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SICANLARDA INTRAHIPOKAMPAL KAINIiK
ASIT ILE OLUSTURULAN DENEYSEL
EPILEPSi MODELI UZERINE MK-801 iN
ANTIKONVULSIF ETKISi
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Santral sinir sisteminde sinaptik ileti nérotransmitter olarak bilinen kimyasal maddeler tarafindan

saglanir. Kainik asit beyinde gii¢lii bir noroeksitan ajan olup glutamat ve aspartat gibi eksitatér aminoasitlerin
salinimunt saglar. MK-801 ise eksitator aminoasitlerin etkisini azaltarak antikonviilsan etkili olan bir ajandir.
Kainik asit tarafindan olugturulan nobetler tizerine MK-801’in antiepileptik etkisinin incelenmesini amaclayan bu
calismada Uli¢ gurupta 15%r sigan alind:. Kainik asitin intrahipokampal olarak verildigi calismamizda 1. guruba
kainik asit+serum fizyolojik, 2. guruba kainik asit+MK-801 verildi ve 3. gurubada cerrahi islem yapildiktan sonra
herhangi bir ilag uygulanmadi. Yapilan bu islemlerin éncesi ve sonrasinda klinik gozlem ve stirekli EEG

cekimleri yapilarak elde edilen skorlar kaydedildi. Calisma ve kontrol guruplarinda nébet baglama stireleri, ndbet

skorlart ve EEG skorlart arasinda istatistiki olarak anlamli fark tespit edildi. Calismada kainik asit tarafidan
olusturulan klinik nébet ve elektrofizyolojik nobet aktiviteleri tizerine MK-801 in goreceli olarak etkili oldugu
sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Deneysel epilepsi, Kainik asit, MK-801.

Anticonvulsive Effect Of Mk-801 On Experimental Epileptic Model Induced By Kainic Acid In
Rats
Synaptic transmission in the central nervous system ise supplied by chemical agents known as
neurotransmitters. Kainic acid is a strong neuroexcitatory agent in brain which increase releases excitatory amino
acids such as glutamate and aspartate. MK-801 is an anticonvulsant agent which reduces the effects of excitatory
amino acids. Our aim was to investigate antiepileptic effects of MK-801 on seizures induced by kainic acid. In
this study 45 rats were divided into three groups. Kainic acid wase given in the hipocampus. The first group was
given kainic acid+saline, the second group was given kainic acid+MK-801 (as intraperitoneal) and the third
group was served as the control. EEG recording and clinical seizure observation had done before and after these
procedures and all scores were recorded. In the study and control groups it was established statistically
important differences between seizure starting period, clinical seizures and EEG scores.
In this study, we concluded that MK-801 is moderately effective on clinical and electrophysiolgic

seizure activities induced by kainic acid in rats.
Key Words: Experimental epilepsy, Kainic acid, MK-801.

Son 20 yildir giderek artan sayidaki deneysel ca- sitasyonuna kargt en duyarli olan alanin Hipokampusun
lismalar, Santral Sinir Sistemi (SSS) sinapslarinda iletinin CA3 ve daha sonra CA4 bolgesi oldugu sanilmaktadir. KA;
yayilmasi icin Eksitatér Amino Asit (EAA) (Glutamat, As- postsinaptik reseptorleri aktive ederek Na+ iyonunun
partat) olarak bilinen nérotransmitterlerin kullanildigins hiicre icerisine girmesiyle néronun depolarizasyonunu
ve bu nérotransmitterlerin bircok nérolojik hastaligmn pa- gergeklestirir (3,7). Aynt zamanda presinaptik yerlesimli
tofizyolojisinde rol aldiklanim gostermistir (8,10,3). glutamat ve aspartat reseptérlerini de aktive ederek

EAA’lerin (muhtemelen Glutamat'm) saliumini sag-

Kainik asit (KA) bir glutamat analogu olup gticlii no-

roeksitan ve norotoksindir(9,12). Kainik asidin ek- lamaktadir (1,9.

