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¢/ Epilepsi, toplumun yaklasik %1'ini etkileyen ¢ok yaygm bir norolojik hastahktir. Kal-

siyum iyonlan hticresel fonksiyonlarmn dtizenlenmesinde ¢ok énemli role sahiptirler. Kal-
‘siyum iyonlarmn huicre igine girisinin epileptik néronal olaylann ilk adimmm teskil
ettigine inamlmaktadir. Sunulan c¢ahsmada, intrakortikal penisilin uygulanmas: ile
olusturulan deneysel epilepsi modeline verapamilin etkisi aragtirldi. Anestezili sicanlarda
sol serebral korteks kraniotomi ile agifa ¢ikanldi. Somatomotor kortekse 500 tinite pe-
nisilin G potasyum verilerek epileptik odak olusturuldu. Aym bolgeye verapamil (50 ve
100 pM) mikroenjeksiyonu elektrokortikogramda 5-6 dakika stireyle bir inhibisyona
sebep oldu (p<0.001). Bu ¢ahigsmammn sonuglan, verapamilin antikonvulsan bir ajan ola-
bilecegini gostermektedir. :

Anahtar kelimeler: Kalsiyum antagonisti, Verapamil, deneysel epilepsi, sican

The Anticonvulsant Effect of Verapamil on Experimental Model Epilepsy Induced
by Penicillin

Epilepsy is a common neurological disorder that affects approximately 1% of the
population. Calcium ions have important role on the regulation of cellular functions. It is
believed that calcium flux into the cell is the first step of epileptic neuronal events. In
present study, the effect of verapamil on experimental model epilepsy induced by
intracortical (i.c.) penicillin administration was investigated. The left cerebral cortex
exposed by craniotomy in anaesthetized rats. The epileptic focus was produced by
injection of penicilin G potassium (500 units) into the somatomotor cortex.
Microinjection of verapamil (50, 100 pM) into the same area caused an inhibition for 5-6
minutes in electrocorticograms (ECoG). (p<0.001). The results of this study suggest that
verapamil may be an anticonvulsant agent. :

Key words: Calcium antagonist, Verapamil, experimental epilepsy, rat

GIRIS

Epilepsi, ¢cok yaygin bir nérolojik hastalik
olup diinya nufusunun -yaklasik %]l'inde
goriilmektedir’. Giuntimiizde uygulanan te-
daviler semptomatik olup, kompleks parsiyel
nébetli hastalarin yaklasik yarisinda nobetler
onlenememektedir?. Organizmadaki birgok
huicrenin aktivasyonunda ve iskemi olusu-
munda® hiicre icindeki serbest kalsiyum
diizeyinin buyik o6nemi vardir®. Kalsiyum
iyonlarimn hiticre icine girisi epileptik néronal
olaylarin ilk basamagim teskil etmektedir®®.
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Kalsiyum kanal blokerleri, kalsiyumun hticre
icine girisini engelleyen ajanlardir%Y.

Korteks yhnzeyine lokal penisilin uygu-
lanmas1 elektroensefalogramda epileptiform
potansiyeller gérilmesine yol acar (12.13) Kal-
siyum kanal blokerlerinden verapamilin, hem
kalsiyum kanallanni bloklayarak, hem de
lipid tabakay1 koruyarak cinkoya bagh hiicre
olimuniu engellemis olabilecegi ileri struiil-
mﬁ@tﬁr(”).

Degisik deneysel epilepsi modelleri
tizerinde, farkl bircok kalsiyum kanal blokeri
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maddenin etkilerinin arastinlnus oldugunu
gérﬁyoruz(15'16).
edilen sonuclar arasinda oOnemli 61(;1'ide
celiskiler bulunmaktadir. Bir dihidropiridin
kalsiyum kanal blokeri olan nifedipinin pen-
tilenetetrazol, N-Metil D-Aspartat ve kalsiyum
agonisti ‘Bay K 86447 ile olusturulan
nobetleri 6nledigi fakat, pikrotoksin kon-
vulsiyonlarint bloklamadigi'®  bildirilmistir.
Ayrica, sican elektrokortikograminda penisi-
lin modeli deneysel epilepsiye verapamilin et-
kisini bildiren literatiire rastlanamamistir.
Sunulan c¢alismada, epilepsinin mekanizma-
sinin aydinlatilmasi ve bu 6nemli norolojik
hastalhgin katk:
diistincesiyle, verapamilin penisilin modeli
deneysel epilepsi tizerindeki etkisinin, elekt-
rofizyolojik yontemle arastirilmas: amaclandi.

