum igin ortalama 1.843 mg
(1200-3000 mg) GBP kullanan 7 gebede yaptig1 arastirmada, iki gebelikte MKA’ya
rastlanmistir. Sekizinci haftada kullanilmaya baslanan gebelikte (IVF uygulamasi ile
gebelik saglanmis) omurilikte malformasyon gozlenirken diger 9. haftada kullanilmaya
baslananda ise gebelikte hidronefroz gdzlenmistir. Morrow ve ark. (2006), ingiltere
Gebe Kayit Sistemi’nden derledigi bilgilere gore 2.598 gebeden 35’1 monoterapi olarak

GBP kullanimistir ve sadece 1 yenidoganda ventrikiiler septal defekt rastanmus.

3. SN VE ALT NUKLEUSLARI

SN, bazal gangliyonlarda yer alan en biiyiik nukleuslardan bir tanesidir. Son
zamanlarda Parkinson, sizofreni, madde bagimlilig1 ve epilepsi konusunda fizyolojik,
histopatolojik ve stereolojik caligmalarla elde edilen yeni bulgular SN’nin 6nemini

ortaya koymaktadir (Freiche ve ark., 2004; Stark ve Pakkenberg, 2004; See ve ark.,



2007). SN’de calisilirken bolgenin anatomik 6zellikleri konusunda daha fazla bilgiye
ihtiya¢c duyulmaktadir. Literatlirde fizyolojisi hakkinda pek c¢ok bilgi bulunmasina
karsin, anatomik yapist ve sinirlart hakkinda fazla ayrintili bilgi bulunmamaktadir
(Damier ve ark., 1999; Freichel ve ark., 2004; Paz ve ark., 2007; Tepper ve ark., 2007,
Nielsen ve ark., 2009; Fu ve ark., 2011).

Literatiirde ¢ogunlukla SN’nin, temel olarak SNc¢ ve SNr olmak iizere 2 alt
nukleustan olustugu sdylenmektedir (Standring, 2005; Tepper ve ark., 2007; Nielsen ve
ark., 2009). Alt nukleuslar1 konusunda da farkli bilgiler bulunmaktadir. Soyle ki, bazi
kaynaklar ti¢lincii bir alt nukleus olarak SN-1 (pars lateralis)’den bahsederken (Juraska,
1977; Paxinos ve Watson, 2007) bazilar1 bunu SNc¢’nin alt nukleusu olarak kabul
etmektedir (Fu ve ark., 2011).

Dopaminerjik noronlart belirlemek i¢in TH (tiroksin hidroksilaz) ile yapilan
immiinohistokimyasal boyamalarla, bu noronlarin yogun olarak bulundugu SNc’nin
siurlarini tespit etmek kolay olmaktadir. Ayrica bu boyama ile SN¢’den SNr’ye uzanan
kalin  dendritlerin ~ gdzlenebilmesiyle, =~ SNr’nin  smrlart  da  kolaylikla
belirlenebilmektedir. Ancak SN-1’de SNc’dekilere benzeyen TH (+) noronlarin olmasi
tiim kesitlerde SNc’den SN-I'yi ayirt edilebilmeyi giiclestirmektedir. Ozellikle Nissl
boyama yontemi ile SN-I‘nin sinirlarin1 belirleyebilmek ¢ok giictiir. Juraska (1977) ile
Paxinos ve Watson (2008), si¢anlarda SN-I’yi SN’nin i¢iincii bir alt nukleusu kabul
etmektedir. Bununla birlikte Paxinos ve Watson (2007) siganlarda SNc‘yr medial,
ventral ve dorsal olmak tizere olmak iizere 3 alt nukleusa da ayirmaktadir. Ayrica
Paxinos ve Watson’un da yer aldigi ¢aligmada Fu ve ark. (2011), farelerde yaptigi
immiinoflurosan ve immiinohistokimyasal ¢aligma ile liflerin yonelimi ve ndronlarin
Ozelliklerine goére SN-1’yi SNc’nin bir alt nukleusu olarak kabul etmektedir.

Baquet ve ark. (2005) farelerde TH ile yaptigi immnihistokimyasal ve
stereolojik calismada sadece iki alt nukleustan bahsetmekte ve SN-1‘ye ait bilgi
bulunmamaktadir. Nair-Roberts ve ark. (2009) immunohistokimyasal boyama ile SN-
I’yi SN¢’nin alt nukleusu olarak almamis ve SNc, SNr, vental ve lateral béliimlerde
sayim gergeklestirmistir. Ancak bu calismada medial kisimla ilgili higbir bilgi
bulunmamaktadir. Damier ve ark. (1999) diger klasik caligmalardan farkli olarak TH
yerine kalbindin ile gerceklestirdigi immnohistokimyasal ¢aligmada protein yerlesimine
gore SNc’yi 6 alt bolgeye ayirmaktadir. Nielsen ve ark. (2009), kobaylarda (guinea pig)

yaptig1 immiinohistokimyasal ve stereolojik ¢alismada SN’yi iki bolgede incelemistir.



