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Hiicre Oliimiine Nikardipinin Etkisi’
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¢/ Cinkonun néronal hiperaktiviteye yol agarak hticre sliimiine sebep oldugunu bildiren bir
¢ok aragtirma vardwr. Bu calismada cinkonun sebep oldugu hiicre éliimune, kalsiyum
antagonistlerinden nikardipinin etkisi arastirildi.
Cinko sulfat (500 ng/kg) intrakortikal olarak bregmanmn 2 mm lateraline verildi. Kontrol
grubu siganlara aym hacimde (2 pl) serum fizyolojik uygulandi. Cinko+nikardipin gru-
buna ise ¢inko siilfat (500 pg/kg) ve hemen yanma nikardipin (1 mg/kg) intrakortikal
olarak verildi.
Hayvan gruplan bir hafta siireyle gozlem altinda tutuldu. Cinko+nikardipin grubuna
digerlerinden farkli olarak her giin intraperitoneal yoldan nikardipin (10 mg/kg) verildi.
Hayvanlar bir hafta sonra intrakardiyal yoldan notral formalinle perfiizyona almdi. Hi-
pokampustan alinan kesitler hematoksilen-eozin ile boyandi. Piramidal hiicreler i1s1tk mik-
roskobunda x400 buyttme altinda sayildi.
Piramidal hiicre yogunlugu kontrol grubunda 126.48+1.8 hiicre/mm, ¢inko grubunda
38.3+0.52 hiicre/mm, c¢inko+nikardipin grubunda 88.4x1.4 hiicre/mm olarak sayild.
Gruplar arasindaki fark istatistiki agidan anlamh bulundu (p<0.001).
Sunulan ¢alisma ile elde edilen sonuclara goére sigan hipokampusunda, nikardipin
cinkonun sebep oldugu hiicre 6litmiint énemli 6lgiide azaltmaktadir. Nikardipin bu et-
kiyi kalsiyumun hticre igine girisini azaltarak yapiyor olabilir.
Anahtar kelimeler: Hipolcampus, hiicre 6liimil, ¢inko toksisitesi, nilkardipin, sican

¢/ Effect of Nicardipine on Cell Death Caused by Zinc in the Rat Hippocampus
There are lots of reports about zinc causes cell death due to neuronal hyperactivity. In
this study, effect of nicardipine (a calcium antagonist) on cell death caused by zinc was
investigated.
Zinc sulphate (500 1g/kg) was injected intracortically into 2 mm lateral of bregma. The
samme of volume of saline (2 pl) was given to the rats of control group. In the third group,
zinc+nicardipine were injected into same place of the brain.
Animal groups were observed for a week. The zinc+nicardipine group received daily
nicardipine (10 mg/kg) for seven days. After a week, the rats were perfused intracardially
with neutral [ormaline. The hippocampal sections were stained with hematoxylen-eosine.
Pyramidal cells were counted under light microscope (with 400x magnification).
The density of pyramidal cell was found in the control, zinc and zinc+nicardipine as
126.48+1.8 neuron/mm, 38.3x0.52 neuron/mm, 88.4x1.4 neuron/mm respectively. The
differences between the groups were found to be statistically significant (p<0.001).
The results show that nicardipine considerably decreases cell death caused by zinc in the
hippocampus of rat. Nicardipine an exert this effect by preventing the influx of calcium.
Key words: Hippocampus, cell death, zinc toxicity, nicardipine, rat

*: Ondokuz Mayws Universitesi Arastirma Fonunca T.088 NO'lu proje olarak destekienen bu ¢ahsma, 08-12 Eyliil 1996
tarihinde Bursa'da diizenlenen Turk Fizyolojik Bilimler Dernegi 22. Ulusal Kongresi'nde poster olarak sunulmustur.
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GIRIS