Ancak, simdiye kadar elde

tedavisine saglanmasi

GEREC VE YONTEM

Deneyler, agirhklarn  150-200 gram
arasinda dedisen, 30 adet eriskin erkek al-
bino Wistar sicanlarda yapildi. Uretan (1.25

e

Sekil 1.

gorinimuy.

Penisilin Modeli Deneysel Epilepside Verapamilin
Antikonvulsan Etkisi

gr/kg, i.p.) genel anestezisi altinda, sol se-
rebral korteks tlzerindeki kemik, tur mo-
toruyla inceltilerek kaldirildi. Kafa derisine 4
aynn koseden sutiir baglanarak smvi vazelin
havuzu (37 °C) olusturuldu. Sag femoral ar-
tere polietilen kantl takilarak kan basma
100 mmHg'nin astiinde tutuldu. Hayvan ste-
reotaksik alete (Harvard Instruments)
yerlestirildi (Sekil 1). Vicut sicakhgt bir ho-
meotermik battaniye (Harvard Homeothermic
Blanket) ile 36.5-37 °C arasinda sabit tu-
tuldu.

Daha sonra, somatomotor korteks tizerine
iki adet Ag-AgCl top elektrod, kulaga referans
elektrod yerlestirildi (Sekil 1). Beyin aktivitesi
bir poligrafla (Grass, 79 F) kaydedildi. Bazal
aktivite kaydim takiben (Sekil 24), epilepsi
odag: olusturmak amaciyla sol somatomotor
kortekse, Bregma hattinm 1.5-2 mm la-
teraline, 1 mm ontine ve 1.5-2 mm derinlige
Hamilton mikroenjektérii ile 500 tinite (2.5
hacim icinde) penisilin G potasyum verildi.
On deneyde, epileptiform aktivite maksimum

Kayit islemi yapilirken, hayvanin stereotaksik alete tesbit edilmis haldeki
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diizeye eristikten sonra, serum fizyolojik ve-
rilerek kontrol kayitlar: alindi (Sekil 2).

Kalsiyum  kanal Dblokeri Verapamil
hydrochloride 50 ve 100 pM dozlarinda
calisildi. Her bir doz en az 10 kez denendi.
Verapamilin  spike sayismna ve  spike
yuikseklifine olan etkisi herbir doz icin ayn
ayr1 hesaplandi. Veriler, ortalama+=SH olarak
tesbit edildi. Verapamilin epileptiform ak-
tiviteye etkisi Wilcoxon eslestirilmis iki érnek
testi, dozlar arasinda farkhlik olup olmadig:
ise Mann Whitney U testi ile analiz edildi. Ve-
rapamil HCl Knoll, Uretan Sigma fir-
malarmdan temin edildi. Her iki madde de
hemen deney 6ncesinde, renkli siselerde taze
hazirlanarak kullamildi.

BULGULAR

Kristalize penisilin (500 {nite, i.c.) ve-
rildikten 4 + 2 dakika sonra bilateral spikeler
ortaya ¢ikmaya baslad (Sekil 2B). On besinci
dakikada, ortalama spike sayis1 13 + 0.9/dk,
ortalama spike yuksekligi de 845 + 101 pV
oldu. Otuzuncu dakikada, epileptiform ak-
tivite maksimum dlzeye eriserek ortalama
spike sayis1 29+1.6/dk ve ortalama spike
yuksekligi 1150+113 pV'a ulasti (Sekil 2C).
Penisilin verilmesinden yaklasik 180 dakika
sonra ise epileptiform aktivite kaybolmaya
baslad1 (Sekil 2D).

