67

Penisilinle Epilepsi Olusturulan Sicanlarda Gyrus Dentatus
Graniiler Hiicre Tabakasindaki Hacim Degisiklikleri

Determination of Volume Changes in Dentate Gyrus Granulare Cell Layer

in Penicillin-Induced Epileptic Rats
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Amag: Deneysel olarak penisilinle epilepsi olustu-
rulan sicanlarda gyrus dentatus hacim degisiklik-
leri arastiriidi.

Calisma Plani: Calismada 12 adet, 16-20 hafta-
ik Sprague-Dawley cinsi disi sican (220-350 gr)
iki gruba ayrildi. Kontrol grubuna intrakortikal se-
rum fizyolojik, diger gruba ayni yolla penisilin-G
(500 IU) verildi. Bir hafta sonra ¢ikarilan beyinler
dondurmali mikrotomda donduruldu ve 150 pm
kalinlikta kesildi. Elde edilen histolojik kesitler he-
matoksilen-eosin ile boyandi. Kesitlerdeki gyrus
dentatus granuler hiicre tabakasinin mikroskop
g6runtist monitére aktarildi ve hacmi stereolojik
bir ydntem olan Cavalieri prensibine gére hesap-
land1.

Bulgular: Serum fizyolojik verilen sicanlara gére,
penisilinle epilepsi olusturulan sicanlarin gyrus
dentatus hacimleri daha bulyik bulunmasina rag-
men, aradaki fark istatistiksel olarak anlamh degil-
di (Mann-Whitney U-testi, p>0.05).

Sonucg: Deneysel epileptik nébetlerin beynin de-
gisik bdlgelerindeki etkilerini arastirmada néron
sayisi ile birlikte hacim degisikliklerinin de deger-
lendirilmesi objektif sonuglara ulagsmada katki
saglayacaktir.

Anahtar S6zciikler: Dentate gyrus/sitoloji; hastalik mo-
delleri, hayvan; elektroensefalografi; epilepsi’kimyasal
yolla olusturulan; hipokampus/fizyoloji/ilag etkileri; mik-
roskopi/yéntem; néron/ilag etkileri; penisilin G; si¢an.

Objectives: We investigated the changes in rat
dentate gyrus volume in a penicillin-induced
epilepsy model.

Study Design: The study included 12 adult
female Sprague-Dawley rats (220-350 gr) of 16 to
20 weeks. The animals were assigned to receive
either intracortical saline solution or penicillin G
(500 I1U). A week later, the brains were removed
and frozen in a cryostat. All tissues were sec-
tioned at 150 pm and stained with hematoxylen
and eosin. The sections were visualized under
light microscope and cell layer images of the den-
tate gyrus granulare were transferred to a moni-
tor. The volumes were quantified stereologically
using the Cavalieri ’s principle.

Results: The mean dentate gyrus volume of peni-
cillin administered rats was greater than that of
the control rats. However, this increase was not
statistically significant (Mann-Whitney U-test,
p>0.05).

Conclusion: The effects of experimental epilep-
tic seizure models on different areas of the brain
may be more objectively evaluated both by the
number of neurons and quantification of volume
changes.

Key Words: Dentate gyrus/cytology; disease models, ani-
mal; electroencephalography; epilepsy/chemically induced;
hippocampus/physiology/drug effects; microscopy/meth-
ods; neurons/drug effects; penicillin G; rats.
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Gyrus dentatus, formatio hippocampalis’i
oluflturan yapslardand>r.”! Formatio hippocam-
palis’i oluflturan yap»>lardan entorhinal korteks
ile afferent, hipokampus CA; alt bolgesi ile effe-
rent baglantlar> vardor.”! Hipokampus ile anato-
mik komfluluguna karfbbk histolojik ag>dan
farkl> bk gosterir. Hipokampus esas olarak pira-
midal néronlardan oluflurken, gyrus dentatusun
as| yap>sn> graniiler hiicreler oluflturur.” Gyrus
dentatus ve hipokampus histolojik olarak ug¢ ta-
bakadan olufimaktadsr. Ug tabakal> yap>s>ndan
dolay», bu bolgelerin hipereksitabilite gosterdigi
ve epileptik nébetlerde kolaybkla uyarlabildigi
ileri suralmufitir® Boylece, zaysf bir stimilas-
yon bile epileptiform aktiviteye neden olmakta-
dr. Bu yuzden epilepside ve deneysel epilepsi
modellerinde formatio hippocampalis ile ilgili
cok say>da cabflma vardsr.®¥

Gunumuzde epilepsinin ve epileptik nébet-
lerin fizyopatolojisinin daha iyi anlafblmas» igin
deneysel epilepsi modelleri gelifltirilmifitir.”
Cabflmamszda, deneysel epilepsi oluflturmak
icin kulland>g>m>z penisilin, epileptojenik bir
odak oluflturmakta ve fokal bafllay>p yay»larak
jeneralize tipe donuflen epileptik ndbetler orta-
ya pkarmaktadsr.”

