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Tek ve Tekrarlanan Pentilentetrazol Dozlariyla Olusturulan
Konvulsiyonlarda Epileptik Aktivite ve Kan-Beyin Engeli
Permeabilite Degisikliklerinin Aragtirilmasi

Evaluation of Changes in the Convulsive Behavior and Blood-Brain Barrier Permeability
Induced by Acute and Alternate Day Pentylenetetrazole Administration
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Calismamizda Wistar albino erkek sicanlarda, akut ve
glinagir1 tekrarlanan pentilentetrazol (PTZ) verilme-
sini takiben konvulsif davranis ve makromolekiillere
karsi kan-beyin engelinin (KBE) gecirgenligi aras-
tirldi. Sicanlar li¢ gruba ayrild:: a) Tek doz (55 mg/
kex1) PTZ konvulsiyon grubu, b) Tekrarlanan doz-
larda (55 mg/kgx6) PTZ konvulsiyon grubu, ¢) Kont-
rol grubu. Calisma grubu sicanlarina, KBE gecirgen-
ligini izleyebilmek icin Evans blue verildi. Pen-
tilentetrazol verilen tiim sicanlarda tonik-klonik kon-
vulsiyonlar olustu. Ancak epileptik nobet aktivitesinin
toplam suresi, tek doz iv. enjeksiyonundan sonra
olugana gore 6. i.v. enjeksiyondan sonra belirgin ola-
rak kisalmigti (p<0.05). Tek doz hizl i.v. enjeksiyona
bagh nobetler tim siganlarda preoptik alan, kaudat
niikleus, putamen, talamus, hipotalamus, ortabeyin,
kollikulus superiorda bilateral Evans blue sizintisina
yol aghl. Buna kargin 55 mg/kg glinasin PTZ uygula-
nimin izleyerek verilen 6. doza bagh nébetler yedi s1-
canin yalnizea lgtinde KBE acihmina yol agt ve bu
acilim birka¢ beyin sahasiyla simirh idi. Bu sonuglar,
tek doz PTZ alan si¢anlarda engelin agiliminin, giin-
agin PTZ alan sicanlanin KBE agillimma gore belirgin
olarak farkli oldugunu gostermekte ve farklihgin PTZ
toleransina baglh olabilecegini diigtind{irmektedir.

Anahtar Sozciikler: Epileptik nobetler, kan-beyin
engeli, pentilentetrazole.

~ Pentilentetrazol (PTZ) deneysel epilepsi model-
lerinin olugturulmasinda yaygmn olarak kullanilan
sistemik konvulsif bir ajandir. Doza ve verilig tar-
zina baglh olarak klonik ya da tonik-klonik konvul-
siyonlar olusturur.” Meydana gelen jeneralize to-
nik-klonik nobetlerin serebrovaskiiler gecirgenligi
arttirdig1 ve normalde beyne gecemeyen makromo-
lekiillerin hasarlanan kan-beyin engeli bolgelerin-
den gecisini sagladify pek ¢ok arastiricr tarafindan
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This study investigated changes in the convulsive be-
havior and blood-brain barrier (BBB) permeability to
macromolecules following acute and alternate day ad-
ministration of pentylenetetrazole (PTZ) in Wistar
albino male rats. The rats were divided into three gro-
ups: a) acutely induced PTZ convulsion group (55
mg/kgx1); b) alternate day administration group (55
mg/kgx6); and <) the control group. Study animals
were given Evans blue dye to serve as a marker of
blood-brain barrier leakage. All pentylenetetrazole-
administered rats developed tonic-clonic convulsions.
However, compared with that observed in the first
group, total duration of epileptic seizure activity was
significantly decreased after the last PTZ administra-
tion (p<0.05). Seizures induced by acute administra-
tion resulted in bilateral EB leakage in the preoptic
area, nucleus caudatus, putamen, thalamus, hypo-
thalamus, midbrain, and the superior colliculus.
However, seizures induced by the last dose of al-
ternate day administration led to leakage in only two
rats, which was confined only to a few brain areas.
These results indicate that the barrier opening of rats
receiving single dose of PTZ markedly differs from
that found in rats receiving PTZ on alternate days and
that the difference may be due to PTZ tolerance.