KA'in sistemik veya intraserebral olarak verildigi de-
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MK-801 ((+)-5-Metil-10-11-dihidro-5-h-dibenzo (a,d,)
siklohepten-5,+10-imin maleat) NMDA antogonisti olup
en fazla yogunlukta baglandig bolgeler hipokampusun
CA1 alani, serebral korteksin derin tabakalan ve dentat
girusun molekiiler tabakalandir (3,11).

Bu calismada sicanlarda kainik asidin  int-
rahipokampal uygulanmast sonucunda olusan deneysel
epilepsi modeli tizerine bir eksitatér aminoasit antogonisti
olan MK-801'in antikonvulzif etkisinin klinik ve elekt-
rofizyolojik olarak incelenmesi amaglanmugtir.

MATERYAL-METOD

Bu calismada ortalama agrliklarn 300-450 g olan 45 a-
det Spraque-Dawley tiirii erigkin erkek siganlar kullandd.
Tiim stcanlar calismadan 14 giin énce U.U. Deney Hay-
vanlan yetistirme merkezinden alinarak 18-24 °C st-
caklikta ve giin 15181 (12 saat karanlik, 12 saat aydinlik)
kontrollii odada 4-Gsaat kadar bir kafeste olacak sekilde
su ve yem alimlar serbest birakilarak yapild:.

Cerrahi Islem: Her bir si¢anin sag hipokampusunun
CA1 bolgesine ilag enjeksiyonu saglayan kandil, bilateral
frontal ve paryetal korteks bolgelerine de EEG kayd: ya-
pilabilmesi icin dural elektrot yerlestirmek amact ile pen-
tobarbital (40 mg/kg L.P) verilerek anestezi saglandi. Ta-
kiben her sican stereotaksik alete yerlestirildi. Sigarun ka-
fast, kulaklarindan ve cenesinden gecen vidalarla sa-
bitlestirildi. Kafast traglandiktan sonra, orta hat hizasindan
yapilan insizyonla periost kaldmlip, sicanin bregmast
saptandi. Bregma referans noktas: alinarak Paxinas-
Watson stereotaksik sican  beyin atlasindan  hi-
pokampusun CA1 bolgesinin, frontal ve pariyetal kor-
teksin koordinatlan saptandi. Bu bolgelere dis¢i matkabt
ile burr hole acildi. CA1 bolgesine 20 nolu paslanmaz ce-
lik igneden hazirlanmig 10 mm uzunlugunda kantil yer-
lestirildi. Cerrahi islem sonrast tim siganlar 3 giin bek-
letildi. EEG kayd: 8 kanalli Nihon-Kohden marka elekt-
roensefolografi cihazi ile yapild.

flaglar: Kainik asit (Sigma): 20 I'de 2 g olacak sekilde
%0.9'luk NaCl .¢ozelisi iginde ¢oziildi. NaOH ile pH:
7.2°ye ayarland. Ilag sag hipokampusun CA1 bolgesine
verildi. MK-801 (Merck-Sharp-Dohme): 1 mg/kg olacak
sekilde %0.9'luk NaCl ile ¢oziildiikten sonra kainik asit
uygulamasindan 30 dakika once IP olarak verildi.

Calismamiza alinan herbir sican nobet formlarina gére
degerlendirildi.

Nobet Skoru

Skor 0 - Degisiklik yok.

Skor 1 - Paroksismal "wet shake" (dakikada 2 den
fazla silkinme)
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Skor 2 - Bas hareketleri (agagtya, yukartya)

Skor 3 - On ayaklarda tremor ve klonus (Limbik motor
nobetler)

Skor 4 - Postural kontrolun kaybt ve kuyrukta hi-
pertoni ile birlikte tam limbiknobetler.

Skor 5 - Orta derecede ajitasyon ve hipermobilite pe-
riyodlan ile birbirini takip eden

tam limbik nobetler.

Skor 6 - Siddetli ajitasyon, belirgin hipermobilte, de-
vamh dairesel donme hareketleri, sicramalar (kagak ha-
reket) ile birbirini takip eden jeneralize klonus ve si-

lindirvari dénme hareketleri, opistotonus ile birlikte olan
jeneralize tonik-klonik nobetler.

Skor 7 - Oliim.

