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OZET

Eksitator aminoasitler (EAA) santral sinir sisteminde sinap-
slarda iletimin yayilmasint saglayan, bir¢ok nérolojik
hastaligin fizyopatolojisinde rol alan norotransmitterlerdir.
Kainik asit (KA), bir glutamat analogu olup giiclii néroeksitan
ve norotoksindir. KA’in eksitasyonuna karst en duyarli alanin
hipokampusun CA3 ve CAl bélgeleri oldugu sanilmaktadir.
Sicanlarda KA’in neden oldugu beyin hasarina karsi bir
NMDA antagonisti olan MK-801’in noroprotektif etkisi
bildirilmigtir.

KA’in intrahipokampal olarak verildigi ¢alismamizda, 1.
gruba KA+serum fizyolojik, 2. gruba KA+MK-801 verildi. 3.
gruba cerrahi islem yapildiktan sonra hicbir ila¢ uygulan-
madi. Sicanlar, ila¢ verilmesinden 24 saat sonra dekapite
edilip, beyinleri patolojik ¢calisma ile incelendi.

Calismamizda, bir eksitatér aminoasit antagonisti olan MK-
801’in KA’in verilmesinden sonra olugsan noron kaybini ve
glial hiicre proliferasyonunu azalttigi gozlendi.

Anahtar kelimeler: Deneysel beyin hasari, kainik asit, MK-
801

SUMMARY

Neuroprototective Effect of MK-801 on Experimental
Brain Damage Model Induced By Kainic Acid in Rats

Synaptic transmission in the central nervous system is sup-
plied by chemical agents knows as neurotransmitters. Kainic
acid is a strong neuroexcittory agent in brain which increase
releases excitatory acids such as glutamate and aspartate. MK-
801 in neuroprototective agent which reduces the effect of
MK-801 on brain damage induced with kainic acid.

In this study 25 rats were divided into three groups. Kainic
acid was given in the hipocampus. The first groups was given
kainic acid+saline, the second group was given kainic
acid+MK-801 (as intraperitoneal) and the third group were
given any pharmacologic agent.

In the study, we concluded the MK-801 is moderately effec-
tive on brain damage induced by kainic acid in rats.

Key words: Experimental brain damage, kainic acid, MK-801

Eksitator aminoasitler (EAA), santral sinir sistemi si-
napslarinda iletinin yayilmasinda, bir¢cok nérolojik has-
taligin fizyopatolojisinde rol alan nérotransmitterlerdir
(19), Giiniimiizde bircok EAAten sdz edilmekle birlikte
birer dikarboksilik aminoasit olan glutamat ve aspartat,
temel eksitator norotransmitterler olarak kabul edilmek-
tedir (3.6.10), Prensip olarak santral sinir sisteminde si-
naptik ileti L-glutamat iizerinden olmaktadir (6.7.10),
EAA’larin postsinaptik membrandaki etkileri ve sinap-
tik yanit, s6z konusu aminoasitlerin postsinaptik mem-
bran yiizeyinde bulunan belli reseptorlerle etkilesimleri
sonucunda gelismektedir (4:0),

Kainik asit (KA), bir glutamat analogu olup, gii¢lii no-
roeksitan ve norotoksiktir (6:11-17) Eksojen bir EAA
olarak, antihelmintik etkili Japon su soyunu “Digenea
Simplex” ten izole edilmistir (6.14), Radyoligand
baglanma caligsmalari ile KA reseptorlerinin hipokam-
pus, serebral korteksin derin tabakalari, korpus sitriya-
tum, talamusun retikiiler nukleusu ve serebellumun

graniil hiicre tabakasinda bulundugu gosterilmistir
(4,6,18)

KA, postsinaptik reseptorleri aktive ederek Na*t iyonu-
nun hiicre icerisine girmesiyle néronun depolarizasyo-
nunu gerceklestirir (4:8). Ayn1 zamanda, presinaptik yer-
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lesimli glutamat ve aspartat reseptorlerini de aktive ede-
rek EAA’lerin (muhtemelen glutamatin) salinimini sag-
lanmaktadir. Glutamatin salinimu ile aktive olan NMDA
reseptorleri, hiicre igerisine Nat ve Ca** iyonlarinin
girmesini saglayarak siddetli depolarizasyon olusturur
(17.19), KA’in sistemik veya intraserebral olarak veril-
digi deneysel caligmalarda, insanlardaki temporal lop
epilepsisine benzerlik gosteren, sonunda parsiyel veya
jeneralize statusa doniisen limbik epileptik nobetlere ve
belirgin beyin hasarma yol actig1 gosterilmistir (12-29),

