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Amag: Bu ¢alismada, siganda olusturulan kainik
asit epilepsi modelinde hipokampusta néron kay-
bi olup olmadigi incelendi.

Calisma Plani ve Ydéntemler: Erigkin Spra-
gue-Dawley sigcanlara (250-300 gr) intrahipo-
kampal serum fizyolojik veya kainik asit verildi.
Enjeksiyondan 120 gin sonra intrakardiyak
perfuzyon yapilip hipokampus izole edildi ve
fiksatif icine alindi. Hazirlanan yari-ince kesit-
ler toluidin mavisi ile boyanip i1sik mikroskobu
altinda incelendi.

Bulgular: intrahipokampal tek tarafli enjeksiyon
yapilmis siganlarin hipokampusunda CA1 bdl-
gesinde ipsilateral tarafta kontralaterale goére
daha fazla néron kaybi gézlendi. Ipsilateral den-
tat girus molekuler tabakasinda aksonal liflerde
artis goérildd. Kontrol grubundaki sicanlarda né-
ron kaybina ve aksonal lif artigi bulgularina rast-
lanmadi.

Sonug: Kainik asit uygulanmis sigan modeli, insan
mesial temporal lob epilepsisi ile en ¢ok benzerlik
gosteren model olmasi agisindan énemlidir.
Anahtar Sézciikler: Hipokampus/ila¢ etkisi; epilep-
si/kimyasal yolla olusturulan; enjeksiyon; kainik asit;
mikroskopi; sican.

Objectives: We examined whether there is neu-
ronal loss in the hippocampus of kainic acid-treat-
ed rats.

Study Design and Methods: Adult Sprague-
Dawley rats (250-300 g) were assigned to either
intrahippocampal isotonic saline or kainic acid.
Four months later, following intracardiac perfusion
hippocampi of the rats were isolated and trans-
ferred to the fixative solution. Semi-thin sections
were prepared and stained with toluidine blue for
light microscopy.

Results: Neuronal loss was observed in the CA1
region of the hippocampus of the kainic acid-treat-
ed rats, being greater on the ipsilateral than the
contralateral side. Axonal projections were
increased in the molecular layer of the ipsilateral
dentate gyrus. There was no evidence of neu-
ronal loss and increased axonal projections in the
control group.

Conclusion: Kainic acid-treated rat model is
instrumental because it has similar characteristics
with human mesial temporal lobe epilepsy.

Key Words: Hippocampus/drug effects; epilepsy/
chemically induced; injections; kainic acid; microscopy;
rats.
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Temporal lob epilepsisi insanda diger epi-
lepsilere gore daha sik ortaya g¢ikmaktadir.
Temporal lob tizerine yapilan histopatoloji ca-
lismalarinda olgularin %65'inde hipokampal
skleroz saptanmistir."' Bu nedenler aragtirmaci-
larin ilgisini hipokampal bolgeye yogunlastir-
mustir. Anterior hipokampal skleroz ile tempo-
ral lob epilepsileri arasinda goriilen yakin ilgi
nedeniyle terminolojik olarak parsiyel epilepsi-
lere hipokampal epilepsi ad1 verilmesi de be-
nimsenmistir.” Hipokampal skleroz ile tempo-
ral lob epilepsisi arasindaki yiiksek korelasyo-
na ragmen, nobetlerin baslamas1 ve ilerleme-
sinde hipokampal néron kaybinin roli hentiz
acik olarak anlasilamamuistir. Epilepsinin ve no-
betlerin etyopatogenezini aydinlatmak amaciy-
la hayvanlarda gesitli epilepsi ve nobet model-
leri olusturulmaktadir. Temporal lob epilepsisi-
nin olusumunu agiklamak amaciyla kullanilan
modellerden biri de, glutamat reseptor agonisti
olan kainik asidin sistemik ya da lokal yoldan
uygulanmasidr.

Noronal hipereksitabilite artisinin, hticresel
ve molekiiler diizeyde degisiklikler meydana
getirerek (a) eksitator sistemlerde asirilasma,
(b) eksitator ve inhibitor fonksiyonlarda noro-
modiilasyon defekti, (c) inhibitor fonksiyon bo-
zuklugu, (d) noéronal membranlarda veya iyon
kanallarinda transport defekti olusturdugu ko-
nusunda degisik hipotezler ortaya atilmistir.

