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EPILEPTIK NOBET GECIREN GEBE SICANLARIN YENIDOGANLARINDA KARACIGER
DOKUSUNUN HiSTOLOJIK INCELENMESI

HISTOLOGICAL STUDY OF LIVER TISSUE FROM NEWBORN RATS OF MOTHERS WITH EPILEPTIC
SEIZURES DURING PREGNANCY
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OZET

Ginimlize kadar olan literattirler tarandiginda, annenin gebelikte gegirdigi epileptik nébetin yenidodanlar (izerine olasi
etkilerini inceleyen calismalarin yetersiz sayida oldugunu gériyoruz. Saglikli yeni nesillere sahip olma hedeflerine katki-
da bulunmak adina deneysel olarak gebe ratlarda olusturulan epileptik model ile gebelikte gecirilen epileptik nébetin,
yenidogan karaciger dokularina etkilerinin incelenmesi amaclanmigtir.

Bu amacla 225-250 gr agirlikli eriskin siganlar herbirinde alti sican olmak (zere (¢ gruba ayrildi. Birinci gruptaki sicanla-
rin hipokampal CA3 bélgesine gebeligin 13. gliniinde stereotaksik girisimle 400 IU penisilin-G uygulandi ve siganlarin
akut grand mal epileptik nébet gegirilmeleri saglandi. ikinci gruba intrahipokampal serum fizyolojik uygulandi (sham
grup). Ugiincii grup ise kontrol olarak cerrahi islem yapiimadan birakildi. Tim gruplardaki sicanlarin yavrulari dogduklari
glin intrakardiyak perflizyon ile tespit edildi ve yenidogan karaciger dokulari 1sik ve elektron mikroskopik olarak deger-
lendirildi.

Kontrol grubunda, yenidogan karaciger dokusuna 6zgl histogenezis siirecinde normal gelisim ve maturasyon devamini
gdsteren bulgular saptanirken epileptik siganlara ait yenidoganlarin karaciger dokularinin histolojisi gecikmis maturasyon
ile uyumluydu.

SUMMARY

Databases show insufficient number of studies investigating the possible effects of mother’s epileptic seizures during
pregnancy on the newborns. In the name of contributing to the idea of having healthy new generations this study was
planned to investigate the histological alterations in the liver tissues of newborn rats from mothers experiencing epileptic
Seizures during pregnancy.

For this purpose; adult rats (225-250 gr) were separated into three groups each having 6 rats. First group was injected
with 400 IU penicilin-G into the intrahippocampal CA3 region with stereotaxic device on the 13th day of pregnancy and
these rats experienced acute grand mal epileptic seizure after penicilline administration. Second group was injected with
intrahippocampal saline (sham group) and the third group served as the control group. Pups were sacrificed by lethal
dose anesthesia on the neonatal first day and perfused with intracardiac fixative. Liver tissues was dissected, both light
and electron microscopy were performed on liver slices.

While, liver tissue of the newborn rats from control group showed normal hepatogenesis and hepatocellular maturation,
histology of liver tissue of pups from epileptic mothers confirmed delayed maturation.
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GiRiS

Epilepsi, cografi konum, cins, irk ayrimi olmaksizin genel
populasyonda gorilme sikhdi % 0,5-10 arasinda olan bir
hastaliktir (1,2). Epilepsi hastalarinin yaklasik %65’inde
belirli bir neden saptanamamaktadir. Nedenin belirlenebil-
digi hallerde ise en sik rastlanan sebepler arasinda; beyin
dokusunda hasara neden olan yaralanmalar; beyin timér-
leri, (Menenijit, ensefalit, kizamik, kizamikgik, difteri gibi)
enfeksiyonlar, hamilelikte gecirilen bazi enfeksiyonlar,
dogum travmalari, ylOksek ates, kursun veya
karbonmonoksit zehirlenmesi, beyin kan akiminda azalma
ya da duraklamaya neden olan kalp-damar hastaliklari,
alkol bagimlilarinda alkol yoksunlugu yer almaktadir (3, 4)
. Epileptik ndbetlerin patofizyolojisi her zaman tam olarak
bilinmemektedir. Ayrica tum epilepsi ndbetlerinde ayni
patofizyoloji de gegerli degildir ( 5- 8) .

Annelerdeki epileptik ndbetlerin, yenidoganlar Uzerine
etkisi klinik gézlemlerle belirtilse de histopatolojik etkisinin
gbzlemleri yetersiz diizeydedir (9).