KA’in intraserebral (2.5 pg/1 pL niikleus kaudatus’a)
veya sistemik verilmesinden sonra (3 mg/kg iP) en er-
ken 4. saatte yapilan noropatolojik incelemede, hipo-
kampusun piramidal hiicrelerinde sisme, kromotolizis,
hiperbazofilik sitoplazma, nukleusta degisik oranlarda
mikrovakuolizasyon, zayif hiicresel procesle karakterize
kisa, bodur hiicre govdesi olan Alzheimer Tip II hiicre-
leri, Nissl cisimcik kaybi1 ve glial hiicrelerde artig goriil-
mektedir 303D,

KA’in siganlara sistemik veya intraserebral olarak veril-
mesiyle hipokampusun CA3, CA4 ve CAl bolgelerinde
piramidal hiicre kayb1 oldugu halde CA2 piramidal hiic-
releri, dentate girusun graniil hiicre ve fibrilleri olay ¢ok
ciddi degilse saglam kalmaktadir (13, KA’in hipokam-
pusda noronlarda hiicre kaybi, gliozis ve fasya dentate-
nin supragraniiler tabakasindaki graniil hiicrelerin
mossy fiber’larinin filizlendigi bildirilmistir 32,

Siganlarda KA’in neden oldugu beyin hasarina karsi,
MK-801’in amigdala, piriform korteks, talamus ve hi-
pokampusun CA1 alanlarinda noroprotektif etki goster-
digi ve aym1 zamanda KA’e bagli epileptik aktiviteyi
azalttigr saptanmigtir. NMDA antagonisti olan bu ajanin
bu etkisi KA’in olusturdugu beyin hasarinda NMDA
reseptorlerinin roliinii desteklemektedir (32),

MK-801, [(+)-5-metil-10, 11-dihidro-5H-dibenzo(a,d)
siklohepten-5-imin maleat] en potent non-kompetitif
NMDA antagonistidir (4:33-38), Lipofilik bir amin olan
MK-801 kan-beyin bariyerini iyi ge¢cmektedir. Son
zamanlarda yapilan deneysel ¢aligmalar ile MK-801’in
antikonviilsan etkilerinin yaninda anksiyolitik, sem-

patomimetik ve noroprotektif etkileri de bildirilmistir
(33-38).

Wong ve ark., otoradyografik yontemlerle, siganlarda
MK-801’in baglanma bdlgelerini gostermistir. MK-

801’in en fazla yogunlukta baglandig1 bolgeler, hipo-
kampusun CA1 alani, serebral korteksin derin tabakalar
ve dentat girusun molekiiler tabakalaridir 34,

MATERYAL ve METOD

Bu ¢alismada ortalama agirliklar1 300-450 g olan 25 adet
Spraque-Dawley tiirii erigkin erkek si¢an kullanildi. Tiim
sicanlarin bakimi, calismadan 5 giin 6nce merkezden alinarak
sicakligr (18°C-24°C) ve giin 15181 (12 saat karanlik, 12 saat
aydinlik) kontrollii odada, 4-6 saat kadar bir kafeste olacak
sekilde, su ve yem alimlar1 serbest birakilarak yapildi. Bu siire
icinde sicanlarda herhangi bir epileptik nobet formu saptan-
madi.

Cerrahi islem : Her bir sicanin sag hipokampusunun CA1
bolgesine ila¢ enjeksiyonu saglayan kaniil yerlestirmek
amaciyla pentobarbital (PB) anestezisi altinda cerrahi girisim
uygulandi. PB 40 mg/kg dozunda sicanlarin arka ekstremi-
telerinin hizalarindan periton icine yapildi ve 20 dk kadar bek-
lendi. Daha sonra her bir sigan stereotaksik alete yerlestirildi.
Sicanin kafasi, kulaklarindan ve ¢enesinden gecen vidalarla
sabitlestirildi. Kafas1 tiraglandiktan sonra, orta hat hizasindan
yapilan insizyonla periost kaldirilip, siganin bregmasi sap-
tandi. Bregma referans noktast alinarak Paxinos-Watson
stereotaksik sican beyin atlasindan (1986) hipokampusun CA1
bolgesinin (AP:5.8, L:5.4, V:7.6) koordinatlar1 saptandi. Bu
bolgelere disci matkabiyla burrhole acildi. Sag hipokampusun
CA1 bolgesine 20 no’lu paslanmaz ¢elik igneden hazirlanmig
10 mm uzunlugundaki kaniil, alt ucu kafatas: yiizeyinden 7.6
mm derinlige girecek sekilde ve dik olarak yerlestirildi. Ustte
kalan kisim ise disci akriligi ile kafatasina tutturuldu. Cerrahi
islemlerin sonunda siganlar tek olarak kafeslere yerlestirilerek,
anesteziden cikmalart ve anestezik maddenin etkilerinin
ortadan kalkmasi i¢in 24 saat kadar bekletildi.