SN-I konusunda hicbir bilgi bulunmamaktadir. Gibb ve Lees (1991) insan beyninde
yaptig1 immiinohistokimyasal (TH) ve hematoksilen-eosin boyamalarda SN-1’yi SNc¢’ye
dahil etmemis ve ayr bir alt nukleus olarak kabul etmistir.

Sunulan galismada si¢an beyin dokusu kesitlerinde immiinohistokimyasal ve
Nissl boyamalar yapildi. SNc¢’deki Nissl boyama yapilan kesitlerde tiim noronlari,
immiinohistokimyasal boyama yapilan kesitlerde ise yalnizca TH (+) olan dopaminerjik
noronlar sayildi. SN’nin sinirlar belirlenirken Paxinos ve Watson (2007) ve Fu ve ark.
(2011) kullandig1 kriterler gz oniine alindi. SN-I’de TH (+) dopaminerjik ndéronlarin
olmasi ve bunlarin SNc¢’dekiler ile benzerlik gostermesi, ayrica Nissl boyama ile SN-

I’nin sinirlarint ayirmadaki giigliik nedeniyle bu alt nukleus da SNc’deki sayima dahil
edildi.

4. SN’DE YAPILAN NORON SAYIM CALISMALARI

Sunulan ¢alismada, fiziksel disektor-Cavalieri kombinasyonu kullanarak
SNc’de ndron saymmi gerceklestirildi. Parafin bloklardan SRO ile 5 um kalinhiginda
fiziksel disektor yonteminin gerekleri dogrultusunda kesitler alindi. Nissl boyama
yapilan kesitlerde SNc’deki tiim noronlar sayilirken, immiinhistokimyasal boyama
yapilan kesitlerde ise TH (+) ndronlar sayildi.

45 giinliik disi siganlarin sol SNc’deki toplam ndron sayisi; gebeligin 1.-5. ve
6.-15. giinlerinde SF uygulanan ve Nissl boyama yapilan kontrol gruplarinda (G-3 ve G-
6) toplam noron sayilari sirastyla 22.192 ve 19.555, higbir uygulama yapilmayan PK
grubunda (G-7) ise 26.243 olarak hesaplandi. TH (+) noron sayilarina ait verilere
bakildiginda; gebeligin 1.-5. giinlerindeki SF uygulanan kontrol grubunda (G-3) toplam
noron sayist 20.121, gebeligin 6.-15. giinlerindeki uygulamasinda (G-6) 16.994 ve
PK’da (G-7) ise 19.505 olarak hesaplandi.

Kullandigimiz stereolojik yontem ile SNc’de ndron sayiminin yapildigr ¢ok
fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Cogunlukla optik disektor ya da optik parcalama
yontemi ile sadece TH (+) ndronlarin sayiminin yapildigi ¢aligmalar bulunurken, Nissl
boyama ile SNc’deki ndron sayimma ydnelik iki ¢alisma tespit edildi. Insanda yapilan
caligmada fiziksel disektor-Cavalieri yontemi ile Alzheimer’l1 hastalarda SNc’de néron
sayimi yapilmis, 56 yasindaki 11 kadin ve 13 erkekten olusan kontrol grubundaki
SNc’ye ait néron sayist 160.163 bulunmustur (Kemppainen ve ark., 2002). Diger



calisma ise yetiskin sicanlarda optik disektor ile yapilmistir (Oorshot ve ark., 1996).
Plastik kesitlerle yapilan bu calismada sag§ SNc’deki noéron sayist 7.200 olarak
bildirilmistir.

Bu nukleusta yapilan arastirmalarin ¢ogunu Parkinson hastaligina ydnelik
caligmalar olusturmaktadir. Bu amagla glinimiizde denek olarak transjenik fare, Rhesus
maymun, Gottingen minipig kullanilmakta veya insanda postmortem ¢aligsmalar tercih
edilmektedir (Pakkenberg ve ark., 1995; Emborg ve ark., 1998; Stark ve Pakkenberg,
2004; Orb ve ark., 2004; Nielsen ve ark., 2009). Sican SNc¢’sinde yapilan ¢alismalar
oldukca smirlidir.

