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0zet

Amac: Pentilentetrazol (PTZ)-kindling’in spasiyal 6grenme, hafiza ve davranis degisikliklerine yol actigi bilinmekle birlikte
emosyonel 6grenme iizerine etkileri konusunda bilgiler yetersizdir. Bu calismada PTZ-kindling modelinde emosyonel 6grenme,
davranig degisiklikleri ve hipokampusun histolojik degisikliklerini degerlendirmeyi amagladik. Materyal ve Metod: Deney
grubunda 24 adet, kontrol grubunda 10 adet wistar albino rat kullanildi. EEG kaydi igin kafa kemiklerine elektrotlar yerlestirildi,
1 hafta sonra PTZ-kindling islemine baslandi. Deney grubuna 38 giin siire ile giin asiri 35mg/kg PTZ intaperitoneal (ip) ve
kontrol grubuna ayni giinlerde salin ip enjekte edildi. Enjeksiyondan sonraki yarim saat icinde nobetler EEG ve video ile kayit
edildi, nébet skorlamasi yapildi. Kindling islemi tamamlandiktan 1 giin sonra davranig degisiklikleri agik alan testi ve emosyonel
6grenme yiikseltilmis T-labirent testi ile degerlendirildi. Histolojik incelemede Kluver and Barrera Luxol Fast Blue metodu ile
hipokampus degerlendirildi. Bulgular: PTZ-kindling sonrasi emosyonel 6grenmede herhangi bir etkilenme saptanmazken agik
alanda anksiyeteye isaret eden degisiklikler saptandi. Histolojik incelemede hipokampus CA3 bdlgesinde néron kaybi ve CA3
ve CA1 bolgesinde noron dejenerasyonu saptandi. Sonug: Bu calismada PTZ-kindlingin kisa siirede anksiyeteye benzer davranig
degisikliklerine yol acarken, emosyonel 6grenmeyi etkilemedigi ve bu davranis degisikliklerinin hipokampal néronal hasar ile
ilgili olabilecegi saptanmistir.

Summary

Ohjective: Pentylenetetrazol (PTZ)-induced kindling causes changes related with spatial learning, memory and behavior.
However knowledge regarding its effects on emotional learning is unsufficient. This study aims to investigate the emotional
learning, behavioral changes and the histological changes in the hippocampus using PTZ-kindling model.
Materials and Methods: This study employes 34 wistar albino rats — 24 for the experimental group and 10 for the control
group. PTZ-kindling was initiated one week after the implantation of cortical electrodes. The experimental group received
35mg/kg PTZ intraperitoneally (ip) every other day for 38 days, while control group received ip saline in the same period. EEG
and video recordings taken for 30 minutes after injection revealed seizures staged as 0-5. Kindling completed behavioral changes
were assessed in the open field test, and emotional learning in the elevated T-maze test. The hippocampus was assessed with
the method Kluver and Barrera Luxol Fast Blue. Results: PTZ-kindling did not affect emotional learning, but caused anxiety.
Neuronal loss in the CA3 section and neuronal degeneration in the CA3 and CA1 section of hippocampus were observed.
Conclusion: We concluded that PTZ-kindling causes anxiety-like behaviors while not affecting emotional learning which may
have resulted from hippocampal neuronal damages.