Daha 6nce yapt g>m»z bir ¢alflmada, penisi-
lin ile deneysel epilepsi oluflturulan s>¢anlarda
gyrus dentatus noron sayslars hesaplanmfit."”

Epilepsi Cilt 9, Say» 2, 2003

Ancak, penisilin epilepsi modelinin gyrus den-
tatus granutler hiicre tabakas> hacmini nas| et-
kiledigi bilinmiyordu. Bu ¢abfimada, penisilin
ile meydana getirilen deneysel epilepsi sonucu
oluflan nébetlerin gyrus dentatus granuler ta-
baka hacmine olan etkisinin araflt>rslmas> amacg-
land>. Hacimler, objektif ve etkin bir stereolojik
ybntem olan Cavalieri prensibine gtre hesap-
land>.®

GEREC VE YONTEM

Cabfimada, Pamukklale Universitesi Deney
Hayvanlar> Laboratuar’ndan elde edilen 12
adet, 16-20 haftabk, Sprague-Dawley cinsi difli
s>¢an kullan>ld>. Cabflma dizenegi ile ilgili ola-
rak Etik Kurul onay>n>n abnmas>n>n ard>ndan
ss¢anlar standart laboratuvar koflullarnda (s»>-
cakbk 22 °C, 12 saatlik ayd>nbk-karanbk siklu-
su) beslendi ve hayvanlara yap>lan tum ifllem-
ler hijyenik kurallara uygun olarak, yar> steril
flartlarda gerceklefltirildi. S>¢anlar rastgele ola-
rak kontrol (n=6) ve penisilin (n=6) gruplarna
aynld>. Hayvanlar, intraperitoneal uygulanan
xylazine (10 mg/kg, Rhompun®, Bayer, Tirki-
ye) ve ketamin (90 mg/kg, Ketalar®, Parker Da-
vis, Turkiye) ile uyutulduktan sonra, stereotak-
si aletine yerlefltirildi. Kafa derisi vertikal ola-
rak kesildikten sonra bregma noktas> bulundu.
Kontrol grubuna intrakortikal olarak, bregma-
n>n sag>ndan, 2 mm posterior, 2 mm lateral ve 2

fiEK<L 1

S¢anda gyrus dentatus grantler tabakas>n>n >frk mikroskop gorinttst (H-E x 4).
GD: Gyrus dentatus; CA5-CA,: Hipokampus alt bolgeleri.
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mm derine uyacak koordinatlarda 0.1 ml serum
fizyolojik (%0.9 NaCl) ve penisilin grubuna ay -
n> yolla ve ayn> koordinatlarda penisilin-G (500
IU, 0.1 ml) verildi. Her iki grubun elektriksel
deflarjlar> EEG aleti ile kaydedildi. Bipolar EEG
kay»tlars, genel anestezi altbnda, iki ytzeyel gu-
mufl elektrodu kafa derisinde sag paryetal ve
mid-oksipital bolgeye ve bir referans (toprak)
elektrodu hayvamn kuyruguna konarak elde
edildi (kay>t duyarbbg>=20 pV/mm; kay>t kagt
h>z> 15 mm/sn.; TC=0.3 Hz, HF=70 Hz). Her iKi
grup icin, yedi ginluk bekleme sliresi sonunda
¢okarlan beyinler dondurmal> mikrotomda
(Leica CM3050) -50°C’de donduruldu. Dondur-
mal> mikrotom -15°C’ye ayarland> ve beyinler-
den 150 um kabnbkta yatay kesitler elde edildi.
Kesitler, hematoksilen-eosin ile boyand>.