German ve Manaye (1993) tek tarafli sigan SNc’sinde bilgisayar yardimi ile ii¢
boyutlu olusturulan goriintiilerle, SNc’deki TH (+) ndronlarin sayisini 10.500 olarak
bulmustur. Banerjee ve ark. (2007), yetiskin si¢anlarda invert mikroskop ile (10x
objektif) yaptig1 sayimda TH (+) noron sayisini tek tarafli 8.370 olarak tespit etmistir.
Ahmad ve ark. (2008), 70 giinliik erkek sicanlardaki SNc¢’de sayim yapmistir. Optik
parcalama yontemi ile her iki hemisferdeki toplam TH (+) noronlarin sayisini 8.000
olarak hesaplamistir. Nair-Robersts ve ark. (2008), optik par¢alama yontemi ile (frozen
kesitlerde her iki hemisferde) sican SNc’sindeki TH (+) ndron sayisini 15.000 olarak
hesaplamigtir. Scott ve ark.’da (2007) yine sig¢anlarda, frozen kesit alarak optik
parcalama yontemiyle (her iki hemisferde) SNc’deki noron sayisimi 8.000 olarak
bulmustur.

Caligmalar  karsilastirildiginda  sonuglarin  birbirinden  farkli  oldugu
gorilmektedir. Ayrica sunulan ¢alismadaki néron sayisi da diger calismalarin
sonuglarindan farklidir. Soyle ki, Scott ve ark. (2007) ile Ahmad ve ark. (2008) optik
parcalama yontemi ile iki tarafli SNc’deki ndron sayisini yaklagik 8.000 olarak
hesaplamigtir. Ancak German ve Manaye (1993), Oorshot (1996), Banerjee ve ark.
(2007), Nair-Robersts ve ark. (2008) ise birbirine yakin sonuglar bulmuslardir. Bu
sonuglar Ahmad ve ark. (2008) ile Scott ve ark.’nin (2007) sonuglarindan hemen hemen
iki kat1 fazladir. Sunulan caligmaya ait sonuglar ise diger ¢alismalarin en yiikseginden 2
kat daha fazla ¢ikti. Bunun bir nedenin SN¢’nin tiim alt nukleuslarinin ve SN-1’nin
sayima dahil edilmesinden kaynaklanmis olabilir.

Yapilan diger ¢alismalardaki néron sayilar1 degerlendirildiginde ise en bariz
farklilik Scott ve ark. (2007) ve Ahmad ark. (2008) ile Nair-Robersts ve ark.’nin (2008)

sonuclar1 arasinda goriilmektedir. Soyleki; calismalarini yetiskin erkek sicanlardan elde



edilen frozen kesitlerde gergeklestirdiler. Her iki hemisferde bulunan SNc’deki TH (+)
ndronlarm optik disektdr yontemiyle saymislardir. Buna ragmen Scott ve ark. (2007) ile
Ahmad ve ark.’nin (2008) sonuglar1 Nair-Roberts ve ark.’nin (2008) sonucundan yar1
yartya az oldugu gorildii.

Literatiirdeki caligmalarda tarafsiz stereolojik yaklasimlar kullanilmasina
ragmen birbirinden farkli sonuglarin elde edilmesi, uygulamalardaki bazi hatalardan
kaynaklaniyor olabilir. Olas1 hata kaynaklarini su sekilde siralayabiliriz (Ayas, 2005);

- Uygulama kusurlari: Teorik olarak tarafsizligi kanitlanmis stereolojik

metotlarin uygulama kurallarina uyulmamasi sonucu ortaya ¢ikar.

- Hiicre tanimlamalari: Kullanilan hiicre tanimlama kriterlerindeki
farkliliklardan ve hiicre tanimlamasini zorlastiran etkenlerden (gémme
ortami, boyama gibi) kaynaklanir.

- Kesit deformasyonu: Bu etki kalin kesitlerin kullanildigir optik disektor

calismalarinda ortaya ¢ikmaktadir.

Scott ve ark. (2007) ve Ahmad ark. (2008) ile Nair-Robersts ve ark.’nin (2008)
sonuglarinin farkli ¢ikmasinin nedenleri yukarida sayilan hata kaynaklarindan dolay1
olabilir. Ogzellikle kalin kestilerin kullanildig1 optik disektér ve optik parcalama
calismalarinda kesit defromasyonu etkisi goriilmektedir (Dorph-Petersen ve ark., 2001)
Ornegin sayim yapilan bolgede meydana gelecek olan biiziisme ne kadar cok ise hiicre
sayist lehindeki yilikseklik 6rnekleme orani o kadar fazladir ya da tam tersi durumda s6z
konusu olabilmektedir. Oorshot’da (1996) yaptig1 ¢alismada optik disektor teknigini
kullanmistir. Sunulan ¢alismada kullanilan fiziksel disektor yontemi i¢in boyle bir etki
s0z konusu degildir (Dorph-Petersen ve ark., 2001).