Sican somatomotor korteksine verapamil
(50 ve 100 pM) enjekte edilmesi epileptiform
aktiviteyi 5 = 1 dakikalik streyle baskiladi
(p<0.001). Bu inhibisyon sonrasmda spikeler
tekrar ortaya c¢ikti. Ancak, 3-4 dakika stireyle
ortalama spike [rekans1 12+1.4/dk duzey-
lerinde devam etti (p<0.01). Daha sonra epi-
leptiform aktivite, verapamil uygulanmadan
énceki frekans ve amplitad degerlerine geri
déndtt (Sekil 3). Verapamilin 50 ve 100
uMhk dozlann arasinda istatistiksel olarak
anlamlt bir fark yoktu (p>0.05).

Kontrol grubu sicanlarda, aym bolgeye
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intrakortikal mikroenjeksiyonla serum fiz-
yolojik (%09 NaCl) verilmesi epileptiform ak-
tivitede herhengi bir degisiklie neden olmadi
(p>0.05, Sekil 2E).

TARTISMA VE SONUC

Kalsiyum kanal blokerlerinden flunarizin
. nifedipin®?
bariyerini kolayca gegerken, verapamil kan-
gecememektedir®”.  Bu
ozelligi nedeni ile baz1 arastirmacilar ve-
rapamili intratekal®® ve epikortikal®¥ olarak
uygulamislardir. Verapamilin sistemik uy-
gulanmas kalpteki kalsiyum iyon kanallarim
bloklayarak hiicre icine kalsiyum girigini
azaltir. Bunun sonucunda kalbin dakikadaki

(19) ve nikardipin®! kan-beyin

beyin bariyerini

atim voliimii azalir ve gecici olarak beyin kan
akiminda azalma olur®. Ayrica, sistemik uy-
gulama korteks alti yapilardaki ndronlarda
da inhibisyona sebep olabilir. Bu yapilar da
korteks aktivitesini etkileyebilir. Tim bu dis
etkiler disiiniiliince, elde edilen sonuclann
sadece korteks noronlarinin verapamile olan
cevabr oldugu soylenemez. Dolayisiyla direk
kortekse madde uygulama metodu ile ¢alis-
makla metabolizmanin, plazma proteinlerine
baglanmarn, maddenin penetrasyonunun ve
korteks alt1i yapilarin etkileri en aza in-
dirilmektedir®@®),

GABA, reseptoriinun aracihk ettigi in-
hibisyon beyindeki ana inhibitér néronal
olusum olarak kabul edilir. Konvilsan ak-
tivitenin temelinde bu inhibisyonun zayifla-
mas1 vardir. Boylece, azalan inhibisyon epi-
leptik aktivitenin baslamas1 ve yayilmasi i¢in
dnemli bir faktér olarak éne strulir®?,

Epileptik aktivitenin olusumuna katilan
diger bir mekanizma membrandan asin Ca™

jyonunun néron icine akisidir®®.  Hiicre
diizeyinde, eksitatdr nérotransmitterlerin
salinimi, hiicre icine Ca*™ iyonu girisine

baghdir®®, Anormal aksiyon potansiyelleri

olan paroksismal depolarizasyon degisiklik-
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B e

—fp T

' 300 pV

20 sn

Sekil 2. 500 nite penisilinin intrakortikal enjeksiyonundan sonra elektrokortikogramda

(ECoG) kaydedilen epileptiform aktivite:

A. Bazal aktivite

C. Penisilinin 30-35. Dakikas
E. Serum fizyolojigin (SF) etkisi

leri, nobet aktivitesini baslatir ve Ca*™ ago-
nistleri uygulanmas ile nébet aktivitesi daha
da siddetlenir®®,

Kortekse direk olarak penisilin uy-
gulanmasi, bir inhibitér nérotransmitter olan

B. Penisilinin 1-5. Dakikas)
D. Penisilinin 180-185. dakikas:

GABAmin etkisini bloklar®). Bir kortikal
bolgede, inhibisyon miktarinin azalmasi,
noron gruplarmin davranisi tizerinde c¢ok
6nemli etkiye sahiptir ve konviilsan bir ilacin
uygulanmasi, hiicrede morfolojik degisiklik-
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300 p