Cavalieri prensibi ve hacim hesaplamalar>

Kesitler »flbk mikroskobuna (Nicon Eclipe E
600, N.A.=1.25) yerlefltirildi ve gyrus dentatus
granuler hicre tabakassn>n x 4 bUyutmedeki
mikroskop goruntusu bir video kamera (Hitac-
hi OSP Color Video Camera VK-C220E) kulla-
m>larak monitére (Sony Trinitron Color Video
Monitor PVM-14N1MDE) aktanld> (fiekil 1).
Her kesit icin gyrus dentatus grantler tabakas»>-

(@) Normal EEG

(b) Klonik ndbet

n>n monitér ekran>ndaki izduflimd, uygun bu-
yuklikteki parflomen kag>d>na ¢izildi. Bu ¢i-
zimler Gzerine, noktalar aras> uzaklb g> 6nceden
belirlenen “noktal> say>m cetveli”™**" rastgele
konularak gyrus dentatusun granuler tabakas>
Uzerine diflen nokta say»s> belirlendi. Bu ifllem
her kesitteki ¢izim igin U¢ kez tekrarland> ve g
say>m>n ortalamas> abbnd>. Boylece, her beyin-
den abnan kesitlerden elde edilen toplam nok-
ta say>s>» (Q) belirlendi. Kesitler aras>ndaki
uzakbg>n belirlenmesi icin her bir kesitin kabn-
>8> 6lctildii."” Daha sonra, kesitlerden elde edi-
len toplam nokta say»s> (Q’), noktal> say>m cet-
velinde bir noktan>n temsil ettigi alan ve kesit-
ler aras>ndaki uzakbk carp»larak, gyrus denta-
tus granuler tabaka hacmi hesaplands.

Cavalieri prensibine gére hacim hesaplama-

.[8,9,13]

lar> icin aflag>daki formul kullansld,

V= (Q)x(a)x(h)

V = Hacim (gyrus dentatus toplam hacmi).

Q = Noktal> say>m cetvelinde say>lan
toplam nokta say»>s».

a = Alan (Noktal> say>m cetvelindeki her
noktarsn temsil ettigi alan) (0.09 mm?).

h = Yukseklik veya kabnbk (iki kesit
aras>ndaki uzakbk).

(c) Tonik ndbet

100nv
1sn

fiEK<L 2

(a) «<ntrakortikal serum fizyolojik verilen s>¢canlardan ve (b, ¢) penisilin ile epilepsi
olufiturulan s>¢canlardan elde edilen EEG kay»t 6rnekleri.
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TABLO 1

«ntrakortikal serum fizyolojik verilen (kontrol) ve penisilin ile deneysel epilepsi olufiturulan s>¢anlarsn
s>¢anlar>n sol gyrus dentatus grantler tabaka hacimleri ve kullan>lan parametreler

Kontrol grubu

Penisilin grubu

S¢an 1 2 3 5 6 1 2 3 4 5 6
Q (Say>lan nokta say»s>) 201 92 163 229 178 189 229 109 169 231 167 104
a (Noktal> say>m cetvelinde bir 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 009 0.09 0.09
noktan>n temsil ettigi alan, mm?)

V (Hacim, mm°) 217 199 176 288 224 238 227 235 197 291 21 271

BULGULAR

<ntrakortikal serum fizyolojik verilen kont-
rol grubundaki s>¢anlarsn EEG kay»tlarnda
elektriksel aktivitede bir degifliklik gozlenme-
di (fiekil 2a). <ntrakortikal penisilin verilen s»-
canlarda ise enjeksiyondan 2-3 dakika sonra
nobetler gézlendi (fiekil 2b, c).

Serum fizyolojik verilen s>¢anlarn sol gyrus
dentatus hacmine (ort. hacim=2.24+0.38 mm°) go-
re penisilin epilepsi modeli olufiturulan s>¢anlarn
sol gyrus dentatus hacmi (ort. hacim=2.38+0.36
mm’) (Tablo 1) daha buytik gérinmesine ragmen,
aradaki fark istatistiksel olarak anlaml> degildi
(Mann-Whitney U testi, p>0.05).

TARTIfiMA

Gyrus dentatus ve hipokampus, filogenetik
olarak “archiocortex”in esas k>sm>n> olufltu-
rurlar. Histolojik olarak, diger korteks yap»lar
alt tabakal> olmas>na karfbn, bu korteks bolge-
si ti¢ tabakal>ds>r.™ Ug tabakal> yap>s>ndan do-
lay> bu bolgenin hipereksitabilite gésterdigi ve
epileptik ndbetlerde kolaybkla uyarlabildigi
belirtilmifitir.? Epileptik nobetler, hipokam-
pusta geri donufli olmayan néron kayb>na ne-
den olmaktad>r."*® Geri doniiflii olmayan htic-
re kayb>, CA; ve CA; piramidal hiicrelerinde
yaygrnd>r. Ancak, gyrus dentatusun granutler
hucreleri ve CA, piramidal htcreleri, bu hiicre
kayb>na rolatif olarak dayan>kbdsr."**? Buna
uyumlu olarak, daha 6nce yapt§>m»z ¢abfima-
da, penisilin ile olufiturulan deneysel epilepsi
sonucu gyrus dentatus granuler hiicre say»s>n-
da onemli bir degifliklik bulunmamsfitsr.” An-
cak, penisilin epilepsi modelinde, gyrus den-
tatustaki degiflikliklerin tan-mlanmas>nda né-
ron say>larn>n yan> s>ra hacim degifliklikleri-