Ayrica SNc’de yapilan ¢aligmalarin  ¢ogunlugunda immiinohistokimyasal
boyama kullanilmaktadir. Boyamada iyi sinyalin alinamamasi ya da boyama kalitesinin
iyi olmamas1 hiicre tanimlamalarinda sorunlara neden olabilmektedir. Ozellikle optik
disektor yontemi igin alinan kalin kesitlerdeki bu tiir ¢aligmalarda bu sorunlarla
karsilagilabilir. SoOyleki; antikorun tiim kesit kalinligt boyunca ilgili yapilara
ulasamamas1 nedeniyle immunoreaktivite gelismeyebilir. Bu durum hiicrelerin

tanimlanmasini zorlastirabilir. Bu da sonuglar1 dogrudan etkileyecektir.



5. CALISMAYA AiT VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Kontrol olarak kullanilan gruplardan SF ve PK gruplar karsilastirildiginda;
Nissl boyama yapilanlarda her iki uygulama donemi agisindan bu iki grup arasinda
anlamli farklilik ¢ikmistir (P<0,05). Bu anlamlilik SF’de néron sayisinda azalma
seklindedir. Bu durum muhtemelen, PK grubu siganlarin diger gruplar ile ayni yas
doneminde ve cevresel sartlar altinda olmalarina ragmen ilag uygulama zamanlarinda
ayni fiziksel etkilere (stres gibi) maruz kalmamalariyla agiklanabilir. Zaten siire
uzadik¢a noron sayisindaki azalmanin artmasi da (gebeligin 1-5. ile 6-15. giinlerindeki
uygulamalarinda sirastyla ~%15 ve ~%?26 azalma) buna isaret etmektedir. Nitekim
Lemaire ve ark. (2000) ile Charil ve ark. (2010) prenatal stresin siganlarda hiicre
proliferasyonunu inhibe edici etkisi oldugunu bildirmektedirler. Prenatal stres,
hipotalamo-hipofiz-adrenal bez aksin1 etkileyerek maternal ve plasental stres
hormonlar1 olan kortikotropin salgilatict faktoriin ve kortizoliin artisina neden
olmaktadir. Bu da fotal kan kortizol seviyesinin ylikselmesine neden olmaktadir. Fotal
kortizoldeki bu anormal artig, beyin gelisminde gecikmelere neden olabilmektedir. Bu
etkinin sonuglar1 hipokampusta acik¢a ortaya koyulmustur (Avishai-Eliner et al., 2002;
Van Den Hove ve ark. 2006).

Veriler degerlendirilirken denek gruplariyla ayni fiziksel etkilere maruz kalan
kontrol grubunun kullanilmasi, sonuglarin karsilastirilmasinda daha anlamli sonuglar
verecektir. Bu nedenle kontrol grubu olarak sadece SF gruplariyla veriler karsilastirildi.

Buna gore; gebeligin 1-5. giinlerinde GBP, OXC ve SF uygulanan gruplarin
Nissl boyama yapilanlar1 arasinda toplam noron sayilar1 agisindan anlamli bir farklilik
¢ikmadi (P>0,05). SF ile OXC gruplan karsilastirildiginda, %20 oraninda (yaklasik
4000 noron) OXC lehine, toplam TH (+) néron sayisi bakimindan bir azalma s6z
konusudur (P<0,05). GBP grubu ile SF arasinda ilgili néronlar bakimindan anlaml
farklilik yoktur (P>0,05). Sonug olarak intrauterin 1.-5. giinlerde OXC uygulamasinin
dopaminerjik ndron sayis1 bakimindan olumsuz bir etkisi géziikmektedir.

Gebeligin 6.-15. giinlerinde OXC ile SF uygulanan, hem Nissl boyali, hem de
TH (+) boyali gruplar karsilastirildiginda toplam néron sayist bakimidan anlamli bir
farklilik  bulunmadi (P>0,05). Ayni doénem GBP ile SF uygulanan gruplar
karsilagtirdigimizda ise, toplam ndron sayisinda GBP uygulamasi lehine anlamli bir

artis  tespit edildi (P<0,05). Ayn1 gruplar TH (+) no6ronlar bakimindan



degerlendirildiginde; yine GBP grubundaki néron sayisinda SF’ye gore anlamli bir artig
gozlendi (P<0,05). Sonug olarak gebeligin 6.-15. giinlerindeki uygulamalarda OXC’nin
SNc’deki néron sayisi lizerine istatistiksel olarak anlamli bir etkisi yoktur. Gebeligin 6.-
15. giin GBP uygulamasinin ise ndron sayisinda artisa neden oldugu, bu artigin da daha
¢ok dopaminerjik olmayan noronlar tizerinde gerceklestigi goriilmektedir.