Key Words: Epileptic seizures, blood-brain barrier,
pentylenetetirazole.

gosterilmigtir. Pentilentetrazolun etki mekanizma-
sinin direkt eksitatdr etkisinin yam sira GABA re-
septor blokaji ile iligkili oldugu tespit edilmigtir.’
Baz1 calismalarda tekrarlanan subkonvulsif PTZ
dozu uygulanmasina karsi bir toleransmn geligtigi
one siiriilmektedir. Klinik uygulamalarda en énem-
li sorunlardan biri kronik nobet aktivitesinin sereb-
rovaskiiler permeabiliteyi nasi etkiledigi ve anti-
epileptik tedavinin bu uzun siiregteki etkisinin nasil
gelistigidir.* Epilepsi konusundaki yogun calig-
malara ragmen, uzun siireli tekrarlayan nobetlerin
kan-beyin engeline etkisi ve bununla iligkili olarak
epileptik aktivite degisiklikleri tam olarak agikhifa



12

kavusturulmug degildir. Bu calismarmzda biz, tek
doz PTZ nébetleri ve nibetlerin kan-beyin engeli ve
epileptik nobet aktivitesi iizerine etkilerini arastir-
may1 planladik.

GEREC VE YONTEM

Gabsmamizda 20-24 haftalik Wistar albino erkek
sicanlar kullanuldi. Sicanlar kafeslerde dértlit ola-
rak, 12 saat aydinlik/12 saat karanlk rejiminde
tutuldu. Standart sigan yemi ve ¢esme suyunu ad li-
bitum olarak alan hayvanlar ii¢ gruba aynldi: a) Tek
doz PTZ konvulsiyon grubu, b) Tekrarlanan doz-
larda PTZ konvulsiyon grubu, c¢) Kontrol grubu.

Kontrol ve tek doz PTZ grubundaki hayvanlar e-
ter anestezisi altinda femoral venlerinden kaniile
edildi. Kantiliin ucu subkutan ilerletilip hayvamn
sirtinda boyuna yakin yerde ¢ikartlarak sabit hale
getirildi. Yaklasik iki saat hayvanin tamamen ken-
dine gelmesi beklendikten sonra, 3 ml/kg %2‘lik
Evans blue (EB) i.v. olarak enjekte edildi. Bes daki-
kalik siireyi takiben akut konvulsiyon grubundaki
hayvanlara i.v. 55 mg/kg PTZ enjeksiyonu yapild1.?
Toplam enjeksiyon voliimii 1 ml olarak diizenlendi.
Kontrol grubundaki hayvanlara aymi miktarda
%0.9 NaCl verildi. Yaklagik 30 dakika stiresince
hayvanlar epileptik aktivite agisindan izlendikten
sonra, aorta kaniile edilerek serum fizyolojik ile
perflizyon yapildi ve beyinler gikarilarak 24 saat
formalin i¢cinde fikse edildi.

Tekrarlanan dozlarda PTZ verilen gruptakl hay-
vanlara giinagin olarak toplam alt1 kez 55 mg/kg
PTZ (intraperitoneal) enjeksiyonu uygulandi. Her
enjeksiyon sonunda yaklagik 30 dk nibet aktivitesi
gozlendi. Son enjeksiyondan 6nce hayvanlar eter a-
nestezisi altinda femoral venlerinden kaniile edildi
ve tek doz PTZ grubunda uygulanan islemler tek-
rarlandi, Perfiizyon ve fiksasyon EB geglgl ve dag1-
lim1 makroskobik olarak degerlendirildi.>®

Kan-beyin engeli gecirgenligi, EB varligina gore
anatomik beyin bolgelerinde stereotaksik atlas yar-
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dimiyla saptandi ve degerlendirmeler O=yok, += ha-
fif mavi, ++=koyu mavi seklinde yapild:.

Epileptik nébet aktivitesi ise, nébet siklif1, kon-
vulsiyon stiresi ve mortalite yiizdesi parametreleri
kullanilarak degerlendirildi. Aynca tekrarlanan en-
jeksiyonlara bagh nébet sekli degisiklikleri de izle-
nenek kaydedildi.

Evans blue ve PTZ (Sigma Co) serum fizyolojik
icinde ¢dzdiiriilerek uygulandi. Veriler ort.+SE
(standart hata) olarak ifade edildi. Verilerin istatis-
tiksel degerlendirilmesinde Mann-Whitney U testi
kullaraldy; p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

BULGULAR

Epileptik nobet aktivitesi:

Tdm hayvanlarda, 55 mg/kg PTZ jeneralize to-
nik-klonik nébetlere yol agt1. Klonik nibetler fasiyal
ve On iiye kaslarinin klonuslarina eglik eden biyik
hareketlerini icermekteydi. Tonik-klonik nébetler
ise dogrulma reflekslerinin kaybi, hizli kosu, bas-
boyun kuyruk ekstansiyonu ve tiim viicut kaslari-
nin tonik fleksiyonu ya da ekstansiyonunu kapsa-
maktaydi. Tek doz PTZ enjeksiyonu sonrast tonik-
klonik nobet siiresi 737+90 sn olarak saptandi.
Gilinasir: bes kez 55 mg/kg i.p. PTZ uygularuminda
her enjeksiyon sonrast hayvanlarda konvulsiyon
gozlendi ve son i.v. enjeksiyonu arkasindan nobet
siiresi 430+49 sn olarak oOlgilildi. Akut doz PTZ
grubu ile karsilashirildiginda, son enjeksiyonun i.v.
yapildig1 bu grupta 6lgiilen nobet stiresinin anlamli
derecede kisalmig oldugu saptand: (p<0.05) (Tablo
1). Ik enjeksiyon sirasinda mortalite oran1 %28.5, i-
kinci enjeksiyonda %30 idi. Daha sonraki enjeksi-
yonlarda ise oliim gozlenmedi.