Anahtar kelimeler: Levetirasetam, ek tedavi, epilepsi, antiepileptik ilaglar
Key words: Levetiracetam, add on treatment, epilepsy, antiepileptic drugs Yayin kabul tarihi: 16.07.2007
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Epilepsi serebral ndronlardaki artmig desarjlar nedeniyle
tekrarlayan nobetlerle karakterize bir bozukluktur. Bu
tekrarlayan nobetler kognitif defisitler, emosyonel bozukluklar
ve psikososyal problemlere neden olabilir.2-¢ Epilepsinin
kindling modelleri potansiyel antiepileptik ilaglarin test
edilmesi ve hastaligin olasi etyolojilerinin daha incelikli
tanimlanabilmesi igin gelistirilmistir.” Kimyasal kindling
tekrarlayan subkonvilsif kimyasal stimilasyon ile progresif
ndbet aktivitesine yol acan epilepsi ve epileptogenezisin
deneysel modelini olusturan bir islemdir. Ozellikle konvulsif
uyarana kargi artmis hassasiyet epileptogenezisin progresif
karakterinin bazi yonlerini yansitmaktadir.? Kimyasal ya da
elektriksel kindling ile olusturulan epileptogenezisin hayvan
modellerindeki gdzlemleri, epilepsinin 6grenme, hafiza ve
emosyonel bozukluklarla birlikteligine kanitlar olustur-
maktadir.?%11 Kimyasal ve elektriksel kindling modelleri
kullanilarak yapilan arastirmalarda spasial 6grenme, davranig
ve kognitif fonksiyonlarda nébetler sonrasi olusan fonksiyon
bozukluklar gosterilmistir.}2-2> Ancak bu ¢alismalarda spasyal
6grenme degerlendirilirken, emosyonel 6grenme siklikla ihmal
edilmistir. Pentilentetrazoliin (PTZ) ratlara uygulanmasi ile
olusturulan kindling siklikla kullanilan kimyasal kindling
modelidir.” PTZ merkezi sinir sistemini etkileyen konvdilsif
bir ajandir. Pikrotoksinin y-aminobitirik asid tip A (GABAA)
ya baglanma noktasinda etkilidir. Cl kanallarindaki allosentrik
etkilesim araciligr ile GABA baglantili Cl akimini bloke ederek
néronal memran depolarizasyonu ile nébet aktivitesinin
strekliligi ve yayilimina yol acar. Ayrica N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptérleri ile baglantili ileti, PTZ ile indiiklenen
jeneralize tonik-klonik ndbetlerin olusumunda 6nemlidir.26
PTZ-kindling modelinin insanlarda epilepside goriilen
semptomlara benzer 6zellikler gosterdiginden nobetlerden
sonra olusabilecek kognitif, emosyonel ve ndropatolojik
bozukluklarin dederlendirilmesi agisindan kullanilabilecek
faydali bir model oldugu bildirilmistir.”

Biz bu calismada PTZ-kindling modelini kullanarak emosyonel
6grenme ve davranig 6zelliklerini degerlendirmeyi amagladik.

Emosyonel 6grenmeyi degerlendirmek icin yikseltilmis T
labirent testi kullandik. Bu test siklikla anksiyolitik ilaclarin
hafizaya etkileri ve emosyonel davranislari ilgilendiren noral
sistemler ile 6grenmeyi etkileyen slreclerin iligkilerini
degerlendirmede kullaniimaktadir.?7-2? Yiikseltilmis T labirent
testi ayni denekte iki ayri sikinti uyandiran davranisin
degerlendirilmesini saglar: Bunlardan biri inhibitér sakinmadir

ki bu pasif sakinma ya da sartli komponent olarak da bilinir.
Pasif sakinma, denedin cezadan kaginmak igin hareketsiz
kalmayi 6grenmesini ifade eder. Denek tecrlibe ile davranisinin
ceza ile sonlandigini ve cezaya ugramamak icin hareketsiz
kalmasi gerektigini 6grenmektedir (sarth durum). Diger
sikinti uyandiran davranig dogal korkudur ki bu aktif sakinma
ya da sartsiz komponent olarak da bilinir. Hayvan aktif olarak
zararll yer ya da objeden sakinmay! 6grenir. Bu durum
hayvanin sahip oldugu dogal korkulari sonucu agiga

¢ikar.29-32

Ratlarin davranig ézelliklerinin dederlendirilmesi icin agik
alan testini kullandik. Acik alan testi orijinal cevre ortaminda
davranis degisikliklerini ve motor yeteneklerini
degerlendirmede kullanilir. Bu test, hayvanin yeni ortami
arastirma ve etrafi duvarlarla gevrilerek kagmasi énlenmis
bu ortamdan hoslanmama duygularinin ¢atismasi temeline
dayanir. Bu ortamdan kaynaklanan uyaranlar ayni zamanda
anksiyete ve arastirma davranislarini harekete gegirir.>?
Lokomotor aktivite, arastirma aktivitesi ve korku seviyesi,
agik alan testinde degerlendirilebilir. Agik alan parametreleri
kullanilarak anksiyetenin olup olmadigi anlasilabilir.?