Tlaclar: Kainik Asit (Siama); 20 pl’de 2 pg olacak sekilde %
0.9’luk NaCl cozeltisi icinde ¢oziildii. NaOH ile pH 7.2°ye
ayarlandu. Tlag sag hipokampusun CA1 bolgesine verildi. MK-
801 (Merck-Sharp-Dohme) 1 mg/kg olacak sekilde % 0.9’luk
NaCl ile ¢oziildiikten sonra 32, kainik asit uygulamasindan 30
dk once intraperitonal uygulandi.

Resim 1. Hipokampusun CA3 bélgesinde iskemik degisiklige
ugramamis, normal noronlar goriiliiyor (Sham Grubu) H.E.
boyasi X100.
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Resim 2. Hipokampusunun CA1 bolgesindeki noronlarda iskemik
degisiklikler ve arada saglam néronlar goriililyor (Sham Grubu)
H.E. boyas1 X100.

i

Resim 3. Hipokampusun CA1 bolgesinde MK-801 tarafindan
korunmus noronlar ve bazi néronlarda minimal iskemik degiskik-
ler goriiliiyor H.E. boyas1 X100.

Calismaya alinan siganlar, kontrol (serum fizyolojik+KA),
calisma (MK-801+KA) ve sham grubuna ayrildilar :

Kontrol grubu: Bu grupta 10 adet si¢an kullanildi. Her bir
sicana 1 cc serum fizyolojik (SF) 1.P. uygulandi. SF uygulan-
masindan 30 dk sonra sag hipokampusun CA1 bolgesine ko-
nulmus kaniile, icinde enjekte edilecek kainik asidin bulundu-gu
15 cm uzunlugunda PE 10 (polietilen) tiipii araciliiyla 25 pl
hacimli Hamilton mikroenjektore baglanmis 25 numaralik
paslanmaz celikten yapilmig diger bir enjeksiyon probu ta-kildi.
Bu yolla PE 10 tiipii icindeki kainik asit, Hamilton mik-roenjek-
torii ile sican uyanikken 2 pg/20 pl dozunda siganin sag
hipokampusana verildi. 24 saat sonra sicanlar dekapite edilerek,
patolojik calismaya alind1.

Calisma grubu: Bu grupta 10 sican caligmaya alindi. Tim
sicanlara MK-801 1 mg/kg dozunda IP olarak uygulandi. MK-
801 veriliminden 30 dk sonra sag hipokampusa 2 pg/20 pl do-
zunda kainik asit verildi. Kainik asit uygulanmasindan 24 saat
sonra sicanlar dekapite edilerek, noropatolojik ¢aligmaya alindi.

Sham Grubu: 5 adet sican sadece cerrahi islem yapildiktan

sonra hi¢ bir ilag verilmeden 24 saat sonra dekapite edilerek,
noropatolojik ¢aligmaya alindi.
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Isik Mikroskopu: Dekapitasyondan sonra, beyin kranyal kavit-
eden c¢ikartilarak, 151k mikroskobu ¢alismalar1 i¢in % 10’luk
formaldehit fiksasyonuna alindi. Hipokampal bolgeden Hip-
pokampal bolgeden alinan doku ornekleri alkol, formal, ksilol
ve parafinden 4-8 p kalinlifinda enine kesitler alinarak, 11k
mikroskobunda incelenmek iizere hematoksilen-eozin boyasi ile
boyandi.

SONUCLAR

Kontrol grubu : Bu gruptaki si¢anlarin beyinleri KA
veriliminden 24 saat sonra histopatolojik olarak incelendi.
Sigcanlarin tiimiinde bilateral hipokampusun CAl, CA3
bolgelerinde ve amigdalada, ileri derecede néron kaybi ve
glial hiicre proliferasyonu gozlendi. Ayrica noronlarin nii-
velerinde kii¢iilme, hiperkromatik boyanma ve stoplaz-
malarinda daralmayla birlikte koyu eozonofilik boyanma
saptandi. Tiim sicanlarda noron kaybi, bilateral hipokam-
pusun CA3 bolgesinde diger bolgelere gore daha fazla
idi. Sag hipokampusun CA1 bolgesindeki noron kaybinin
kars1 hipokampusun CA1 bolgesine gore daha belirgin
oldugu gozlendi.