Hamile siganlarda deneysel epilepsi olusturarak, epileptik
ndbetin yenidogan hepatobilier sistem maturasyonuna
etkisini 1sik ve elekiron mikroskopik olarak inceleyerek
konuya katkida bulunmak hedeflenmistir.

GEREGC YONTEM

Bu calisma, Ege Universitesi Tip Fakiltesi Hayvan Etik
Kurulu’nun onayi ile Ege Universitesi Tip Fakilltesi Deney
Hayvanlar Yetistirme Merkezi’nden temin edilen, agirlikla-
ri 225-250 gr. arasinda degisen Wistar Albino disi siganlar
ile yapildi. Estrus siklus tayini i¢in gunlik vaginal smearlar
alindi (10,11). Proestrus dénemin gecesinde fertil erkek
siganlarla ciftlestirildi. Hamileligin 13.glnlnde stereotaksi
aleti ve sican stereotaksik atlas yardimi ile (12) bregma 0
noktasi kabul edilerek kaudal 5,5 mm. lateral 4,5 mm. ve
derinlik 7,0 mm. koordinatlarina karsilik gelen ve afferent
ve efferent baglantilari yogun olan (13) intrahipokampal
CA3 bolgesine 400 IU penisilin-G verilerek, siganlarin
(n=6) akut grand mal epileptik nébet gegirilmeleri saglandi.
Sham (n=6) grubuna ayni islemler serum fizyolojik verile-
rek yapildi. Kontrol grubu (n=6) ise cerrahi igslem yapilma-
dan birakildi. Cerrahi girisim yapilanlara kamera ile (Sony
360x Handycam) kayit tutuldu. Daha sonra ayri kafeslere
ayrilan sicanlarin dogum yapmasi beklendi. Dogumdan
hemen sonra letal dozda ketalar (0.15 mg/ 100gr.) ve
rompun (0.02 ml/100gr.) ile anestezi edilen yenidogan
siganlar intrakardiyak perflizyon ile tespit edildi. Fiksatif
olarak, 0,1 M cacodylate tamponlu %2’lik glutaraldehit ve
%2’lik paraformaldehit solusyonu kullanildi. Disseke edi-
len karaciger dokusu ayni fiksatifte 24 saat bekletildi. Rutin
takibi yapilan parcalarin epon bloklarindan Reichert
Austria Nr.313864 ultramikrotomda alinan yar ince kesit-
ler (1 mikron) 1s1k mikroskopi i¢in Toluidine blue ile boya-
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narak incelendi. ince kesitler ise elektron mikroskopi igin
uranil asetat ve kursun sitrat ile boyanip Zeiss EM-9
Transmisyon Elektron  Mikroskobu’'nda incelenerek,
elektronmikrograflar elde edildi.

BULGULAR

Akut dénemdeki bulgularda stereotaksik girisimden sonra-
ki 30 dakika ve 1 saatlik zaman araliginda genellikle sol
ekstremitelerden baslayan ve jeneralize dagilan tonik-
klonik tarzda kasiimalarin spontan araliklarla devam ettigi
gbzlendi. Normalde 21-22. giinde dogumlari beklenen
olgularin 24-26. glnlerde dogumlari postmatiire olarak
gerceklesti. Kontrollere gére yenidodan bakisinda ise
prematire ve disuk kilolu dogan gérinimi hakimdi.

Yenidogan kontrol grubunda 11k mikroskopik fotograflarda
yer yer mitotik figlrlere rastlandi. Hiicre sinirlar diizgiin ve
sindizoidler normal, hepatik kordonlar diizenli olarak izlen-
di. Hepatik kordonlar yetiskin sican karacigerindekilere
benzerlikler gdsteriyordu. Karaciger normal maturasyon
dénem histolojisi ile uyumluluk gdsterdi (Sekil 1).

Kontrol grubuna ait yenidogan karaciger dokusu elektron
mikroskopik gérintllerde; Disse mesafesi normal, hiicre
sinirlari belirgin olarak saptandi. Sitoplazmada mitokondri
sayisi artmis ve sekilleri belirginlesmisti. Kan hcreleri
normal sayida saptandi (Sekil2).
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Sekil 2. Kontrol grubu yenidogan KC dokusu, TEM X5200
( d disse araligi, S siniizoidler, M mitokondri )

Deney grubuna ait karaciger dokusu; sintizoidler genigle-
mis, 151k mikroskopik gérintllerde mitotik figurler artmistir.
Sintizoidlerdeki genislemeyle birlikte kan hiicrelerinde artis
saptanmistir (Sekil 3).