Materyal ve Metod

Galisma icin gerekli etik kurul onayi alindiktan sonra deney
hayvanlari Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel ve
Klinik Aragtirmalar merkezinden saglandi. Calismada deney
grubu icin 24 adet ve kontrol grubu igin 10 adet 50-60
glinlik, 180-250 gr agirliginda erkek wistar albino rat
kullanildi. Hayvanlar 12 saatlik karanlik aydinlik sikliistinde,
yiyecek ve suya serbest olarak ulasabilecekleri bir ortamda

bulunduruldu.

Kortikal EEG kaydi icin kayit elektrodlari kafa kemigine
yerlestirildi. Ratlara bu islem igin anestezi, ketamin (100mg/kg
intraperitoneal) ve xylazine (20mg/kg intraperitoneal)
kullanilarak yapildi. Anestezi sonrasi kafaya orta hat insizyonu
uygulanarak kafa derisi acildi. Elektrodlar frontal, paryetal
ve serebellar bélgeye vida yardimi ile sabitlendi. Daha sonra
soguk akrilik ile Gzeri kapatilarak kafa derisi stitlire edildi(34).
Elektrodlar yerlestirildikten 1 hafta sonra PTZ-kindling
islemine baslandi. Tim deneyler saat 10-12 arasinda sessiz
bir odada ve oda isisi 22-24°C oldugu halde gerceklestirildi.

Tilm ratlara 38 guin siire ile glin agiri PTZ 35mg/kg dozunda
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ip enjekte edildi. Kontrol grubuna ayni miktarda salin ip

enjekte edildi.Enjeksiyondan sonraki 30 dakika siire ile

ratlarin EEG kayitlari alindi (EEG100B; Biopac sistem),

nébetleri gozlenerek video kayitlari elde edildi ve asagidaki

gibi skorlandi:?

Evre 0. Cevap yok

Evre 1. Kulaklar ve yiizde seyirmeler

Evre 2. Vicuda yayilan konvdilsif dalga

Evre 3. Myoklonik jerkler ya da arka ayaklar lizerinde saha
kalkma

Evre 4. Hayvanin oldudu yere diismesi ile birlikte klonik
nébetler

Evre 5. Tekrarlayan siddetli tonik-klonik yada élimciil
nébetler

Kindling islemi tamamlandiktan bir giin sonra tim ratlara

ylkseltilmis T labirent testi ve agik alan testi uyguland.

Yiikseltilmis T Lahirent Testi

Yikseltilmis T labirent ayni ebatta (50x12cm) yerden 50cm
ylksekte 3 plastik koldan olusmaktadir. Bu kollardan biri 40
cm ylksekliginde plastik yan duvarlarla kapalidir ve birbirine
ters yonde duran iki agik kola dik olarak yerlestirilmistir. Rat
kapali kolun sonuna yerlestirildiginde kapali kolun diger
ucuna gidip basini disari dogru cikarmadan acik kollari
gbremez. Kapali koldan disari ¢ikmasi icin gecen zaman
kaydedilir (baseline latansi). Hayvan tekrar alinarak kapali
kolun sonuna yerlestirilerek ayni 8lclim 30 saniye aralarla
iki kez daha tekrarlanir ve her bir denemede hayvan disari
¢ikmazsa 300 saniye siire ile beklenir (Inhibitér yada pasif
sakinma 1 ve 2). Bu sonraki iki deneme ile hayvanin labirenti
arastirmasi inhibitér sakinma davranisini 6grenmesine izin
verir. Inhibitér sakinma davranisi beklentisel anksiyete ile
ilgili oldugundan bu tiir davranislar sarth davranislar olarak
adlandirilir. Bu islemden 30 saniye sonra rat sagdaki acik
kolun sonuna yerlestirilir ve rat kapali kola dogru hareket
eder (tek yonll kagis, kagmayr 6grenme). Acik kolu terk
ederek kapali kola girmesi igin gecen siire kagma latansi
olarak degerlendirilir.27:2025 Ratlarin yiikseklik ve agik alandan
dogal korkulari oldugundan agik kolda bulunmalari hoslarina
gitmeyen bu durumla iligkili korku reaksiyonlarina neden
olur. Bu dogal korku tek yonlii kagmaya yol acar ve ratlar
bu aktif davranisi bdylece dgrenirler. Bu tipteki sartsiz
davraniglar aktif sakinma olarak adlandirilir.2® (Resim1)
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Resim 1.