Calisma Grubu: Bu gruptaki sicanlarin tiimiinde beyin-
lerinin histopatolojik incelenmesinde, bilateral hipokam-
pusun CA1, CA3 bolgesinde ve amigdalada orta derecede
noron kaybi ve glial hiicrelerde artis1 gozlendi. Hipokam-
pusun CA1 ve CA3 bdlgelerinde ndron kaybi ise esit
orandaydi. Ancak sag hipokampal CA1 bolgesinde ise
noron kaybinin karst CA1 bolgesine gore belirgin oldugu
gozlendi.

Kontrol ve calisma gruplarinin histopatolojik bulgulari
karsilastirildiginda, calisma grubunda noron kaybinin da-
ha az oldugu gozlendi.

Sham Grubu: Bu grupta ¢alisilan 5 sicanin tiimiinde ka-
niiliin takili oldugu hipokampusun CA1 bolgesinde ka-
niiliin yaptig1 travmaya bagli olarak minimal noron kaybi
disinda birsey goriilmedi.

TARTISMA

KA, akut ve kronik epilepsi modellerinde, hem limbik,
hem de jeneralize epileptik nobet olusturan ve ayni
zamanda beyin hasarinin incelenmesinde kullanilan néro-
toksik bir ajandir. KA bu etkilerini, eksitator sistemin et-
kisini aktive ederek gostermektedir 3-39). Ayrica, KA’in
sicanlarin limbik yapilarinin matiirasyonuna gore,
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olusturdugu epileptik nobetleri tipi, siddeti ve beyin ha-
sar1 degisiklik gostermektedir (12.1940) KA, immatiir si-
canlarda ciddi jeneralize epileptik nobetler olusturmasina
karsin; limbik nobetleri ve patolojik bulgular1 olusturmasi
erigskin sicanlardaki kadar belirgin degildir (12,15, Beyin
hasar1 modellerinde kedi, kopek, maymun, tavsan, sican
gibi memeli hayvanlar kullamilmistir. Ancak sican, ucuz
olmasi, kolay bulunmasi, kii¢iik olmasi nedeniyle iistiinde
daha kolay calisilmasi ve limbik yapilarinin nisbeten ge-
lismis olmasindan dolay1 bazi arastirmacilar tarafindan
tercih edilmektedir (3-394D. Bu nedenlerden dolay1 yapti-
gimiz calismada beyin hasart ajani olarak KA’i sectik ve
KA’i erigkin sicanlarda intraserebral olarak uyguladik.

Eriskin si¢anlarda, sistemik veya intraserebral verilen
KA, hipokampusun CA3 bolgesinde belirgin olmak iizere
hipokampusun CA4, CAl, lateral septum ve amigdalada
beyin hasarina neden olmaktadir. Bu beyin hasari, KA ve-
rilmesinden sonra en erken 4. saatte histopatolojik olarak
tespit edilmektedir (13-30.31) Bir ¢ok aragtirmaci tarafin-
dan, siganlara sistemik veya intraserebral olarak verilen
KA’in hipokampusun CA3 bélgesinde belirgin néron
kaybina, glial hiicre proliferasyonu ve graniil hiicre taba-
kasinda “mossy fiber”larin filizlenmesine neden oldugu-
nu gostermiglerdir (12:15,23.28.32) Bizim calismamizda da
bu literatiirlerle uyumlu olarak; kontrol grubundaki tiim
siganlarda, ozellikle bilateral hipokampusun CA3 bolge-
sinde ve CA1l amigdalada noronlarda niivede kiiciilme,
hiperkromatik boyanma, sitoplazmada koyu eozinofilik
boyanma ve daralma saptandi. Bu iskemik noron degisik-
likleri ile beraber bu bolgelerde noron kaybi ve glial hiic-
relerde artis hipokampusun CA3 bolgesinde belirgin ol-
mak iizere tesbit edildi. Ayrica, enjeksiyon uygulanan sag
hipokampusun CA bolgesindeki hiicre kaybi, karsi CAl
bolgesine gore fazlaydi. Bunun nedeni, KA’in bu bolgeye
lokal olarak uygulanmasinin disinda buraya yerlestirilmig
olan kaniiliin yapti81 travmaya da baglandi. Calismamiz-
da kontrol grubundaki tiim si¢anlarda, hipokampusun
CA3 bolgesindeki belirgin noron kaybinin, KA reseptor-
lerinin en fazla bu bolgede bulunmasina bagli olabilecegi
diisiiniildii.