Deney grubu elektronmikroskopik bulgularda Karaciger'de
disse araligi ve sinlizoidler genislemis ve sinuzoidal alan-
larda kan hucreleri fazla sayida izlendi. Mitokondriler az
sayida saptandi (Sekil 4).
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Sekil 3. Deney grubu yenidogan KC dokusu H&E X40

( > Mitotik figlirler, S sinlizoidler )
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Sekil 4. Deney grubu yenidogan KC dokusu TEM X5200
(d disse araligi, S siniizoidler, M mitokondri )

TARTISMA

Bu calismada kullanilan deneysel epilepsi modeli grand
mal epileptik ndbetlere neden olan intrakortikal penisilin
modelidir. Bu model iktal ve interiktal elektriksel degisimle-
ri incelemek igin yaygin olarak kullaniimaktadir. Penisilinin
lokal kullanimindan sonra postsinaptik GABA, reseptérle-
rini blokladigi bilinmekte, fakat kronik patolojik degisiklere
neden oldugu bilinmemektedir (14,15) Deneysel epilepsi
yaratmak i¢in kullanilan penisilin, intrakortikal (16- 19)
veya parenteral (14,15) olarak uygulanmakta ve kimyasal
konvdlsiyonlar saptanmaktadir. Gebe kadinlarda penisilin-
lerle yapilan calismalarda fetuse zararl etkiler olustuguna
dair herhangi bir kanit gésterilmemistir. Ancak gebe kadin-
larda bu ilaglarn fetiise zararli olmadigini kati olarak gés-
teren yeterli ve tam kontrolll bir ¢calismaya da rastlanma-
mustir. intrakortikal penisilin uygulamalarinda hamile olma-
yan sicanlar i¢in 2000 |U’den (20) 500 IU’ye (21) kadar
degisen miktarda penisilin G kullanilmistir. Hamile sican-
larla ilgili arastirmada uygulama dozu 400 IU tercih edil-
mistir (22).

Klinik gbézlemler; 6zellikle 1. ve 3. trimesterde nébet sikli-
gindaki artisin hamilelikteki kan seviyelerindeki degisime
bagl oldugunu ve 6zellikle jeneralize tonik-klonik (grand
mal) nébetlerin diger ndbetlere oranla daha fazla tehlike
olusturarak distklere neden olabildigini géstermektedir.
Jeneralize tonik-klonik ndbetler sirasinda yasanan travma-
lar; obstetrikal yaralanmalara hatta disiklere neden ola-
bilmekte, ayrica hem anne hem fetis icin hipoksi, asidozis
riski tagimakta ve merkezi sinir sistemi basta olmak lGzere
tim sistemlerdeki hiicrelerde yasanan hipoksik sirece
baglh olarak geri dénisimli veya geri dénlisimsiiz
zararlanmaya neden olmaktadir. Bu sayede status
epileptikusda anne ve bebege ait yuksek mortalite oranla-
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rini  hipoksik slrecin uzamasi ile aciklayabiliriz.
Malformasyon orani, epilepsili annelerin gocuklari igin %4—
6, saglikl anneler icin ise %2-3 arasindadir (23). Epilepsili
annelerin yenidoganlarinda malformasyon oraninin 2 kat
daha fazla olmasinin nedeni embriyogenezis esnasindaki
organlarin farklilasma ve maturasyonunda gérev alan
hiicrelerin hipoksik kosullardan etkilenerek zedelenmesi
ve normal iglevlerini yerine getirememeleri olabilir.

Yenidogan memeli  hdcrelerinin, anneye bagimli
oksijenlenme ddénemi olan intrauterin hayata ve 6zellikle
oksijene serbestge ulasilabilen ekstrauterin hayata basarih
bir sekilde adaptasyonu igin normal ve zamaninda gelisim
gbsteren mitokondrilere sahip olmasi gerekmektedir.
Perinatal dénem esnasinda sicanlarda hepatositlere ait
mitokondrilerin yapisal ve fonksiyonel olarak belirgin degi-
siklikler gecirdigi gosterilmistir. Bu slregte, mitokondri
proliferasyonu, mitokondri sayr artimi ve organel farklilas-
masi baglica rolu oynar (24- 28).