Epilepsi, asin
yaygin oldugu nérolojik hastaliklardan bi-
risidir'V. Insan hipokampusunda hiicre kay-
binin serebral iskemiden kaynaklandigy ve
epileptik nébetlerin iskemiye sebep olan et-
kenlerden biri oldugu ileri stirtildiu®. Daha
sonraki yillarda epilepsinin fizyo-patolojik te-
mellerinin anlasilmas: ve tedavi edici ilaclarin
gelistirilebilmesi icin "deneysel epilepsi mo-
delleri" gelistirﬂdi(?"‘”. Son zamanlarda yapi-
lan arastirmalarda, cinkonun verildigi beyin
holgesinde noronal hiperaktiviteye sebep
oldugu gosterilmistir®®. Cinko epilepsisinde

hipokampus ve serebellumda da hiicre &li-
(7-9)

noéron aktivitesinin en

mi oldugu tesbit edildi

Iskemi olusumunda hiicre ici Ca™ seviye-
sinin artisi cok énemlidir’®. Bu nedenle son
yillarda iskeminin énlenmesi amaciyla kalsi-
yum antagonistleri kullarulmaya baslanmis-
tir. Kalsiyum antagonistleri hticre icerisine
Ca*™ akisimu engelledifinden farmakolojik ola-
rak iskeminin énlenmesinde énemlidir!!12),

Literatiir taramalannda c¢inkonun sebep
oldugu hiicre 8liumu ve nikardipin iliskisine
rastlanamamistir. Sunulan ¢calismanin amaci,
beyin korteksine verilen cinkonun sican hi-
pokampusunda meydana getirdigi piramidal
hticre élimiiniin nikardipin tarafindan nasil
etkilendigini tespit etmektir.

GEREC VE YONTEM

Deneylerde agirhiklarn 200-300 g olan al-
bino siganlar kullamildi. Hayvanlar Gi¢ gruba
ayrildi. Birinci gruptaki hayvanlara (n=10)
500 ng/kg cinkostilfat (i.c.), ikinci gruptaki
hayvanlara (n=10} ¢inkostlfatin yaninda 1
mg/kg nikardipin (i.c.) verildi. Intrakortikal
uygulama sol hemisferde Bregmanm la-
teraline mikroenjektér (Hamilton) ile yapildi.
Daha sonra 7 giin stireyle intraperitoneal
(i.p.}) olarak nikardipin (10 mg/kg) verildi.
Uctincii gruptaki hayvanlara (n=7) ise 2 yl
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serum fizyolojik uygulandi.

Hayvanlar 7 gin yasatildiktan sonra
derin anestezi (100 mg/kg ketamin) altinda
intrakardiyal yoldan perfiizyona alinch. Dor-
sal hipokampus bélgesinden elde edilen fron-
tal kesitler hematoksilen-eozin ile boyandi.

Kesit seviyeleri bir stereotaksik atlas
yardimiyla tesbit edildi’®. Farkh kesit se-
viyelerinde sag ve sol dorsal hipokampusun
CAl, CA2, CA3 boélgelerinde bulunan pi-
ramidal htcreler 1s1tk mikroskobunda x400
bliytitmeyle sayildi. U¢ ayn gruptan elde edi-
len sonuclar birbirleriyle karsilastirildi.
Sonuclarin degerlendirilmesinde Mann Whit-
ney U testi kullanildi.

BULGULAR

Serum fizyolojik verildikten 7 glin sonra
perflizyona aliman kontrol grubunda sag dor-
sal hipokampusun CAl boélgesinde piramidal
hticrelerin yogunlugu 126.2+4.5 hiicre/mm,
CA2 bélgesinde; 117.3+6.24 hiicre/mm, CA3
bélgesinde ise 113.6+4 hiicre/mm olarak bu-
lundu. Cinko grubunda ise sag dorsal hi-
pokampustaki piramidal hiicrelerin yogunlu-
gu CAl boélgesinde 38.3x1.3 hiicre/mm; CA2
bolgesinde 36.5x1.6 hiicre/mm; CA3 bol-
gesinde ise 34.14+1.2 hiicre/mm idi. Cinko
+nikardipin grubunda ise sag dorsal hipo-
kampusun CAl bélgesinde 87.9+1.4 hiicre/
mm; CA2 bélgesinde 89.9x3.7 hiicre/mm;
CAS3 bélgesinde ise 82.2+2.8 hiicre/mm sek-
lindeydi.

Sag dorsal hipokampusun CAl, CA2, CA3
boélgelerinde hiicre sayis: bakimmdan kontrol
grubuyla cinko grubu arasmndaki farklilik is-
tatistik acidan anlamliydi (p<0.001, Tablo I).
Kontrollere gére ¢inko grubunun CAl, CA2,
CA3 bolgelerindeki piramidal hilicre sayisi
%68 oraninda daha azdi.