Bir norotoksin olan kainik asidin sicanlara
enjeksiyonu, akut ve doza bagl olarak konviil-
siyonlara, norotoksik eksitasyona bagli nobete
ve haftalar sonra da spontan rekiiren nobetlere
neden olmaktadir.” Kronik tablo, insan mesial
temporal lob epilepsisindeki klinik degisiklik-
lerle yakin benzerlikler gosterir. Medikal teda-
viye yanit vermeyen temporal lob epilepsili
hastalardan almman cerrahi materyalde, hipo-
kampal CA3/CA4 ve CA1 bolgelerinde néron
kayb1 ve reaktif gliozis oldugu gozlenmistir."
Benzer bir lezyon ve glial yanit, sicanlarda int-
raperitoneal, intraserebroventrikiiler ve intra-
hipokampal kainik asit uygulamasindan sonra
da goriilmiistiir.” Bir bagka calismada ise CA3
piramidal noronlarinin ve CA4 komisstirel aso-
siasyonel liflerin kainik asit ile hasara ugratil-
masindan 1-3 ay sonra, ipsilateral dentat giru-
sun i¢ molekiiler tabakasinda ¢inko yoniinden
zengin terminallerin isaretlenmesinde artis
gozlenmistir.”
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Kainik asit enjeksiyonu, temporal lob epi-
lepsisindeki hipereksitabilitenin altinda yatan
mekanizmalar1 arastirmak acisindan oldukca
uygun bir model olma 6zelligini tasimaktadir;
ciinkii, bu epilepside goriillen Ammon boynu-
zu sklerozu ve hipokampal hipereksitabilite ka-
inik asit modelinde goriilebilmektedir.””

Bu ¢alismada, hayvanlarda olusturulan ka-
inik asit modeli ile insan temporal lob epilepsi-
sinde goriilen Ammon boynuzu sklerozunun
noropatolojik profilinin aydinlatilmasi amac-
landa.

GEREC VE YONTEM

Erigkin 250-300 gr agirhigindaki 10 adet
Sprague-Dawley sican ketamin (50 mg/kg, int-
raperitoneal) ile uyutulduktan sonra, stereotak-
sik alet (Stoelting, Model 51600) yardimu ile ka-
fa sabitlenip kafa derisi vertikal olarak acildi.
Hipokampus koordinatlar1 bregmadan arkaya
6.0 mm, saga 4.5 mm ve kafatas1 yiizeyinden
asagiya dogru 7.0 mm’dir. Hipokampusa mad-
de uygulamasi tek tarafli olarak yapildi. Kont-
rol grubuna (n=5) serum fizyolojik, kainik asit
grubuna (n=>5) ise 0.2 pg/taraf madde uygulan-
di. Daha sonra hayvanlar kendi ortamlarinda
yiyecek ve su alimlar1 serbest olacak sekilde
bekletildi. Enjeksiyondan 120 giin sonra sigan-
lar eterle uyutulup perfiizyon pompasi ile 50
ml/dk hizda intrakardiyak perfiizyon yapildi.
Perfiizyonda fiksatif olarak 0.1 M HEPES tam-
ponu icinde %2.5 glutaraldehit, %0.5 parafor-
maldehit, %0.2 pikrik asit kullanildi. Beyinler-
den izole edilen hipokampus dokusu 24 saat
boyunca 4°C’de bekletildi. HEPES tamponun-
da dokular yikandiktan sonra takibe alind.
%1.5 osmium tetroksit/%1.5 potasyum ferrisi-
yanid ile 30 dk postfiksasyondan sonra deiyo-
nize suyla yikanan dokular, %0.5 uranil asetat-
ta 30 dk bekletildi. Yiikselen alkol serileri ve
propilen oksit ile dehidratasyon yapildi ve
bloklar Epon 812'ye gomiildii. Kirk sekiz saat
boyunca 60°C’de etiivde bekletilen doku blok-
larindan yari-ince kesitler alindi ve toluidin
mavisi ile boyama yapilda.

BULGULAR

Isik mikroskobu ile yapilan ¢alismada, tek
tarafli intrahipokampal kainik asit uygulanan
sicanlarin ipsilateral hipokampus doku kesit-
leri, kontralateral taraf ile ve serum fizyolojik
uygulanan kontrol hipokampus bulgular ile
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karsilastirildi. Ipsilateral hipokampusun CA2
ve CA3 bolgelerinde noron kaybi gozlenmedi.
Kontrol hipokampusun CA1 bolgesindeki pi-
ramidal hiicre tabakasinda noronlarda de-
vamlilik izlenirken (Sekil 1), ipsilateral CA1l
seviyesinde (Sekil 2, 3) kontralateral CA1 se-
viyesine (Sekil 4, 5) gore daha fazla noron
kayb1 oldugu kalitatif olarak gozlendi. Ipsila-

.-

teral hipokampusta gliozis oldugu gortldi
(Sekil 2, asterisk). Ipsilateral hipokampusun
dentat girus supragraniiler tabakasinda akso-
nal lif artis1 saptand1 (Sekil 7). Artis gosteren
bu aksonal liflerin myelinli oldugu goriildii.
Kontrol sicanlarda (Sekil 6) ve kontralateral
hipokampusta (Sekil 8) bu bulguya rastlan-
madi.