20 sn

Sekil 3. Verapamilin (50 ve 100 pM, i.c.) epileptiform aktiviteye etkisi

(Ok isareti verapamilin verildigi ani gésteriyor).

lere sebep olmaksizin akut fokal epilepsi
olusturur®,

Sullivan ve Osorio intraperitoneal yolla
penisilin G vererek ratlarda epileptik aktivite
olusturmuslardir®, Walden ve arkadaslan
da korteks yiizeyine lokal penisilin uygula-
mislar ve 4-5 dakika sonra elektrokortiko-
gramda epileptiform potansiyeller gorulda-
giini bildirmislerdir*?. Bu ¢ahsmada da, int-
rakortikal penisilin uygulanmasmdan sonra
4x2 dakika i¢inde spike dalgalar ortaya
cikmustir. Penisilinin 6nce dentritleri etkile-
digi ve sonra GABA sistemiyle etkilestigi
distntlmektedir®®.

Marangoz ve arkadaslann 500 Unite int-
rakortikal penisilin enjeksiyonunun bilateral
spikelar ve spike-dalga kompleksleri ile ka-
rakterize epileptiform ECoG aktivitesi olus-
turdugunu bildirmislerdir. Penisilinin merkez
sinir sisteminde GABA aracili inhibisyonu
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baskiladigi, korteksten glutamat salimmini
artirdign ve muhtemelen epileptiform ak-
tiviteyi bu sekilde olusturabilecegi ileri
strtlmiistiar'®,

Eriskin merkez sinir sisteminde en c¢ok
miktarda bulunan aminoasit glutamattir(*%.
Piramidal hiicreler noérotransmitter olarak
glutamati kullanirlar ve eksitatér noéronlar-
dir ®Y, Epilepsi esnasinda, eksitasyon ve in-
hibisyonun normal dengesi eksitasyon
yoniinde degisir; boylece eksitatér bir post-
sinaptik potansiyel, dendritik aksiyon po-
tansiyelleri boérstintin baslamasmna sebep
olabilir. Ozellikle Ca** spikelar1 genis ve uza-
yan depolarizasyona yol acar®. Nobet
esnasmda GABA aracili inhibisyondaki azal-
ma, nobetin olugumu ve yayiliminda kritik
bir éneme sahiptir. Deneysel modelde, ge-
neralize nobetler esnasinda GABA, nodronal

aktiviteyi antagonize etmek icin gereklidir®Y.
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Fokal epilepsinin; beyin korteksinde GABA
aracih inhibisyonun azalmas: ile birlikte,
muhtemelen glutamat aracili eksitasyonun
ortak etkisi ile olustuguna inanilmaktachr®Y.

Asin Ca™ iyonunun noéron igine girisi epi-
lepsi olusumunda cok énemli bir etkendir®®.
Bir néronun depolarizasyonu presinaptik vol-
taja bagimli Ca** kanallarindan Ca** iyo-
nunun iceri girmesine neden olur ve htiicre
icinde artan Ca**, eksitator nérotransmit-
terlerin, ozellikle glutamatin salinimma yol
acar ki, bu da daha c¢ok Ca™ iyonunun post-
sinaptik eksitatér aminoasit kanallarindan ve
postsinaptik voltaja bagimh kanallardan iceri
(5 Glutamat, kimyasal
kapil iyon kanallarimi (NMDA, Kainat, Qu-
isqualat), ozellikle NMDA'y1 uyararak Na* ve

akisina sebep olur

Ca'" iyonlarimin hticre icine girmesine; Na+
iyonuna bagh depolarizasyon olusumuyla vol-
taja bagimli Ca™ kanallarmun agilmas: so-
nucunda asin Ca™ iyonunun hticre icine gir-
mesine sebep olur®). Bu cok miktardaki
Ca™ iyonunun iceri girisinin, ndébet esna-
sinda olusan néron desarjiru baslatan tetik
oldugu distiniilmektedir®. Nobet esnasinda
ekstraselliiler Ca**'un azaldigi®® ve intrasel-
luler Ca*'un arttig®® gosterilmistir. Epilep-
togenezde Ca*'un hiicre icine girisi bu kadar
dnemli olunca, tedavide Ca** kanal bloker-
lerinin faydali olabilecegi akla gelmektedir®”.