Literatiirde OXC’nin intraseliiler ATP’de azalma ve serbest radikallerde artisa
neden olup hiicresel strese sebebiyet vererek hiicrelerin apoptosise ugramalarina neden
oldugu bildirilmektedir (Ambrosio ve ark., 2000; Araujo ve ark., 2004). Sunulan
calismada gebeligin 1.-5. glin uygulamasinda dopaminerjik (TH +) ndronlarda gézlenen
toplam ndron sayisindaki azalma bu etki ile agiklanabilir. Ancak bu uygulama dénemi
norogenezin ¢ok yogun olarak gerceklestigi peryottan dnceki donemi kapsadigi icin bu
etkinin nasil gergeklestigini agiklamak giictiir. Muhtemel noroprogenitdr hiicreler
tizerinden bu etki gerceklesmis olabilir. Bu konuda daha ayrintili ¢alismalara ihtiyag
vardir.

Gebeligin 6.-15. giinlerini kapsayan GBP uygulamasinda ise ndron sayisi
bakimindan SF grubuna gore bir artis séz konusudur (P<0,05). GBP, merkezi sinir
sistemine GABA analogu olarak etki edebilen bir bilesiktir. GABA amino transaminaz
inhibitoriidiir ve GABA’nin metabolize olmasimi engelleyerek hiicrelerarasi ortamda
GABA konsantrasyonun artmasint saglar. GABA konsantrasyonundaki bu artis
muhtemel norotrofik etkiyle beyin voliimiinde artmaya neden olabilir (Frisch ve ark.,
2009). Ayrica GBP’nin glutamat transport inhibisyonu artirarak noéron Olimiini
(hiicrede eksitotoksisiteye neden olan glutamat kagaginin azalmasi ile) yavaslattig
bildirilmigtir (Mc Lean, 1999). Bununla birlikte gelisen beyinde temel eksitator
norotransmitterlere etki gostererek ndroblastlarin migrasyonunu etkiler (Manent ve ark.,
2007). Ayrica noral progenitdr hiicreler ve immatiir noronlar iizerindeki depolarize
etkisi ile hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonlarinin artmasima neden olur. Bu artis
bahsedilen hiicrelerin hiicre dongiisiinii etkileyerek proliferasyonlarni tetiklemektedir
(Fiszman ve ark., 1999; Li ve ark., 2004; Ge ve ark., 2006). GBP’nin bu etkileri sunulan
calismada norogenez doneminde (gebeligin 6.-15. gilinleri) goriilen néron sayisindaki

artis1 agiklar niteliktedir.



SONUC VE ONERILER

1- Sunulan calismada gebe sicanlarda OXC (100 mg/kg/glin) ve GBP’nin (50
mg/kg/giin) implantasyon dncesi (1.-5. giinler) ve ndrogenez donemlerini (6.-15. giinler)
kapsayan uygulamalarinda, yavru siganlar {izerine belirgin teratojenik bir etkisi

gorilmemistir.

2- GBP’nin siganlarin  gebeligin implantasyon oncesi ile OXC’nin
implantasyon Oncesi ve ndrogenez donemlerindeki uygulamalarinda, yavru siganlarda

kilo aliminda ve beyin agirliginda azalmaya neden oldugu saptandi.

3- Gebeligin implantasyon oncesi doneminde GBP uygulamasinin siganlarda

fotal rezorbsiyona neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

4- OXC’nin gebe sicanlara implantasyon dncesi donemde verilmesi, SNc’deki

dopaminerjik néron sayisinda azalmaya neden oldugu gézlendi.

5- GBP’nin gebe sicanlara norogenez doneminde uygulanmasi SNc’deki
toplam noéron sayisinda artisa neden oldugu bulundu. Benzer durum dopaminerjik

noronlar i¢in de gecerlidir.

6- Benzer deneysel caligsmalar epileptik gebe sicanlarda da yapilarak ayni ve
farkli etkilerin var olup olmadigi ve mekanizmasinin aydinlatilmasi gerekmektedir.
Boylece hem saglikli nesillerin dogmasimna hem de teratojenite ve epilepsi tedavi

protokollerinin gelistirilmesine 6nemli katki saglanacaktir.
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