Cinko grubu ile cinko+nikardipin gru-
bunun sag ve sol dorsal hipokampusunun
CAl, CA2 ve CAS3 bélgelerinde bulunan pi-
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Tablo I. Cinko ve Kontrol Grubunda Sag
Dorsal Hipokampus Piramidal Hiicre
Yogunlugunun Karsilastinlmasi

Saymm yapilan Cinko Kontrol

bélgeler Sag (n=10)* Sag (n=7)*

CAl 38.3+1.3 126.2+4.5  <0.001
CA2 36.5+1.6 117.3+6.2  <0.001
CA3 34.14+1.2 113.6+4 <0.001

*: Hiicre yogunlugu/mm+SEM, n= Hayvan sayis

ramidal hiicre sayis1 arasindaki fark istatistik
acidan anlamhydi (p<0.001, Tablo III, IV).
Kontrol grubunun sol hipokampus CAl
bélgesinde piramidal hiicrelerin yogunlugu 1
mm'de 129.9+4 hiuicre/mm iken; CA2'de
129.8+5 hiicre/mm, CA3'de de 122.7+3.3
hiicre/mm olarak sayildi (Tablo II}. Cinko
grubunda ise sol dorsal hipokampusta pira-
midal hiicre yogunlugu CAl bélgesinde 35x
1.4 htcre/mm, CA2 bolgesinde 33.9x1.5
hiicre/mm, CA3 Dbolgesinde 32.85x1.2
hiicre/mm olarak sayildi (Tablo II). Cinko
+nikardipin grubunda ise sol dorsal hipo-
kampusun CA1l bélgesinde 91.2+3.8 hiicre/
mm, CA2'de 91.9+4.6 hiicre/mm, CA3'de 84.3
+4 hiicre/mm olarak tespit edildi (Tablo IV).
Sol dorsal hipokampusun CAl, CA2, CA3
bélgelerinde hiicre sayisi bakimindan kontrol
grubuyla ¢inko grubu arasmndaki fark istatis-
tiki acidan anlamliydi (p<0.001). Kontrollere
gore cinko grubunun CAl, CA2, CA3 bolge-

Tablo II. Cinko ve Kontrol Gruplannda Sol
Dorsal Hipokampus Piramidal Hiic-
re Yogunluklanmn Karsilastirilmas:

Sayim yapilan Cinko Kontrol p
bolgeler Sol (n=10)* Sol (n=7)*

CAl 35.0+1.4 129.9+4 <0.001
CA2 33.9+1.5 129.8+5 <0.001
CA3 32.85+x1.2 127.7x3.3 <0.001

*: Hilere yogunlugu/mm=SEM, n= Hayvan sayisi
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Tablo IIIL Cinko ve Cinko+Nikardipin Grup-
larimda Sag Dorsal Hipokampus
Piramidal Hiicre Yogunlugunun
Karsilastirilmas:

Cinko +

Saymm yapilan Cinko nikardipin P

bolgeler Sag (n=10)* Sag (n=10)*

CAl 38.3x1.3 87.9x1.4 <0.001
CA2 36.5+x1.6 89.9+3.7 <0.001
CA3 34.14x1.2 82.2x2.8 <0.001

*: Hiicre yogunlugu/mm=+SEM, n= Hayvan sayis1

Tablo IV. Cinko ve Cinko+Nikardipin Grup-
larinda Sol Dorsal Hipokampus

Piramidal Hicre Yogunlugunun
Karsilastinlmasi
Cinko +

Sayim yapilan Cinko nikardipin P
bolgeler Sol (n=10)* Sol (n=7)*
CAl 35x1.4 91.2+3.8 <0.001
CA2 33.9+x1.5 91.9x4.6 <0.001
CA3 32.85x1.2 84.3x4 <0.001

*: Hiicre yogunlugu/mm+SEM, n= Hayvan sayisi

lerinde hiicre sayis1 %73 oranminda daha azda.

Aymi grubun CAl, CA2, CA3 bolgeleri
arasmnda istatistiki acidan fark tespit edi-
lemedi (p>0.001). Hipokampus bir biitiin ola-
rak ele alindiginda kontrol ve deney grupla-
rindaki piramidal hticre yogunlugu sekil 1'de
gortlmektedir.