Kan-beyin engeli gegirgenligi:

Kontrol grubundaki hayvanlarmm beyinlerinde
EB gecisi gbzlenmedi. Tek doz ve tekrarlanan doz-
larin verildigi gruplarda ise kan-beyin engelinin
acihsin1 gosteren EB gecisi bilateral ve anatomik

TABLO 1

Tek Doz ve Tekrarlanan PTZ Dozlan Sonrasi
Nadbet Sikligs, Siiresi ve KBE Yikibumu

Grup n  Tonik-klonik? Nobetsiiresi KBE yikilimib
ndbet (saniye)

Salin 7 7/0 - 7/0

Tek dozPTZ 7 7/7 737+90 7/7

6. doz PTZ 7 7/7 430+49* 7/3

2 Degerler nobet gegiren sigan sayisim gostermektedir.
b Makroskobik Evans blue ekstravazasyonu gérilen sigan sayist.
Degerler ort.£5E olarak gosterilmistir. *p<0.05 (Tek enjeksiyona gore)
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olarak simirh beyin bélgelerinde farkh bir dagilim
gostermekteydi (ekil 1). Tek doz PTZ nin verildigi
grupta kan-beyin engeli hasarina bagh 1+ ve/veya
2+ giddetindeki EB gegisleri tiim hayvanlarda mev-
cut idi ($ekil 2A). En yogun gekilde preoptik alan,
kaudat nikleus, putamen, talamus, hipotalamus,
ortabeyin, kollikulus superiorda gozlendi. Serebel-
lum, kollikulus inferior, subtansia nigra ve ponsta
da yaygin EB boyanmasi saptand: (Sekil 3A ve B).

Tekrarlanan dozlarda PTZ uygulanmasini izle-
yerek EB verilen grupta ise, kan beyin engeli yiki-
minin oldukea az oldugu goriildii. Bu grupta calisi-
lan hayvanlarin dérdiiniin beyinlerinde herhangi
bir engel agilimi saptanamadi (Tablo 1). Engel ha-

Tek doz PTZ
Niikleus kaudatus............ T

Putamen.......cocoveevveennn,
Hipotalamus ..o,
Talamus .....ocoveveereeiiciien,
Preoptik alan.......e e
Ortabeyin.......ooccnnnee
Superior kollikulus ...........
Inferior kollikulus .............
Serebellum...vveeeveecriecienn,
Substantia nigra............
Pons..cconiiinc e
Periaquaduktal alan..........
Korteks.....ooviniiiccicninone
Hipokampus ..o

sar1 saptanan diger hayvanlarda ise EB gegisi kau-
dat niikleus, hipotalamus, talamus, kollikulus infe-
rior ve superior, ortabeyin, serebellum, substantia
nigra, ponsta ve sadece 1+ derecesinde oldukea ha-
fif olarak gozlendi (Sekil 2B). Akut grupla kargilas-
tinldiginda bu grubun kan-beyin engeli yikiminin
daha az ve yikim giddetinin de daha hafif oldugu
ortaya ¢tkmaktadar.

TARTISMA

Pentilentetrazol, bicuculin ya da elektriksel u-
varilar ile kan-beyin engeli permeabilitesinin arttig
birok calismada bildirilmistir.>” Konvulsif nébet-
lerde gbzlenen serebrovaskiiler permeabilite artisi-

Tekrarlanan doz PTZ

1
100 0 50 100

SEKIL 1
Nobetle olugsan kan-beyin engeli bozuklugunun yiizde (%) dagihim frekansi.

SEKIL 2

B

A. Tek doz PTZ uygulamasi sonrasi kan-beyin engeli bozuklugunun goriildiigii gesitli alanlar.
B. Giinagtrt tekrarlanan PTZ uygulamalars sonrasi daha az alanda ve daha hafif kan-beyin engeli agilimu.
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A

SEKIL 3
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B

Akut tek doz 55 mg/kg PTZ ile olugan kan-beyin engeli yikami: A. Talamus ve hipotalamusta yaygin EB gegisi, B. Se-

rebellum ve ponsta yogun EB boyanmasi.

