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SUMMARY

Calcium ions have important roles on the regulation of cellular functions. It is thought that calcium
flux into the cell is the first step of epileptic neuronal events. In the present study, the effect of nifedipine
on experimental model epilepsy induced by intracortical (.c.) penicillin administration was investigated.
The left cerebral cortex was exposed by craniotomy in urethane-anaesthetized rats. The epileptic focus was
produced by injection of penicillin G potassium (500 units) into the somatomotor cortex. Microinjection of
nifedipine into the same area caused 25-55 % decrease in the average number and amplitude of spikes for
3-6 minutes (p<0.01). The 100 uM dose of nifedipine was more effective than 50 UM (p<0.05). The results
of this study suggest that nifedipine may be an anticonvulsant agent inducing its effect by preventing
calcium flux into the cell.
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OZET

Hiicresel fonksiyonlanin diizenlenmesinde kalsiyum iyonlan ¢ok énemli role sahiptirler. Kalsiyum i-
yonlannin hiicre igine giriginin epileptik néronal olaylann ilk basamagim olusturdugu diisinilmektedir.
Sunulan ¢aligmada, intrakortikal penisilin uygulanmas: ile olusturulan deneysel epilepsi modeline
nifedipinin etkisi aragtinldi. Uretan ile anestezi edilen siganlarda sol serebral korteks kraniotomi ile agifa
¢ikanldi. Somatomotor kortekse 500 iinite penisilin G potasyum verilerek epileptik odak olusturuldu. Aym
bolgeye nifedipin mikroenjeksiyonu, spike sayisinda ve spike yiiksekliginde 3-6 dakika siireyle % 25-55
oraminda azalmaya neden oldu (p<0.01). 100 pM’lik doz 50 pM’lik dozdan daha etkili idi (p<0.05). Bu
galigmamun sonuglan, nifedipinin hiicre igine Ca** girigini 6nleyerek etki eden, bir antikonvulsan ajan ola-
bilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler : Epileptiform aktivite, Nifedipin, Sigan

GIRi§

Epilepsi ¢ok yaygin bir nérolojik hastalik silin ile olusturulan deneysel epilepsi modeli,
olup, diinya niifusunun yaklastk % 1’inde go- insanda gézlenen nébetlere kismen benzemekte
rilmektedir. Sadece Amerika Birlesik Devletle- penisilinin  dncelikle dendritleri etkiledigi vé
ri'nde 1990 y1h itibariyle tiim yas gruplannda 2 gama-amino biitirik asit (GABA) sistemiyle et-
milyondan fazla hasta tesbit edilmistir (1). Peni kilestigi  disgtiniilmektedir (2). Somatomotor

! Ondokuz Mayis Universitesi Aragtirma Fonu Tarafindan T. 128 No’lu proje olarak desteklenen bu ¢aligma,
29 Eylil - 4 Ekim 1997 tarihleri arasinda Adana’da diizenlenen Tiirk Fizyolojik Bilimler Derneji 23. Ulusal
Kongresinde sozlii bildiri olarak sunulmustur, 88
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kortcks yilzeyine lokal penisilin uygulanmas:
clektrokortikogramda kisa siireli bir inhibisyonu
Lakiben cpileptiform potansiyeller (diken-dalga
aktivitesi) gdriilmesine yol agmaktadir (3).

Kalsiyum iyonlarimin hiicre igine girisi
epileptik néronal olaylarin ilk basamagim teskil
cder (4-8). Dihidropiridin gurubu bir ajan olan
nifedipin L-tipi kanallara etkili bir kalsiyum
kanal blokeridir (9). Birgok kalsiyum kanal
blokeri maddenin gesitli deneysel epilepsi mo-
delleri iizerine olan etkileri arastinlmistir. An-
cak, bazi kalsiyum antagonisti ajanlarin, farkli
dencyscl cpilepsi modellerinde etkili olmadikla-
nm bildiren galismalar da vardir (10-12). Su-
nulan ¢aligmada, bu énemli nérolojik hastaligin
tedavisine  katki  saglanmasi  amaciyla,
nifedipinin penisilin modeli deneysel epilepsiye
etkisi, korteks alti yapilan etkilemeden, dogru-
dan korteks igine (i.c.) madde verilmesi yonte-
miyle arasunldi,

MATERYAL VE METOD

Deneyler, agirhklan 150-200 gram ara-
sinda degisen, 30 adet eriskin erkek albino
Wistar siganlarda yapildi. Hayvanlar ortalama
oda sicaklifi 20 °C olan ve giines 15151 alan
laboratuvar gartlarinda muhafaza edildiler. De-
ney yapilacak olan siganlar 12 saat 6ncesinden
operasyon igin ag birakildi. Uretan (1.25 gr/kg,
i.p.) genel anestezisi altinda, sol serebral korteks
iizerindeki kemik tur motoruyla inceltilerek kal-
dinldi. Kafa derisine 4 ayn koégeden siitiir bagla-
narak sivi vazelin havuzu olusturuldu. Sag
femoral artere polietilen kaniil takilarak kan
basinc1 100 mmHg nin dstiinde tutuldu. Hayvan
stereotaksik alete (Harvard Instruments) yerlegti-
rildi (Sekil 1).