TARTISMA VE SONUC

Sunulan calismaya gore, sicanda beyin
korteksine verilen ¢inkostilfat (500 pg/kg) hi-
pokampustaki piramidal hiicrelerde 6liime
sebep olmaktadir. Kalsiyum kanal blokeri ni-
kardipin ise c¢inkonun nérotoksik -etkisini
onemli 6lctide azaltmaktadir. Cinkonun néro-
toksik etkisini konu edinen cok az calisma
vardir. Doku kiultiirii ortamminda ¢inkoya
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Sekil 1. Kontrol ve deney gruplarnnda tiim
hipokampusta piramidal hiticre yo-

gunlugu gértlmektedir (p<0.001).

maruz kalan beyin korteksi hiicrelerinin de-
jenere oldugu, dejenerasyonun hem cinko
konsantrasyonuna hem de cikonun etki
stresine bagh olarak arttig tespit edilmistir®.
Gelismesini
glia hticrelerinde ise ¢inkoya bagh dejeneras-
yonun daha az etkili oldugu bilinmektedir!¥.
Beyin korteksine verilen c¢inkonun sicanda

tamamlamamis hucrelerde ve

noronal hiperaktiviteye ve hipokampus pi-
ramidal hticreleri ile beyincigin purkinje
hticrelerinde de dejenerasyona sebep oldugu
gosterilmistir™®. Cinko enjeksiyonu ile per-
fazyon arasindaki stire uzadikca hiicre
kaybinin arttifi bulunmustur®.

Cinko glutamat salimimina ve buna bagh
olarak hticre igine su ve klortir girisine sebep
olmaktadir. Bu durum akut safhada hiicre-
nin sismesiyle karakterizedir''®. Glutamatin
noérotoksik etkisi ekstraseliiler kalsiyum se-
viyesine baghdir. Pentilenetetrazol ile olustu-
rulmus nébetlerde sican beyin sinaptozom-
larinda serbest kalsiyum konsantrasyonunun
artligy gozlenmistir. Kalsiyum kanal bloker-
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lerinden verapamil ve ryodipinin bu artis1 an-
lamli bir sekilde azalttifi bilinmektedir!®,
Flunarizinin kobay hipokampus ve neokor-
teks dilimlerinde pikrotoksin ile olusturulan
epileptik alan potansiyellerini paroksismal
hiicre depolarizasyon degisikliklerini déniti-
sumstiz olarak blokladig bildirilmistir!?.
Beyin dilimi preparasyonlarindan alnan int-
raselliller kayitlara gére 1 nM nikardipin
spontan epileptik sicanlarin hipokampus CA3
néronlarindaki Ca*? spike'lariru inhibe etmis-
tir. Aymi ¢ahsmada normal (spontan, epi-
leptik olmayan) Wistar sicanlarinda Ca*?
spike'larinin inhibe edilmeleri i¢in gereken ni-
kardipin konsantrasyonunun 10 nM oldugu
bulundu. Spontan epileptik sigcanlarda CA3
piramidal htcrelerinin asin1  uyanlmasimn
Ca™ kanallarinda anormal derecede gecir-
genlik meydana getirebilecegi ve bu etkinin
nikardipin tarafindan ortadan kaldirilacag
bildirilmektedir’®. Okltizyonla olusturulan
iskemide hticre 6lamtnt 0.01-10 mg/kg (i.p)
dozlarda uygulanan nikardipin geciktirmistir
(1920 Bagka bir calismaya gére cinkoya, baglh
hiicre 6ltmu verapamil tarafindan azaltil-
maktadir®l.

Daha onceki bulgulara ve elde edilen
sonuclara gére bir kalsiyum kanal blokeri
olan nikardipinin, muhtemelen hiicre icine
kalsiyum ve su girisini engellemek yoluyla
néron élumini azalttifl sonucuna vanldi.
Gelis tarihi : 30.05.1897
Yayina kabul tarihi : 28.07.1997
Yazisma adresi:

Arag. Gér. Serif DEMIR

Ondokuz Mayis Universitesi, Tip Fakiltesi,
Fizyoloji Anabilim Dali

55139 SAMSUN

KAYNAKLAR
1. Peedley TA.
encepholagram. In: Schwartzkroin, PA, Wheal, H

Epilepsy and human electro-

47



Aras. Gor. Serif DEMIR ve ark.

10.

11.

12.

48

(Eds.)
Academic Press, 1984; 1-30.
Chung SH, Johnson MS. Studies on sound-induced

Electrophysiology of Epilepsy (London),

epilepsy in mice. Proc Roy Soc (London) 1984; 221:
145-168.