Acik Alan Testi

Acik alan plastikten yapilmis, 100x100cm ebatlarinda, 16
esit kareye ayrilmig ve kenarlari 30 cm yliksekliginde yine
plastik ile kapatiimis, Gzeri agik bir aragtir. Rat acik alanin
bir kdsesine birakilarak bu alani arastirmalarina izin verilir.
Hayvanin aktivite seviyesi (lokomotor yanit) 5 dakika stre
icerisinde gectigi kare sayisi ile, arastirma aktivitesi yine
ayni slirede iki arka ayagi lzerine kalkarak etrafi inceleme
hareketi (rearing) sayisi ile 6l¢llir. Korku seviyesi 5 dakika
icerisinde bu alan icerisinde yaptigi defekasyon sayisi ile
degerlendirilir.1>3638 | okomotor yanit ve arastirma
aktivitesinde artig ile defekasyon sayisindaki diigme, emosyonel
aktivitede azalma olarak, tersi durum yani lokomotor yanit
ve arastirma aktivitesinde azalma ile defekasyon sayisindaki
fazlalik ise emosyonel aktivitede artis yani anksiyete olarak
degerlendirilir.?? Her bir rat acik alanda degerlendirildikten
sonra arac alkol ile temizlenir. Temizleme nedeni bir dnceki
hayvana ait kokunun daha sonraki hayvanin davranislarini

etkileyebilmesidir.*® (Resim 2)
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Histolojik inceleme

Norolojik parametrelerin kaydedilmesinden 3 giin sonra
calismanin sonunda 8 adet kontrol ve 8 adet PTZ verilmis
olan deneme grubuna ait ratlar xylazine hidrochlorid (10mg/kg,
Rompun, Bayer,) ile premedikasyonu takiben ketamin
hidrochloride (50 mg/kg, Ketalar, Eczacibag!) kullanilarak
derin anesteziye alindi. Ratlarin gogiis kafesi agildiktan sonra
sol ventrikile ince bir kaniil (24GA, 0.75 inch) yerlestirildi
ve sag atrium kesildi. Bu kanll araciligiyla 150cm su basinci
altinda her bir rata 50 ml fosfat buffer perfiize edildi. Takiben
%10’luk formalin verilerek tespit islemi gerceklestirildi.
Ratlarin kafataslari agildiktan sonra beyinleri ¢ikarildi ve 24
saat %10’luk formalinde tespit islemine devam edildi. Tespiti
takiben 24 saat yikanan doku drnekleri dereceli alkoller,
metil benzoat ve benzollerden gegirilerek paraplastta bloklandi.
Kontrol grubundan bir ratin beyninden seri kesit alinarak
hipokampusun beyindeki yerlesimi saptandi. Daha sonra
sistematik rastgele 6rnekleme metoduna gore her bir bloktan
8 mikron kalinligindaki 12 kesit atildi ve 13 ile 14. kesitler
alinarak lama yerlestirildi. Hazirlanan preparatlar Kluver
and Barrera Luxol Fast Blue metodu (41) ile boyandi ve 11k
mikroskobunda incelendi. Hipokampusun CA1, CA2, CA3a,
CA3b, CA3c, CA4 ve dentat girus bélgelerindeki néronlarin
morfolojik dzellikleri ile bu bolgelerdeki ndronlarin miktarlari
Olymus BX51 model mikroskopta gdreceli olarak

degerlendirildi ve fotograflandi.

istatistiksel Analiz

PTZ-kindling islemi sliresince her bir enjeksiyondan sonraki
yarim saat slire icinde g6zlenen ndbet tiplerinin siireleri
‘Friedman repeated measure analysis of variance on ranks’
testi ile dederlendirildi. Acik alan ve ylikseltilmis T labirent
testindeki parametrelerin her iki grup arasindaki
karsilagtirmasi igcin nonparametrik Mann-Withney U testi
kullanildi. P<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli
farkliligr gostermekte idi.