Daha sonra, somatomotor korteks iizerine
iki adet Ag-AgCl top elektrom, kulaga referans
elektrom yerlestirildi. Beyin aktivitesi bir
poligrafla (Grass, 79 F) kaydedildi (Sekil 1).
Bazal aktivite kaydimi takiben, epilepsi odag:
olusturmak amaciyla sol somatomotor kortekse,
Bregma hattinin 1.5-2 mm lateraline, 1 mm 6-
nime ve 152 mm derinlige Hamilton
mikroenjektorii ile 500 iinite (2.5 pl hacim igin-
de) penisilin G potasyumn verildi. On deneyde,
epileptiform aktivite maksimum diizeye eristik-
ten sonra, nifedipini ¢o6zmek icin kullanilan so-
liisyon (% 5 Dimetil Siilfoksit, % 5 etil alkol ve
% 90 serum fizyolojik) verilerek iki saat siireyle
kontrol kayitlart alind1 (Sekil 2).
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Sekil 1 : Kayit iglemi yapilirken, hayvanin
stereotaksik alete tesbit edilmis haldeki gori-
nimi.

Viicut sicakligi bir homeotermik battaniye

(Harvard Homeotharmic Blanket) ile 36.5-37 °C
arasinda sabit tutuldu.
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Sekil 2, 500 inite penisilinin intrakortikal
enjeksiyonundan sonra elektrokortikogramda
(ECoG) kaydedilen epileptiform aktivite

A. Bazal aktivite B, Penisilinin 1-5. da-
kikasi

C. Penisilinin 30-35. DakikasiD. Penisili-
nin 180-185. dakikas1  E. Serum fizyolojigin
(SF) etkisi

Nifedipin her deney igin taze olarak ve 1-
siktan korunmasi igin renkli siselerde hazirland:.

Kalsiyum kanal blokeri nifedipin 50 ve
100 pM dozlannda ¢alisildi. Birkag hayvanda
penisilinle epileptiform aktivite olusturulmadan
Once nifedipinin beyin bazal aktivitesini etkile-
medigi test edilerek gozlendi. Nifedipinin her bir
dozu en az 10 kez denendi. Nifedipinin spike
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sayisina ve spike yiiksekligine olan etkisi her bir
doz igin ayn hesaplandi. Veriler, ortalama + SD
olarak tesbit edildi. Nifedipinin epileptiform
aktiviteye etkisi Wilcoxon eslestirilmis iki rnek
testi, dozlar arasinda farklilik olup olmadi ise
Mann Whitney U testi ile analiz edildi. Uretan
ve nifedipin Sigma firmasindan temin edildi.

BULGULAR
Penisilinin Beyin Aktivitesine Etkisi

Kristalize penisilin (500 nite, i.c.) veril-
dikten 4+2 dakika sonra diken-dalga desarij1 or-
taya ¢ikmaya basladi. 15. dakikada, ortalama
spike sayis1 13 + 3.1/dk, ortalama spike yiiksek-
ligi de 845 +318 pV oldu. 30. dakikada
epileptiform aktivite maksimum diizeye erigerek
ortalama spike sayis1 23 +2.2/dk’ya, ortalama
spike yiiksekligi 1270 £160 pV’a ulasti. Yakla-
stk 80-90. dakika bu diizeyde devam eden
epileptiform aktivite 120. dakikadan itibaren
azalmaya bagladi. 150. dakika civannda spike
sayis1 14 + 2.8/dk’ya, spike yiiksekligi 833 +285
pV’a digti. Penisilin verilmesinden yaklagik
180 dakika sonra ise epileptiform aktivite kay-
bolmaya baglad: (Sekil 2).