Cekilen EEG ler agagidaki gibi skorland.
0: Degisiklik yok

Skor
Skor 1a: Yaygin yavas dalga
b: Fokal yavas dalga

Skor
siireli jeneralize diken dalga

2: Ucten fazla olmayan maksimum 3 saniye
aktivitesi

Skor 3: Siiresi 10 saniyeden fazla olmayan multipl
jeneralize diken dalga aktivitesi

Skor 4: Stresi 30 saniyeden az olmayan 1 adet je-
neralize diken dalga aktivitesi

Skor 5: Stiresi 30 saniyeden az olmayan iki veya da-
ha fazla jeneralize diken dalga aktivitesi.

Skor

Grup 1 (G1): 15 adet sigan kullaruldi. Bu gruptaki si-
canlar EEG kayd: icin tespit edildikten sonra 15 dak. stire
ile EEG kaydi yapilds. 15. dakikada 1 cc serum fizyolojik
(SP) IP olarak uyguland: ve takiben EEG kayd: yapildi. SF
uygulanmasindan 30 dakika sonra ise sag hipokampusun
CA1 bolgesine konulmus kaniile, icinde enjekte edilecek
kainik asidin bulundugu 15 ecm. uzunlugunda PE 10 (po-
lietilen) tiipli araciligs ile 25 ml hacimli Hamilton mik-
roenjektore baglanmig 25 numarali paslanmaz celikten
yapilmus diger bir enjeksiyon probu takildi. Bu yolla PE 10
tiipti icindeki Kainik asit Hamilton mikroenjektori ile si-
can uyanik iken 20 pg/20 pl dozunda sicanin sag hi-
pokampusuna verildi ve sicanlar elektrofizyolojik ve kli-
nik olarak gozlendi (Resim 1.

6: Status.

Grup 2 (G2): Bu grupta 15 sigan ¢alismaya alindr. Tim
sicanlara farmakolojik ajan verilmeden 6nce EEG gekimi
icin G1 grubuna uygulanan iglemler yapildi. 15 dk."lik
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Resim 1: Kainik asit uwygulanan sicanda jeneralize epileptik
aktivite

EEG ¢ekiminden sonra MK-801 1mg/kg dozunda iP ola-
rak uygulandi. MK-801 veriliminden 30 dk. sonra sag hi-
pokampusa 2 mg/20 ml dozunda kainik asit verildi. Ka-
inik asit uygulanmasindan sonra 90 dk. kadar sicanlar
gozlenerek, elektrofizyolojik ve klinik olarak de-
gerlendirildi (Resim 2).

Sham grubu: 15 adet sican cerrahi islem yapildiktan
sonra hicbir ila¢ verilmeden klinik olarak gbzlendi ve EEG
kayitlart yapilds.

Istatistiki Calisma: Nobet baglama stireleri T testi ile
Nobet Skorlant ve EEG skorlart Mann-Whitney U testi ile
istatistiki olarak degerlendirildi.

SONUCLAR
Grup 1 (GI):

Bu grupta ¢alislan 15 sicanin tiimiinde deney dncesi
herhangi bir nébet formuna rastlanmads. Kainik asit ve-
riliminden sonra, nobet baglangici minimum 1 sn, mak-
simum 12 sn"de olustu ve ortalama deger 3.43 olarak bu-
lundu.

Kainik asit veriliminden sonra tiim sicanlarin nébet
skorlan degerlendirildi. Nobet skorunun minimum degeri
3, maksimum degeri 7 ve aritmetik ortalamas 5.8 olarak
bulundu. Bu gruptaki sicanlardan 4‘iinde nobet sko-
runun 7 oldugu gézlendi.

Bu gruptaki 15 sicanun farmakolojik ajan veriminden
onceki EEG skoru sadece 4 siganda 1a, digerlerinde ise 0
idi. Kainik asit veriliminden sonraki EEG skoru sadece 2
sicanda 5, diger 13 sicanda ise 6 olarak degerlendirildi ve
aritmetik ortalamasi 5.86 olarak bulundu.