nin de bilinmesi 6nemlidir. Bu ¢al>flmalar> g6z
onune alarak, ¢cal>flmam»>zda penisilin epilepsi
modeli sonucu oluflan nébetlerin gyrus denta-
tus hacim degiflikliklerine etkisini arafitbrmay»
amagcladk.

Epilepside gyrus dentatus grantler hucre
yay>Imas> (dispersion) ve mossy liflerin filiz-
lenmesinin (mossy fibre sprouting) gozlendigi
bildirilmifitir."™ Granuler hiicre yay>Imas>, ge-
nifllemifl bir grantler tabaka (stratum granulo-
sum) ile karakterizedir." Bu olay>n mekaniz-
mas> tam olarak ayd>nlatlamamyflt>r. Bir hipo-
teze gore, néron go¢l sonucu anormal diizen-
lenme ve grantler hiicrelerin ektopik pozisyo-
na gelmesi bu genifllemede rol oynamakta-
d>r."™ Cabflmamszda, penisilin verilen s>canla-
rn gyrus dentatus hacminde bir art>fl gézlen-
mifltir. Bu sonug, grandler hiicre yay>Imas> ne-
deniyle ortaya ¢>kmofl olabilir. Ancak, penisilin
ve kontrol gruplar> aras>ndaki farkb>bk istatis-
tiksel olarak anlaml> bulunmamoflt>r.

Bizim ¢abflmam»zda, deneysel epilepsi olufl-
turmak icin penisilin kullanlmyflr. Penisilin
kimyasal olarak konvulsiv bir ajandsr.*** Parsi-
yel nobetlerin oluflturulmas»>nda, topikal olarak
kullanslan penisilinden yararlanlabilir. Korti-
kal ylzeye uygulanan penisilin ile akut parsi-
yel (akut fokal) epilepsidekine benzer EEG’ler
kaydedilebilir."**! Merkezi sinir sisteminde
GABA inhibitor, glutamat eksitatér 6zellikteki
norotransmiterlerdir. GABA aracyl> inhibisyo-
nun zay>flamas», epileptik nébetin yay>lmas>n-
da 6nemli bir etkendir.”? Fokal epilepsi, beyin
korteksindeki azalm>fl GABA arac>l> inhibisyon
ve glutamata bagl> eksitasyon etkisiyle olu-
flur” Penisiline bagl> epileptik nobet, korteks-
teki GABA inhibisyonunun azalmas> ve gluta-
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[17,19,22-24]

mat salg>s>rn>n artmassyla oluflmaktadsr.
Ayn-ca, penisilinin, GABA etkisini bloke ettigi,
non-spesifik bir GABA antagonisti olabilecegi
ve GABAerjik etkiyi zaysflatarak konvulsiv etki
olufiturabilecegi duflintimektedir.”** Penisili-
nin olufiturdugu epileptiform aktivite, fokal
bafllay>p yay>larak jeneralize olmas> flekliyle
klinikteki grand mal epilepsiye benzer bir tab-
lo olufiturmaktadsr.®

Cabflmamszda, penisilin ile deneysel epilep-
si oluflturulan s>¢anlarsn gyrus dentatus granu-
ler hiicre tabakas>nda anlaml> bir hacim artfl
bulunmamyfltr. Penisilin grubu s>¢anlarda ha-
cimde artfl goértlmesi, ancak bunun istatistik-
sel olarak anlaml> bulunmamas> penisilin ile
olufiturulan epileptik nobetlerin tipine bagl
olabilir. Aynrca, bu sonug, gyrus dentatusun
histolojik yaps>s>ndan dolay» epileptik ndbetler-
de kolay uyanlabilmesine ragmen, granuler
hicrelerin geri donifli olmayan hiicre kaybyna
diger formatio hippocampalis bolgelerine gore
daha dayan>kl> olmas> ile ag>klanabilir. Deney-
sel epileptik nobetlerin beynin degiflik bolgele-
rindeki etkilerinin araflbrslmassnda néron say»-
m> ile hacim degiflikliklerinin birlikte ele albn-
mas> objektif degerlendirmelerin yap>Imas>na
yard>mc> olacakbr.
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