Bulgular

Nobetler: Kindligin erken evrelerinde evre 0 ve 1 nobetler
daha sik gérilirken, ilerleyen evrelerde 6zelikle son iki
enjeksiyondan sonra evre 4 ve 5 nobetlerinin daha sik olarak
aciga ciktigr gozlendi.

Yiikseltilmis T labirent Testi

Kindling sona erdikten sonra kontrol ve denek grubuna
uygulanan bu test sonrasi her iki grup agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadigi saptandi.

Acik Alan Testi

Kindling sonrasi uygulana agik alan testinde deney grubundaki
hayvanlarda arastirma aktivitesinin (rearing) kontrol grubuna
gére anlamli olarak azaldigi saptandi (p<<0.05) (Sekil 1).

Sekil 1: Kindling Islemi Sonrasi Agik Alan Test
Parametrelerinin Karsilastiriimasi
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Acik alan testi parametreleri

Her bir siitun ortanca = SH (standart hata) gdstermektedir. Arastirma aktivitesi
(rearing) PTZ-kindling grubunda anlamh olarak azalmis saptandi. (Mann-
Whitney U=22.5, p<0.05)

Histoloji

Kontrol grubundaki (sekil 1) ile PTZ uygulanarak epileptik
nébet olusturulan gruptaki ratlarin hipokampal bdlgeleri
(sekil 2) karsilastirildi., Epileptik nébet geciren grubun (n:8)
yaklasik %50’sinde hem néron dejenerasyonun sekillendigi,
hem de ndron sayisinin goreceli olarak azaldigr gorilda.
Epilepsi grubu sadece néron kaybi acisindan
degerlendirildiginde ratlarin %60’inda néron kaybinin
bulundugu ve bu kaybin genelde hipokampusun CA3c
bolgesinde (sekil 1a, sekil 2a) , daha az olarak da CA3a (sekil
1b, sekil 2b) ve CA3b (sekil 1c, sekil 2c) bdlgelerinde
sekillendigi belirlendi. Néron dejenerasyonunun ise epilepsi
grubunun yaklasik %60'inda gerceklestigi ve ozellikle CA3a
(sekil 2b), CA3b (sekil 2c) ve CA3c (sekil 2a) bdlgelerinde,
daha az olarak da CA1 (sekilld, sekil 2d) bdlgesinde meydana
geldigi tespit edildi. Bu dejenere néronlarin piknotik cekirdekli
oldugu ve sitoplazmalarinin homojen boyandigi (Nissle
cisimlerinin saglam ndronlardan farkli olarak ayrinti
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gostermedigi) belirlendi. Hipokampusun CA2 ile CA4
bélgelerinde ve dentat girusun hilusunda herhangi bir degisiklik
gorilmedi.

Tartisma

Bu calismanin sonuglari PTZ-kindling modelinde kindling
olusumundan sonra erken dénemde ratlarda emosyonel
davranig degisiklikleri olusurken, emosyonel 6grenmenin
etkilenmedigini gdstermektedir Deneysel calismalarda 6Grenme
fonksiyonu 2 farkli paradigma olan sartli korku ve Moris su
labirenti kullanilarak yaygin olarak uygulanmaktadir. Sartli
korkuyu hayvan dogal, hosa gitmeyen zararli bir uyaran ile
baglantili olarak 6grenir. Moris su tankinda ise spasiyal
6grenme test edilmektedir. Hayvan su dolu bir havuzda gizli
olarak bulunan platformu cevrede bulunan gdrsel ipuglari
yardimi ile bularak tizerine ¢ikmayi 63renmektedir.4?
Emosyonel deneyimler sirasinda olusan hafiza, benzer
durumlarda yeniden kullanilabilecek sekilde depolanir. Uygun
uyaran ile emosyonel yanitin disa vurumu emosyonel 6grenme
ile baglantilidir. Korku sartlanmasi emosyonel hafiza ve
6grenmenin ndral temellerinin anlasiimasinda kullanilan
gliclii bir siirectir. 0grenme hizla olugur ve olusan hafiza son
derece kalicidir.®?