Cronin ve Dudek (42), sicanlarda KA’in sistemik (14
mg/kg IP) verilmesinden sonra 4. haftada beynin histopa-
tolojik incelenmesinde, fasya dentatenin supragraniiler
tabakasindaki “mossy fiber’larin filizlenlendigini goster-
miglerdir. Caligmamizda ise “mossy fiber’larin filizlen-
digini gosteremedik. Bu uyumsuzluk, bizim caligma-
mizda beynin histopatolojik incelemesini, KA’i uygula-

diktan 24 saat sonra yapmamizdan kaynaklaniyor olabilir.

Sicanlarda sistemik olarak verilen KA ile olusturulmus
beyin hasarina karst MK-801’in 1 mg/kg dozunda (KA
veriliminden 30-60 dk. 6nce) amigdalada, hipokampusun
CA1 bolgesinde, priform kortekste, talamusda koruyucu
etkisi gosterilmistir. Ancak, hipokampusun CA3 bolge-
sinde ve lateral septumda ise bu etki gosterilememistir.
Foster ve ark. 43); MK-801’in ¢ok yiiksek dozlarmn (10
mg/kg) bile hipokampusun CA3 ve CA4 bolgesinde
KA’in olusturdugu beyin hasarina karst koruyucu etkisi-
nin olmadigin saptamiglardir. Bizde ¢alismamiza; KA’in
neden oldugu beyin hasarinin, MK-801 tarafindan kismen
korundugunu goézledik. Bu koruma, hipokampusun CAI,
CA3 bolgelerini ve amigdalay1 kapsiyordu. Calismamiz-
da, 6zel boya kullanmayip néronlar1 saymadigimizdan
dolay1 hipokampusun CA1 ve CA3 bolgeleri arasinda ise,
belirgin fark saptayamadik.

Sicanlarda KA’in sistemik olarak (10-12 mg/kg) verilme-
siyle % 100 oraninda status epileptikus ve % 71 oraninda
mortalite gézlenmistir. Kulkarni ve ark. 44); 5 pg ICV
KA verdikleri siganlarda % 67, 10 pg ICV verilen sigan-
larda ise % 100 mortalite saptamiglardir. Bizim caligma-
mizda ise kontrol grubumuzdaki sicanlarda % 93.3 ora-
ninda status epileptikus ve % 26.6 oraninda mortalite
gozlendi. Calismamizda status epileptikus ve mortalite
oranlarmin daha diisiik olmasinin nedeni, KA’i 2 pg do-
zunda vermemize bagli olabilir. Kulkarni ve ark. 44); KA
verdikleri sicanlarda MK-801’in mortaliteyi % 100 iken,
% 43’e diisiirdiigiinii saptamiglardir. Bizim ¢alismamizda
da MK-801, sicanlarin yasam siirelerini uzatirken morta-
liteyi onledi.

MK-801’in yan etkileri, dissosiyatif anestezik bir ilag
olan fensiklidinin olusturdugu klinige benzerlik goster-
mektedir. MK-801, kemirgenlerde sallanma, koklama,
diisme, bas hareketleri gibi stereotipik hareketlere ve
ataksiye neden olabilir (37:45:46), Deneysel ¢aligmalarda,
MK-801’in yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi icin 1 mg/kg
yeterli doz olarak bildirilmistir 45, Bizim ¢aliymamizda
da literatiirle uyumlu olarak MK-801 verilen sicanlarda,
yaklagik 15-20 dk sonra baslayan ataksi, yerde siiriinme,
bas sallama ve koklama hareketleri gibi stereotipik hare-
ketler dikkati cekmistir.

Sonug olarak, ¢aligmamizda intrahipokampal KA verilen

sicanlarda KA’in neden oldugu beyin hasarini, MK-
801’in tam olarak onlemedigini, fakat orta derecede etkili
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oldugunu soyleyebiliriz. Ancak, bu konuda MK-801’in
etkisini arastiran daha kapsamli ¢aligmalara gereksinim
oldugunu diistinmekteyiz.
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