SEKIL 1
Kontrol hipokampus. CA bolgelerinde néronlarin devamlilig: goriiliiyor (oklar: CA1) (x 40).

SEKIL 2

Tek tarafli intrahipokampal kainik asit enjeksiyonu uygulanmuis sicanda ipsilateral hipokam-
pus. CA1 bolgesinde noron kaybi gozleniyor (oklar). Asterisk: Reaktif gliozis bolgesi (x 40).
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TARTISMA

Daha onceki 6ncalismamizda amigdalohi-
pokampektomi yapilmis hastalarin hipokam-
puslarinda Ammon boynuzunda bulunan pira-
midal hiicrelerde kayip oldugunu gozlemis-
tik."” Ammon boynuzu sklerozu olugturabilme
ozelligine sahip olan kainik asit modelinde de
benzer bir bulguya rastlanmasi, daha onceki
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calismamizla histolojik bakimdan paralellik
gostermektedir. Dolayisiyla deney, kainik asit
uygulamasinin sonucunu dogrulayacak bigim-
de beyin hasarmi ortaya koyan bir sonug gos-
termistir.

Bouilleret ve ark.,"" erigkin farelere intrahi-
pokampal kainik asit enjeksiyonundan iki saat
sonra CA1, CA3c ve hilusta piknotik piramidal

SEKIL 3
Tek tarafl1 enjeksiyon, ipsilateral hipokampusta néron kaybi (oklar) (x100).

SEKIL 4

Tek tarafl1 enjeksiyon, kontralateral hipokampusta ipsilaterale gore
daha az oldugu goriilen néron kaybi (oklar) (x40).
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hticreler; bir hafta sonra ayn1 bolgelerde hiicre
kayb1 gozlemisler; bir ay sonra da CA1 ve CA3c
bolgelerinin tamamina yakin bir boliimiiniin
dejenerasyona ugradigini ve graniil hiicre taba-
kasmin yayginlastigin1 saptamuslardir. Yaptigi-
miz calismada da kainik asit intrahipokampal
uygulanmis ve dort aylik bir bekleme stiresin-
den sonra histolojik inceleme yapilmustir. Dola-

yisiyla, yukarida belirtilen calismadakine uy-
gun bir sekilde olusan hiicre kaybi bir aylik bir
siirede gerceklesmis, daha sonraki zaman stire-
cinde bir degisiklik izlenmemistir.

Hiicre kaybinin sektor tizerinde hangi bol-
gede oldugu konusunda gesitli tartismalar var-
dir. Davenport ve ark.,"” intrahipokampal ka-
inik asit enjeksiyonundan sonra, hiicre sayimi

SEKIL 5
Tek tarafl1 enjeksiyon, kontralateral hipokampusta néron kayb1 (oklar) (x100).

Kontrol hipokampus. Dentat girus molekiiler tabakada aksonal lif artis1 gozlenmemektedir
(g: Grantiler tabaka; m: Molekiiler tabaka) (x400).
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sonucu CA3 piramidal tabakasinda ve hilar
bolgede hiicre kayb1 oldugunu gostermislerdir.
Nadler ve ark.,"™ kainik asidin tek tarafli intra-
hipokampal uygulamasindan sonra CA3 bol-
gesindeki noronlarin hasarlandigini gozlemis-
lerdir. Ozellikle CA2 bélgesi hiicre kaybi baki-
mindan etkilenmemektedir ve insan temporal
lob epilepsisinde tanimlanan “direncli sektor”

Epilepsi Cilt 7, Say1 1-2, 2001

olma ozelligini gostermektedir."” Bu ¢alisma-
miz da ayni bolgenin kainik asit uygulamasin-
da direng gosterdigini ortaya koymustur.
Davenport ve ark."” bagka bir calismada ise
tek tarafli intrahipokampal kainik asit enjeksi-
yonunun supragraniiler mossy lifi filizlenmesi-
ne neden oldugunu ortaya koymuslardir. Nor-
malde dentat girustan g¢ikan mossy liflerinin

SEKIL 7

Tek tarafli enjeksiyon, ipsilateral hipokampus. Dentat girusun molekiiler tabakasinda
aksonal liflerde artis (oklar) (x400).

- g ; oy

SEKIL 8

Tek tarafli enjeksiyon, kontralateral hipokampus. Ipsilateral hipokampus ile
karsilastirildiginda dentat girus molekiiler tabakada aksonal lif artis1 gozlenmemektedir
(g: Grantiler tabaka; m: Molekiiler tabaka) (x400).
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myelinsiz projeksiyonlar olusturmasma kar-
sin,"” calismamizda molekiiler tabakada artis
gosteren aksonal liflerin myelinli olusunun
gozlenmesi dikkat g¢ekicidir. Bu bulgular, ka-
inik asit etkisiyle dentat girus molekiiler taba-
kasinda mossy lifi filizlenmesi meydana gelmis
olabilecegini diistindiirmektedir. Enjeksiyon
sonrasi beklenen siirecin uzunlugu bu sonucu

ortaya ¢ikarmis olabilir.