Kainik asit, pilokarpin ve elektriksel amigdala kindling
kullanilarak matir ratlarda olusturulan temporal lob
epilepsisinin hayvan modellerinde spasiyal 6grenme ve
davranis dedisikliklerine neden oldugugu gosterilmistir.?-
15,44 PTZ-kindling modelinde Moris su tanki kullanilarak
yapilan calismalarda spasiyal 6grenme bozuklugu ve davranig
degisikliklerinin olustugu gdsterilmistir.” Literatlirde yapilan
calismalarda spasial 6grenme ve davranis degisiklikleri
incelenirken emosyonel 6grenme ile ilgili sinirli sayida veri
bulunmaktadir. Yikseltilmis T-labiret testi ayni denekte sarth
ve sartsiz emosyonlara bagli gelisen 6grenme fonksiyonunu
test etmekte kullanilan bir yontemdir.282% Bizim bulgularimiz
PTZ-kindling modelinde sartli ve sartsiz emosyonel 6grenmenin
etkilenmedigini gostermektedir. Becker, PTZ-kindling sonrasi
iki yonll aktif sakinmayi test ettigi calismada ge¢ dénemde
ve Rithrich ise kindling sonrasi erken donemde 6§renmenin
bozuldugunu bildirmistir.> Ancak iki yonli aktif sakinma
testi Stephanicev ve arkadaslari tarafindan spasial 6grenmeyi
test eden bir yontem olarak bildirilmistir.*¢ Calismamizda
davranis degisikliklerini degerlendirmek icin uyguladigimiz
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acik alan testinde deneklerde arastirma aktivitesinde azalma
saptadik. Bu testte arastirma aktivitesindeki azalma anksiyete
varhgina isaret etmektedir.2’” Franke ve arkadaslari PTZ-
kindling modelinde benzer sekilde acik alanda arastirma
aktivitesinin azaldigini ve anksiyeteye benzer bulgularin
varhigini bildirmistir.2” Biz PTZ ile olusturulan status
epileptikus modelinde agik alanda anksiteye isaret eden
bulgular saptamistik.*” Mortavazi ve arkadaslari da PTZ-
kindling sonrasi agik alanda anksiyete ile uyumlu bulgular
bildirmistir.”

Calismamizda Kluver ve Barrera Luxol fast blue yontemi ile
yapilan histolojik degerlendirmede hipokampal CA3c
bolgesinde belirgin olmak lizere CA3a ve CA3b bdlgelerinde
noron kaybi saptadik. Ayrica CA3a, CA3b, CA3c ve daha az
oranda da CA1 bdlgelerinde noronal dejenerasyon saptadik.
Hassan ve arkadaslari Timm boyama yontemi ile PTZ-kindling
sonrasi CA3 bélgesinde mossy fiber sprouting (yosunsu liflerde
filizlenme) oldugunu bildirmistir.4® Becker ve arkadaslari
toluidin blue ile yaptiklari hipokampal incelemede CA1l
bélgesinde néron kaybi, Franke ve arkadaslari blue/acid fucsin
boyamada CA4 ve CA1 bdlgelerinde ndronal hasar géstermistir,
Farzad ve arkadaglari da cresyl violet ve Timm boyama
yonteminde CAlde ndron kaybi ve dentat girusta mossy fiber
sprouting saptamistir.”1127 Matiir ratlarda PTZ-kindling
modelinde hipokampal hasar ile birlikte kalici davranis
dedisiklikleri ve spasiyal 6grenme ve hafiza bozukluklari
bildirilmistir.?11,27.343649,50 Bizim bulgularimiz PTZ-kindlingin
erken dénemde davranis degisikliklerine yol acarken, emosyonel
6grenme Uzerinde etkisiz oldugunu gdéstermektedir. Histolojik
incelemede agida ¢ikan hipokampal néronal hasarlar davranig
degisiklikleri ile baglantili géziikmektedir. Klasik korkuya
bagl sartlanma ve bununla ilgili 6grenmede amigdalanin
fonksiyonu oldugu bilinmektedir. PTZ-kindling modelinde
emosyonel 6grenme fonksiyonunda amigdalanin histolojik
incelenmesi ve kalici etkilerin anlasilabilmesi igin kindlingden
sonraki ge¢ dénemlerde de emosyonel 6grenme fonksiyonunu
test eden arastirmalarin yapiimasi gereklidir.
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