Grup 2 (G2):

Bu gruptaki 15 sicanin tiimiinde deneye baglamadan
once herhangi bir nébet formu gdzlenmedi. MK-801 ve-
riliminden sonraki 30. dk. dan itibaren tiim sicanlarda a-
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Resim 2: Kainik asit 6ncesi MK-801 wygulanan sicanda
Jeneralize diken dalga aktivite

taksi, postiiral tonus kaybi gibi MK-801 e baglh klinik tab-
lolar goriildii. Bu gruptaki sicanlarda nébet basglangicinin
minimum 2 sn, maksimum 2 dk. ve aritmetik or-
talamasimin 27.6 sn oldugu gortildii.

Kainik asit verliminden sonra yapilan de-
gerlendirmede, minimum nébet skoru 2, maksimum né-
bet skoru ise 6 olarak saptandi. Bu gruptaki sicanlarda &-
lim goézlenmedi. Noébet skorunun aritmetik ortalama de-
geri ise 3.2 olarak bulundu.

Bu gruptaki 15 sicanin farmakolojik ajan verilmeden
6nce EEG skoru 2 sicanda 1a, 1 siganda 1b ve diger 12 si-
¢anda ise 0 olarak degerlendirildi. MK-801 sonrast EEG
skoru 13 sicanin tiimiinde 1a idi. Kainik asit veriliminden
sonra ise minimum EEG skoru 2, maksimum EEG skoru
5 ve aritmetik ortalamasi 3.66 olarak bulundu.

Kontrol ve calisma gruplaninin nébet baslama stireleri
arasinda istatistiki olarak anlamlt fark bulundu. Kontrol
grubunun nobet baglama siirelerinin ¢alisma grubuna
gore anlaml: olarak daha kisa oldugu gézlendi (p<0.05).

Nobet skorlan agisindan kontrol ve ¢alisma gruplan
arasinda istatistiki olarak anlamh fark vardi. Kontrol gru-
bunun nobet skorlan, ¢alisma gruplanna gore anlambh o-
larak yiiksek idi (p<0.0001).

EEG skorlan agisindan, kontrol ve ¢alisma gruplari a-
rasinda istatistiki olarak anlamli fark bulundu. Kontrol
grubunun EEG skorlaninin ¢aligma gruplanna gére an-
laml: gekilde yiiksek oldugu gézlendi (p<0.001).

TARTISMA

Epileptik aktivite ve epileptik beyin hasar olus-
masinda EAA’lerin rol oynadigi bilinmektedir. Gii-
niimuizde epilepsi tedavisinde, EAA lerin etkilerini azaltan
farmakolojik ajanlann kullanilabilecegi diistintilmiistiir.
Bu ajanlar icerisinde her ne kadar nérotoksik olsa da



MK-801 non-kompetetif NMDA antogonistidir ve
EAAlerin etkilerini post sinaptik bolgede bloke ederek
antikonviilzan etkisini gdstermektedir (3,11).

Clifford ve ark. sicanlarda sistemik olarak verilen KA
ile olusturulmusg epileptik nébetlere ve beyin hasarina
karsi, KA veriliminden 30-60 dak. 6nce MK-801 (1 mg/kg)
verildiginde maksimum etkili oldugunu gostermisler ve
sicanlarda 1mg/kg MK-801'in KA'in olusturdugu beyin
hasanna karst amigdalada, hipokampusun CAl bol-
gesinde ve piriform korteksde talamusda koruyucu et-
kisini saptamuslardir (2). Ancak hipokampusun CA3 bél-
gesinde lateral septumda bu etki gosterilememistir (2).
Virgili ve ark. MK-801"in (1 mg/kg) dozunda; KA'in olug-
turdugu beyin hasanna karst koruyucu etkisinin ol-
madigint saptamuglardir (14).

Velisek ve ark. MK-801'in degisik dozlarda an-
tikonviilzan etkisini arastirmuglar ve MK-801in 0.5 mg/kg
ve tistindeki dozlarda antikonviilzan etkisinin jeneralize
nébetlerde, limbik nobetlere gore daha fazla oldugunu
gostermiglerdir. Bunun nedeni olarak da biylk no-
betlerin patofizyolojisinde NMDA’nun daha fazla rol oy-
nadigini 6ne strmislerdir (13). Calismamizda da k-
teratlire uyumlu olarak Jeneralize tonik klonik ntbetlerin
belirgin olarak azaldig: limbik nobetlerin ise devam ettigi
saptanmustir.