Kisaca Ozetlenen tim  yukandaki
¢alismalara dayanarak biz de korteks icine
500 tnite kristalize penisilini Hamilton mik-
roenjektort ile uyguladik. Boylece GABA in-
hibisyonunun azalmas: ve eksitatér ami-
noasitlerin = sallmmmm artmasi  sonucu
NMDA reseptérlerinin aktivasyonu sagland.
Bunun sonucunda korteksteki néronlarin
miktarda Ca*™ iyonunun gir-
mesiyle, epileptiform aktivitenin olusumunda
tetik oldugu dustintlen® mekanizma ha-
rekete gecirilmis oldu ve ECoG aktivitesi po-
ligrafla kaydedildi.

icine asiri

Penisilin Modeli Deneysel Epilepside Verapamilin
Antikonvulsan Etkisi

Verapamilin eriskin ratlarda tutusma mo-
delini kismen ¢&nledigi®®; nifedipinin kal-
siyum kanallarmi dis taraftan, verapamilin
ise i¢ taraftan blokladig: bildirilmistir®?.

Daha oénce yapilan calismalarda; kobay
hipokampus ve neokorteks dilimlerinde pik-
rotoksin ile olusturulan epileptik alan po-
tansiyellerini verapamilin déntistmlt olarak
blokladi1®”; sican hipokampus dilimlerinde
verapamilin epileptiform desarjlan baskila-
dig1i?; yeni dogan sicanlarm neokortikal
doku  kiulttrlerindeki noéronlarda  pen-
tilenetetrazol ile paroksismal depolarizasyon
olusturuldugunda, papaverin derivesi ve-
rapamil ve piperazin derivesi flunarizinin bu
depolarizasyonu ortadan kaldirdigi*?; ko-
baylarda hipokampal dilimlerdeki CA3
noronlannda kafein ile olusturulan nobetleri
verapamil ve flunarizinin blokladig1“?; ne-
okortikal néronlarda spontan olarak mey-
dana gelen boérst desarjlarini suprese etti-
g3, hipokampal  dilimlerdeki CA3
noronlarinda bikukullin ile olusturulan pa-
roksismal depolarizasyon degisikliklerini ve-
rapamilin baskiladigi®¥; hipokampus ve ne-
okortikal néronlarda bikukullin ile olus-
turulan epileptik aktiviteyi verapamil ve (lu-
narizinin ortadan kaldirdigi*# bildirilmistir.
Ayrica, kalsiyum kanal blokeri verapamilin
elektrosok modeli53® quinolinik asit modeli
38) ve pentilenetetrazol modeli® gibi bircok
deneysel modelde noébetleri inhibe ettigi bil-
dirilmistir. Sunulan ¢alisma ile verapamilin
penisilin ile olusturulan deneysel modelde
de epileptiform aktiviteyi inhibe ettigi gos-
terilmistir.

Verapamil ve benzeri ajanlar L-tipi ka-
nallarda dihidropiridin ve benzodiazepinlerin
baglandiklar1 yerlere baglanirlar®®, L-tipi
kanalin alfa-1 altbirimi dihidropiridinler,
verapamil gibi fenilalkilaminler ve dil-
tiazem gibi benzotiazepinler igin baglanma
yerleri tasir®”), Daha 6nceki calismalardan ve
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bu calismanin sonuclarnndan hareketle ve-
rapamilin, voltaja bagiml iyon kanallarindan
hucre icine kalsiyum girisini bloklayarak epi-
leptiform  aktivitenin onledigi
soylenebilir.

olusmasint

Ancak, verapamilin hangi tip Ca'" ka-
nallarini  bloklayarak  antiepileptik  etki
gosterdigini anlayabilmek icin, spesifik kanal
blokeri ajanlar kullamlarak tek hiticrenin
cevabini inceleme yoéniinde daha ileri bir
calismaya ihtiyac vardir.
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