Hemen hemen tim memelilerde intrauterin yasamin son-
larina kadar hemopoetik bir gérev Ustlenmis olan karaci-
ger, neonatal dénemde esas gorevlerini Ustlenmeye bas-
lar. Bunlar (aminoasit deaminasyonu ve kullanimi, albi-
min, immanoglobulin, pihtilagsma faktdrleri gibi) proteinlerin
sentezi; (fosfolipid, trigliserit ve kolesterol gibi) lipidlerin
sentezi, (karbonhidrat sentezi, glikojen depolama,
glukoneogenezis ve glikoliz gibi) karbonhidrat metaboliz-
masiyla ilgili islevlerdir. Bu gbérevleri yerine getirebilmesi
icin hepatositlerin maturasyonunda ve organizasyonunda
aksama olmamalidir. Hepatositlerin gerek ultrastriktirel,
gerekse fonksiyonel olarak maturasyonlarini tamamlama-
sinda en 6nemli basamak mitokondrial farklilasma ve
proliferasyondur. Mitokondrial proliferasyon normal yasam
boyunca devam eden bir sirectir. Dogumdan sonraki
mitokondrial enzimatik aktivitelerin indiiksiyonu ile ortam-
daki organeller prolifere olurlar (24,25,29-33). Farklilas-
manin aksine  proliferasyon  protein  sentezinin
transkripsiyonel dizeyinde kontrol edilir (34). Diger taraf-
tan, mitokondrial farkhlagsma si¢anlarda dogumdan hemen
sonra postnatal birinci saat iginde ¢ok hizl bir sekilde
olusmaktadir (26, 30, 35-37). Bu farklilasma slrecinde,
var olan mitokondriler ultrastruktirel, molekuler ve fonksi-

KAYNAKLAR

yonel olarak karakteristik yapilarini kazanirlar. En gbze
¢arpan degisiklik dogumdan hemen sonra meydana gelen
solunum kontrol fonksiyonundaki artistir (35, 36, 38).

Epilepsili annelerin yenidoganlarinda ortalama %7-10
arasinda dustk dogum agirligi(<2500gr) ve %4-11 ara-
sinda prematiriteye rastlandigini bildiren c¢alismalara
rastlanmistir (39-43). Hamile olan hayvanlarin diistklerinin
takip edilmedigi bu arastirmada, kontrollere gére
yenidoganlarin hepsinde prematire veya disik dogum
agirhgr saptandi. Deneklerde hamilelik sdrelerinin 21.
ginden daha uzun slrede (24—-25.gUn) gerceklesmesi
maturasyonun geciktiginin bir isareti olarak degerlendirildi.

Bu calismada kontrol grubunun 11k mikroskop bulgularin-
da normal sinlizoidal araliklarin ve erigkin sican karacige-
rine benzer hepatik kordonlarin gériilmesi ve az sayida
mitotik figlire rastlanmasi ile elektron mikroskopik olarak
mitokondrilerin sayica artmis ve sekillerinin belirginlesmis
olmasli, normal bir hepatogenezis ve maturasyonun varli-
ginin isareti olarak degerlendirilmistir.

Kontrol grubunun aksine deney grubunda i1sik mikroskobik
olarak genislemis sinlizoidlere ve ¢ok sayida mitotik figQr-
lere rastlanmasi ve elekiron mikroskobik incelemelerde
tespit edilen mitokondrilerin kontrole gére sayica az olmasi
ise denek grubunda hepatogenezisde bir gecikme oldugu
lehine yorumlanmistir.

Epileptik annelerde nébet sirasindaki kasilmalara bagli
olarak yasanan hipoksik ve obstetrik travma; muhtemelen
embriyonun plasental kan akiminda azalmalara neden
olarak, denk geldigi déneme ait gelisim basamaklarinda
duraklamalara neden olup organ maturasyonlarinda ge-
cikmelere, hatta eksik ya da yanlis gelisime neden olabilir.
Daha saglikli nesillere sahip olmak i¢in epilepsili annelerin

gebelik izlemleri ¢ok iyi takip edilmeli, epileptik
konvllzyonlar kontrol altina alinmaya c¢alisilmali ve
epileptik annelerin yenidoganlari konjenital

malformasyonlar ve gelisme geriligi agisindan daha dikkat-
li izlenmelidir.
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