Nifedipinin Spike Sayisina Etkisi

Nifedipinin 50 pM’lhk dozu sigan
somatomotor korteksine verilmeden tnceki fre-
kans ortalamasi1 24,7 + 2,0/dk idi. Verildikten
sonra ilk 3 dakika 18.5 olarak devam eden daki-
kadaki ortalama spike sayis1 4. dakikadan itiba-
ren 20, 21.3, 24 olarak eski degerine ulagt1 (Se-
kil 3A).

Nifedipinin 100 pM’lik dozu uygulanma-
dan Onceki spike sayis1 21.9 + 0.8 /dk. iken, ve-
rildikten sonra 1. dakikada 10.4, 2. dakikada
8.1, 3. dakikada 8.9 oldu. Dérdiincii dakikadan
itibaren 15.4, 19.7, 20 seklinde artarak 5-6 daki-
ka iginde madde verilmeden énceki degerine
erigti ($ekil 3B). Elli pM’hik doz 3 dakika sii-
reyle (p<0.05), 100 uM’lik doz ise ilk 4 dakika
siireyle etkili bulundu (P<0.01),

Nifedipinin spike says1 iizerine olan etki-
sinin doza bagiml olup olmadifn Mann-Whitney
U testi ile karsilastinldi. 100 pM nifedipin dozu
50 uM doza gore daha etkili idi (P<0.05). Her 2
dozun sebep oldugu spike sayisindaki degisimin
% ifadesi Tablo 1'de goriilmektedir.

Tablo 1: 50 ve 100 yM Nifedipinin Spike Sayisina Olan Etkisinin Kontroliin Yiizdesi Olarak Ifadesi

(Nif. Nifedipin).

Doz Kont- 1.dk 2.dk 3.dk 4.dk

5dk  6dk 7.dk 8.4k 9.dk 10.dk

8.2 972 979 100 99.8 100

900 900 922 100 99.8 100

rol
Nif 100 749 749 749 81.0
50
Nifl10 100 475 370 40.6 70.3
0
|
A 1
t
B

T
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-
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Sekil3.Penisilin modelil deneysel epilepside (A) 50 uyM , (B) 100 pM Nifedipinin epileptiform aktiviteye
etkisi (Ok isareti nifedipinin verildigi am gosteriyor).
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Nifedipinin Spike Yiiksekligine Etkisi

Nifedipinin 50 pM dozu kortekse enjekte
cdilmeden Onceeki spike yiksekligi 1266 + 173
nV idi. Nifedipin verildikten sonra dakikalar
icinde 605, 973, 1147, 1175, 1212, 1260 pV

seklinde yilkselerck cski degerine cristi (Sekil
3A).

Nifedipinin 100 pM'hik dozu uygulanma-
dan dneeki ortalama amplitid 1286 + 149 pv
idi. 1. dakikada 717 pV, 2. dakikada 559 pv, 3,
dakikada 751 pV olan amplitid ortalamas: 4.

F.0.Saghik Bil.Dergisi 1999, 13 (1)

dakikadan itibaren 961, 1026, 1120, 1185, 1230
nV olarak yiikseldi ve 6-7 dakika iginde eski
degerine ulasti (Sckil 3B).

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendiril-
diginde 50 pM’lik doz 3 dakika siireyle, 100
pM’lik doz ise 6 dakika siireyle spike yiiksekli-
ginde azalmaya scbep oldu (p<0.01). 100 pM’lik
dozun daha etkili oldugu tesbit edildi (p<0.05).
Her 2 dozun sebep oldugu spike (diken) yliksek-
ligindeki degisimin % ifadesi Tablo 2’de goriil-
mektedir.

Tablo 2: 50 ve 100 pM Nnifedipinin Spike Yiiksekligine Olan Etkisinin Kontroliin Yiizdesi Olarak

Ifadesi (Nif. Nifedipin)

Doz Kont 1.dk 2.dk 3dk  4.dk
rol

6.0 7.dk 8dk 9dk 10.dk

Nif 100 478 448 664 9238
50

99.8 100 99.8 997 100

Nif 100 558 435 584 747
100

871 921 956 99.0 100

GABA, reseptériiniin aracibk ettigi

inhibisyon beyindeki ana inhibitér ntronal olu-
sum olarak kabul edilir. Konviilsan aktivitenin
temelinde bu inhibisyonun zayiflamas1 vardir
(13). Bu yolla ortaya gikan epileptiform desarjlar
NMDA ve non-NMDA reseptorlerinin
antagonistleri ile azaltilabilir (14, 15).

Epileptik aktivitenin olusumuna katilan
diger bir mekanizma, membrandan asin Ca™
iyonunun néron igine akisidir (16). Hiicre diize-
yinde, eksitatbr n&rotransmitterlerin salimima,
hiicre igine giren Ca™ iyon miktanna baghdir
a7.