Stafstrom ve ark., sicanlarda KA'in sistemik olarak
(10-12 mg/kg) verilmesi ile %100 oraninda status epi-
leptikus ve %71 oraninda mortalite gdzlemiglerdir (12).
Kulkarni ve ark. 5 g intra serebro ventriktler (1.S.V.) KA
verdikleri sicanlarda %67, 10 pg 1.S.V. verilen sicanlarda
ise %100 mortalite saptamiglardir (6). Bizim ¢alismamizda
ise kontrol grubumuzdaki sicanlarda %93.3 oraninda sta-
tus epileptikus ve %26.6 oraninda mortalite gdzlenmistir.
Calismada status epileptikus ve mortalite oraninin daha
diisitk olmasmin nedeni, KA'i 2 pg dozunda vermemize
baglt olabilir. Kulkarni ve ark. KA verdikleri sicanlarda
MK-801"in mortaliteyi %100 den, %45°e disirdigini
saptamuglardir (6). Bizim ¢alismamizda da MK-801 si-
canlarin yagam stiresini uzatirken mortaliteyi Onlemistir.

Chronopoulos ve ark. sicanlara KA'min 12 mg/kg IP
olarak verilmesinden sonra ilk 30 dak. icinde limbik n6-
betlerin daha yogun oldugunu saptamuglardir (1). Kul-
karni ve ark. 1.5.V. 5-10 png KA verilen sicanlann timiinde
hemen baglayan limbik &¢rnekli ve sekonder jeneralize
karakterde epileptik nbetler tespit etmiglerdir (6). Bizim
calismamizda da intrahipokampal 2 pg KA verilen si-
canlarda, KA verilmesinden kisa bir stire sonra (ort. 3.5
sn) epileptik nobetler baglamustir.
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Stafstrom ve ark. erigkin sicanlarda KA’ in sistemik (12
mgt/kg IP) verilmesini takiben birkag¢ glinden birkag haf-
taya kadar degisen zamanlarda spontan rekiirren no6-
betlerin varligini ortaya koymusglardir (12).

Biz ise KA veriliminden sonra tiim si¢anlan 24 saat iz-
leyip "ardindan dekapitasyon yaptigimizdan dolay: daha
uzun siireli olarak nobetleri izleme olanag: bulamadik.

Calismada, kontrol grubundaki sicanlarda, KA'in ve-
rilmesinden sonra EEG de limbik nobetler esnasinda sag
hemisferde daha yiksek amplitidli diken dalga ak-
tiviteleri, jeneralize tonik klonik nobetler esnasinda ise
daha uzun streli jeneralize diken dalga aktivitesi go-
rild.

Calismamizda nébet skoru ile EEG skoru arasindaki i-
liski her zaman dogru orantili degildi. Nobet skoru 3 olan
sican ile 5 olan sicanin ayni EEG skoruna sahip ola-
bildikleri gozlendi. Stafstrom ve ark. da sistemik KA uy-
gulanan sicanlarda silkinme hareketleri ve 6n bacak klo-
nusunun benzer EEG bulgulan verdiklerini gbzlemisler ve
klinikk ile EEG arasinda kesin bir iliski sap-
tayamamiglardir(12). Bizim calismanzda patolojik dal-
galanin sag hemisferde daha yiiksek amplittidli olmasinin
nedeni ise muhtemelen konviilzan ajanin direkt olarak
sag hipokampusa verilmesine baglidir.

Sonug olarak, bizim ¢alismamizda intrahipokampal
KA verilen sicanlarda KA'in neden oldugu epileptik no-
betleri, elektrofizyolojik nobet aktivitelerini ve beyin ha-
sarmnt MK-801%in tam olarak ¢nlemedigini fakat orta de-
recede etkili oldugunu sdyleyebiliriz. Ancak bu konuda
daha kapsamlt calismalara gereksinim oldugunu di-
sinmekteyiz.
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