nin daha ¢ok noronal hiperaktivite ile iligkili oldu-
gu, daha onceki bir ¢alismamuzda gosterilmistir.?
Bu ¢alismada 55 mg/kg PTZ nin tek doz uygulan-
mast ile tim hayvanlarda jeneralize tonik klonik
nobetlerin gelistigi ve buna baglt olarak serebrovas-
kiiler permeabilitenin arttig1 gosterilmistir. Pentilen-
tetrazol ile olugturulan tonik-klonik nobetlerin be-
yin sap1 yagﬂanyla yakindan iligkili oldugu belir-
tilmektedir.” Bu gozlem bulgularimiz ile uyum ha-
lindedir. Gozlenen nobet sikligs, siiresi ile etkilenen
beyin bolgelerinin de farkli oldugu net olarak gos-
terilmigtir. Cahsmamuzda Ozellikle tek ve tekrarla-
nan PTZ uygulamalariun gerek nobet siiresi, ge-
rekse kan beyin engeli agliminda farkliliklara yol
actif1 gosterilmektedir. Epileptik nébet aktivitesi
stivesi, tekrarlanan enjeksiyonlardan sonra akut
PTZ nobetlerine oranla kisalmig clarak bulunmusg-
tur. Bu sonug, Parades ve ark.'nin gosterdigi tekrar-
lanan doz PTZ uygulanmasiun epileptik aktivite
geligiminde bir toleransa yol actig1 bulgusunu dog-
rulamaktadir. Tolerans gelisimi, kan-beyin enge-
linin permeabilitesindeki gecici degisiklikler ve tek-
rarlanan enjeksiyonlar sonucu ilacin biyoyararla-
mmindaki farklihiklann clugsumu ile agiklanabilir.'?
Ayrica, tekrarlanan PTZ enjeksiyonlari sonucu ben-
zodiazepin reseptor sayisinda artig oldugu da bil-
dirilmistir.’"!? Tekrarlanan PTZ nébetleri sonucu e-
pileptik aktivitede gdzlenen kisalmaya, kan-beyin
engeli yikimmda bir azalmarmn eglik etmesi, merke-
zi sinir sistemindeki bazi enzim ve ndrotransmitter-
lerin sentezi, serbestleme ve re-uptake mekaniz-
malarinda da modifikasyonlarin etkili oldugunu
diigiindiirmektedir.'” Serebral damar endotel hiic-
relerinin seratonin, GABA, histamin ve P maddesi
gibi nérotransmitterler igin reseptorlere sahip ol-
mas1 bu modiilasyonu olas kilmaktadir. * Tek doz

PTZ uygulamas: preoptik alan, kaudat ntikleus, pu-
tamen, talamus, hipotalamus, ortabeyin, pons gibi
birgok beyinsap1 ve diger bazi diensefalon yapila-
rinda engel yikirmina yol agarken, tekrarlanan en-
jeksiyonlarin yalnzca bazi siganlarda hipotalamus,
talamus, kollikulus inferior ve superior, kaudat
nitkleus, ortabeyin, serebellum, substantia nigra
gibi bolgelerde oldukga hafif oranda yikima yol ag-
mast tolerans gelisimi ile agiklanabilir.
Konvulziyonlar sirasinda artan néronal aktivas-
yona bagl olarak eksitatér ve inhibitor norotrans-
mitter salintmindaki asirt artig serebral meta-
bolizmada bir artisa yol acar. Bu artis da, konvul-
siyonlar sirasinda sempatik sinirlerin vazokons-
triktdr cevabin azaltarak kan-beyin engeli tizerine
potansiyel koruyucu etkisini maskeler.* Serebral
kan akiminda otoregiilasyonun kaybi, kontrolsiiz
vazodilatasyon, interstisyel sividaki vazoaktif me-
tabolitlerin konsantrasyonundaki degismeler ayr
ayn ya da birlikte, serebrovaskiiler Spermeabilite de-
gismelerinde onemli olabilirler.™'® Tekrarlanan
PTZ uygulanamini takiben, inhibitdr ve eksitator
norotransmitter salimmmindaki degisiklikler, GABA-
benzodiazepin reseptor kompleksindeki degisiklik-
ler ve etkilenen beyin bolgelerinin duyarlilifinda
gozlenen farklhihiklar nébet siiresinin azalmasina ve
kan-beyin engeli yikimiun belirli beyin bolge-
lerinde sinirl kalmasina yol agan sebepler olabilir.”
Sonuglarimiz, tek doz ve tekrarlanan dozlarda
PTZ uygulanimunin kan-beyin engeli permeabili-
tesinde farkli agilima yol actigini, tek doz sonras
olusan nobetlerde epileptik aktivitenin gok sayida
beyin bélgesinde siddetli engel yikimma neden ol-
masina karsin, tekrarlanan PTZ uygulamasini taki-
ben olugan nibetlerin ise daha az sayida beyin bol-
gesinde hafif bir yikama yol agtiginm gostermigtir.
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