Kortekse direk olarak penisilin uygulan-
masi, bir inhibitsr norotransmitter olan
GABA’nin etkisini bloklar (18). Bir kortikal
bolgede, inhibisyon miktanmn azalmasi, né-
ton gruplanmn davramgi izerinde ok Snemli
ctkiye sahiptir ve konviilsan bir ilacin uygulan-
1aasi, hicrede morfolojik degisikliklere sebep
olmaksizin akut fokal epilepsi olugturur (18).
Sullivan ve Osorio i.p. yolla penisilin G vererek
ratlarda epileptik aktivite olusturmuglardir (19).
Waiden ve arkadaglan da korteks yiizeyine lokal
penisilin uygulamuglar ve 4-5 dakika sonra
elektrokortikogramda epileptiform potansiyeller
gorildigind bildirmiglerdir (3). Bu ¢alismada
91
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da, intrakortikal penisilin uygulanmasindan son-
ra 42 dakika icinde diken-dalgalar ortaya qik-
mgtr. Penisilinin énce dentritleri etkiledigi ve
sonra GABA sistemiyle etkilestigi disiiniilmek-
tedir (2).

Marangoz ve arkadaglan (20) 500 iinite
intrakortikal penisilin enjeksiyonunun bilateral
spikeler ve diken-dalga kompleksleri ile
karakterize epileptiform ECoG aktivitesi olug-
turdugunu bildirmiglerdir. Penisilinin merkez
sinir sisteminde GABA aracili inhibisyonu bas-
kiladi@1, korteksten glutamat salimmim artirdi1
ve muhtemelen epileptiform aktiviteyi bu sekilde
olusturabilecegi ileri siiriilmiigtiir (20).

Asin Ca" iyonunun néron igine girisi e-
pilepsi olugumunda gok dnemli bir etkendir (21).
Bir néronun depolarizasyonu presinaptik voltaja
bagimh Ca’" kanallanindan Ca” iyonunun igeri

girmesine neden olur ve hiicre iginde artan Ca“,

eksitatdr ndrotransmitterlerin, tzellikle
glutamatin saliimuna yol agar (21). Glutamat,
kimyasal kapih iyon kanallanm (NMDA, Kai-
nat, Quisqualat), 6zellikle NMDA’y1 uyararak
Na' ve Ca™ iyonlanmn hiicre igine girmesine;
Na' iyonuna baghi depolarizasyon olusumuyla
voltaja bagimh Ca” kanallanmn agilmasi sonu-

Scanned by CamScanner




BAGIRICL F. ve Ark Nifedipinin Siganda Penisilin...

cunda agin Ca” iyonunun hiicre igine girmesine
sebep olur (22). Bu gok miktardaki Ca' iyonu-
nun igeri giriginin, nébet esnasinda olugan néron
desarjim1 baslatan tetik oldugu disiiniilmektedir
(23). Nobet esnasinda ekstraselliiler Ca "un
azaldig1 (24) ve intraselliler Ca’ un artuf1 (23)
gosterilmigtir. Epileptogenezde Ca""un hiicre
icine girisi bu kadar &nemli olunca, tedavide
Ca kanal blokerlerinin faydah olabilecegi akla
gelmektedir (25).

Daha onceki galigmalarda nifedipinin; si-
¢anlarda kainik asit ile olugturulan nobetlerin
stiresini kisalthg (26), intraperitoneal yolla ve-
rildiginde pentilenetetrazol (PTZ) nobetlerini
inhibe ettigi (27), dihidropiridin kalsiyum
agonisti Bay K 8644, NMDA ve PTZ ile olugtu-
rulan nébetleri énledigi (24), yine PTZ ile olus-
turulan nobet esigini yiikselttigi, olugmus nébet-
lere kargi antikonvulsan etkili oldugu ve
etosiiksimidin antikonvulsan etkisini artirdigs
(24), farelerde kainatin intraserebroventrikiiler
uygulanmas: ile olugturulan nébetlerin siiresini
kisalthg (26), 2.5 mg/kg intraperitoneal dozda
verildiginde maksimal elektrosok ile olugturulan
konvulsiyonlarin esigini yiikselttigi,
difenilhidantoin ve karbamazepin ile birlikte
verildiginde onlann etkilerini belirgin sekilde
arrdigy (25), beyin omurilik hasarim takiben
antiiskemik etki gosterdigi (29), NMDA agonisti
ile olugturulan neokortikal noronal hasan hafif-
lettigi bildirilmistir (30). Bunlann yamnda 20
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