Hipokampal skleroz, 6zellikle CA1’de pira-
midal hiticre kayb, reaktif gliozis, dentat girus-
ta granil hiicre yayginlasmas1 ve mossy fibril
reorganizasyonu ile karakterizedir."” Bu calig-
mamizda ipsilateral hipokampusta saptadigi-
miz gliozis de daha 6nceki ¢alismalarla uyum
gostermektedir.

Kainik asit enjeksiyonundan sonra dentat
girusun i¢ molekiiler tabakasinda goriilen
mossy lif kollaterallerinin filizlenmesine neden
olan etkiler kesin olarak bilinmemektedir. Hi-
pokampal yollarin deneysel olarak hasara ug-
ratilmasi reaktif plastisiteye neden olmaktadir.
Ipsilateral ve komissiirel afferentler, inervasyo-
nu ortadan kalkan dendritik bolgeleri yeniden
uyarmak icgin filizlenme gostermektedirler."”
Nadler ve ark."! CA3/CA4 noronlarinin kainik
asit ile hasara ugratilmasindan sonra, hipo-
kampal mossy lif kollaterallerinin, dejenere
olan assosiasyonel-komissiirel afferent liflerin
yerini aldiklarini gostermislerdir. Komissiirel
assosiasyonel lifler normalde graniiler hiicre
dendritlerinin i¢ molekiiler tabakasin1 uyar-
maktadirlar. Dejenerasyon sonucu, anormal bir
sekilde filizlenen rekiiren graniiler hiicre kolla-
teralleri bu liflerin yerini almaktadir. Bu rekii-
ren kollaterallerin bazilarmin eksitator oldu-
gu,"” bunun da kronik epileptik bir odak orta-
ya ¢ikmasinda onemli etkisi olabilecegi diisii-
niilmektedir.”

Milgram ve ark.” kainik asit uygulanmig
hayvanlarda CA1 piramidal noronlarinda ka-
y1ip gozlemislerdir. Epileptiklerde goriilen no-
bet tetiklenmesi ve noronal yamitin artisinda,
inhibisyon mekanizmalarinin islemeyisinin
onemli bir faktor oldugu diistiniilmektedir.
Dentat girusta bu inhibisyonun, molekiiler ta-
bakadaki GABAerijik interndronlar1 uyaran re-
kiiren kollateraller tarafindan gergeklestirildigi
one stiriilmektedir. Cornish ve Wheal,”" tek bir
intraserebroventrikiiler kainik asit enjeksiyo-
nundan 16 hafta sonra, CA1 bolgesindeki inhi-

bisyonun azaldigin1 bulmuslardir. Milgram ve
ark.” tarafindan bu degisikliklerin interndron
kaybindan dolay: olabilecegi ileri stiriilmiigtiir.
Sloviter,” perforan yolun tekrarlanan uyarila-
rindan sonra hilar bolgedeki somatostatin ige-
ren internoronlarda selektif bir kayip oldugunu
gozlemiglerdir. Scharfman ve Schwartzkroin®'
dentat girus afferentlerinin uyarilmasindan
sonra, kalsiyum baglayici proteinlerin olmadig1
hiicrelerde dejenerasyon bulgusuna rastlamis-
lardir. Status epileptikus modellerinde hasar
profili degisken olmasina ragmen, CA1 ve hilar
bolgelerde birbirleriyle uyumlu hiicre kayb:
gozlenmektedir.

Sonug olarak, kainik asit uygulanmis sigan
modeli, insan mesial temporal lob epilepsisine
diger temporal lob epilepsi modellerinden da-
ha ¢ok benzerlik gostermektedir. Baslica néron
kayb1 olan bolgeler (dentat girusun hilusu ve
CA1) ayndir. Gliozis ve mossy lifi filizlenmesi
de insan mesial temporal lob epilepsisinde ve
deneysel kainik asit modelinde goriilen ortak
bulgulardir. Yaptigimiz bu c¢alismada, kainik
asit modelinde hipokampal sklerozun karakte-
ristik ozellikleri olan CA1 piramidal hticreleri-
nin kaybs, reaktif gliozis ve mossy lifi filizlen-
mesi meydana gelmis olabilecegini diistindii-
ren myelinli lif artis1 bulgulariyla, bu modelin
insan mesial temporal lob epilepsisini ¢calismak
icin uygun bir model olma ozelligi tasidigini
saptadik.
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