Chung SH. Johnson MS. Divalent transition metal
ions (Ca*t, Zn**) in the brain of epileptogenic and
normal mice. Brain Res. 1983: 280: 323-334.
Donaldson J. Pierre T, Minnich J, Barbeau A.
Seizures in rats associated with divalent cation
inhibition of Nat - K* ATP'ase. Can J Biochem 1971;
49: 1212-1224.

Pei Y, Zhao D, Haung J, Cao L. Zinc-induced
seizures a new experimental model of epilepsy.
Epilepsia 1983; 24: 169-176.

Reid SA. GW. Acute
epileptogenic
analyses. Brain Res 1980; 188: 531-542.

Marangoz C. Ayyidiz M, Tasgt N. Fenobarbital,

Sypert FeClgz-induced

foci in cats: Electrophysiological

néronlan intrakortikal ¢inkonun toksik etkisinden
korumaktadir. Doga Tr J of Medical Science 1991,
15: 378-383.

. Tonder N, Johansen FF, Fredericson CJ, Zimmer

and Diemer NH. Possible role of zinc in the selective
dejeneration of dentate hilar neurous after cerebral
ischemia in the adult rat. Neurosciance Letters,
1990; 109: 247-252.

Marangoz C, Gen¢ H. Tavsanda intrakortikal
cinkostlfattan sonra Purkinje hiicrelerinde azalma.
T KL Tip Bil Aras Der. 1990; 8: 67-74.

Agar E, Tasq N, Marangoz C. Sicanda korteks igine
verilen ¢inko stlfatin Purkinje hticreleri soyisina
etkisi. DOGA Tr J of Medical Sciences 1990; 1l
238-247.

Choi DW, Yokoyama M, Koh J. Zinc neurotoxicity in
cortical cell culture. Neuroscience 1988; 24: 67-79.
Flayn CJ, Farooqui AA, Horocks LA. Ischemia and
GJ. et al (Eds.).

Neurochemistry, Molecular cellular and Medical

hipoxia. In: Siegel Basic

13.

14.

15.

16.

17.

i8.

19.

20.

21.

O.M.U. Tip Dergisi Cilt: 15 No.1

Aspects New York, Raven Press, 1989; 783.
Pellegrino LJ, Cushman AJ. A Stereotaxic Atlas of
the Rat Brain. New York, Plenum press, 1981.
Weiner DA. Calcium channel blockers. Med Clin
North America 1988; 72: 83.

Lees GJ, Lehmann A, Sandberg M, Hamberger A.
The neurotoxicity of zinc in the rat hippocampus
Neuroscience Letters 1990; 120: 155-158.

Karpova MN, Antonikov NM, Pankov OLV. Glebov
RN. Organic calcium antagonists verapamil an
ryodipin prevent increase of free calcium in
synaptosomes of the rat brain during corasol
kindling. Biulliten Eksperimentalnoi Biologii i
Meditsiny 1992; 114: 252-254.

Straub H,

epileptic activity in hippocampal and neocortical

Speckman EJ. Picrotoxin-induced
slices (guina pig): Supression by organic calcium

channel blockers. Brain Research, 1994; 658:
119-126.

Momiyama T, Ishihara K. Serikawa T, Moritake K,
Sasa M. Effect

excitability of CA3 pyramidal cells in hippocampal

of nicardipine on abnormal

slices of spontaneously epileptic rats. European
Journal of Pharmacology. 1995; 280: 119-123.
Tomimoto H, Wakita H, Akiguchi I, Kimura J.
Protective effect of nicardipine hydrochloride on the
evolution of delayed neuronal death-an im-
munohistochemical study. Brain & Nerve. 1994, 46:
251-256.

Funato H, Katsuki Y, Yano T, Kawano H, Akada Y,
Sato M, Uemura A. Effects of lacidipine, a new
dihydropyridipine derivative, on various cerebral
ischemia models. Folia Pharmacologica Japonica.
1996: 108: 243-257.

Demir S, Geng O, Bagirict F, Ayyildiz M, Korkmaz A,
Tasct N, Marangoz C. Sican hipokampusunda
cinkonun sebep oldugu hiicre ¢oliimiine verapamilin
etkisi. Ondokuz Mayis Universitesi Tip Dergisi 1996;

13: 19-25.





