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Sunulan ¢ahsmada, intrakortikal yolla kadmiyum stlfat ve kalsiyum antagonisti ni-
kardipin verilen sicanlarda, serebellum Purkinje hiicre yogunlugundaki degismeler in-
celendi. .

Hayvanlar {i¢ gruba aynldi. Birinci gruba serum fizyolojik, ikinci gruba kadmiyum silfat
{0.0021 mg/kg) ve tcinct gruba kadmiyum stlfat {0.0021 mg/kg) + nikardipin (1 mg/
kg) verildi. Sicanlar bir hafta siireyle gézlem altinda yasatildi. Sadece ligincti gruptaki
sicanlara, bu siire boyunca nikardipin (10 mg/kg/gin, i.p.) uygulandi. Bir hafta sonra
ttim hayvanlar intrakardiyak yolla perfiizyona alindi. Serebellumdan elde edilen seri fron-
tal kesitler Thionin boyama yontemiyle boyandi. Purkinje hicreleri x400 buyttme ile 151k
mikroskobunda sayild:.

Purkinje hticre yogunlugu kontrol grubunda, sag yanmkiirede 20.53+x0.69 /mm (or-
talama+SH), sol yanmkurede 20.46+0.47 /mm; kadmiyum grubunda sag hemisferde
13.36+0.58 /mm, sol hemisferde 13.23+x0.44 /mm; kadmiyum + nikardipin grubunda
sag hemisferde 16.36+0.69 /mm, sol hemisferde 16.00+0.84 /mm olarak bulundu.
Calismanin sonuglan; kadmiyumun nérotoksik etkili oldugunu, nikardipinin ise
noronlan kadmiyumun toksik etkisinden korudugunu géstermektedir {p<0.05).

Anahtar kelimeler: Serebellum, hiicre éliimii, kadmiyum, nikardipin, sican

Effect of Nicardipine on Cadmium-Induced Purkinje Cell Loss in Rat Cerebellum

In the present study, changes in Purkinje cell density of rat cerebellum after intracortical
cadmium sulphate (CdSO,) and nicardipine, a calcium antagonist administration have
been investigated.

Animals were divided into three groups. First group received saline while the second
group received CdSO, (0.0021 mg/kg) and the third group received CdSO, (0.0021
mg/kg) and nicardipine {1 mg/kg). Rats were than survived for seven days under physical
observation. Only the third group received daily nicardipine injection (10 mg/kg/day, i.p.}
during this period. After one week all animals were perfused intracardially. Serial
sections obtained from cerebellum were stained by Thionin staining method. Purkinje
cells were counted under 400x magnification of a light microscope.

Purkinje cell density is found to be 20.53x0.69 /mm in right and 20.46+0.47 /mm in left
hemisphere of control group; 13.36x0.58 /mm in right and 13.23:£0.44 /mm in left
hemisphere of cadmium group; 16.36x0.69 /mm in right and 16.00+0.84 /mm in left
hemisphere of cadmium + nicardipine group. These results suggest that cadmium has
neurotoxic effects and nicardipine may protect neurons from cadmium-induced toxicity
(p<0.05).

Key words: Cerebellum, cell death, cadmium, nicardipine, rat
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GIRIS

Norotoksisite ve epilepsi gibi nérolojik
hastaliklar ile kobalt, demir, alliminyum ve
nikel gibi metaller arasinda yakin iligki
oldugu bilinmektedir'¥. Deney hayvanla-
rinda, demirin®?, kobaltin®” ve cinkonun®®
12} norotoksisiteye ve epileptiform aktiviteye
neden olduklarnn daha onceki calismalarda
gosterilmistir. Sigara dumaninda ve kirli ha-
vada bulunan agir metal yapismndaki kad-
miyumun (Cd) da norotoksik olup olmadigi
merak konusu olmustur. Gunde 6 mg/kg
kadmiyuma maruz birakilan farelerin bey-
ninde ve diger organlarinda kadmiyum bi-
rikimi oldugu ve norotoksik etki gosterdigi
bildirilmistir’®. Yetiskin farelerin beyin zari
icine 0.4 mg/kg kadmiyum verildiginde, hi-
pokampus hari(; tim beyin bolgelerinde
noron hasan saptanm@hr““. Somatomotor
kortekse intrakortikal (i.c.) yolla 0.0021 mg/
kg kadmiyum sulfat enjekte edildiginde se-
rebellumda 6nemli miktarda Purkinje hiticre
kaybma neden oldugu tespit edilmistir®,

Néron dliumiinden sug¢lanan maddelerden
birisi kalsiyum iyonudur. Organizmadaki
bircok hiicrenin aktivasyonunda ve iskemi
olusumunda hticre icindeki serbest kalsiyum
dtizeyinin btiytik énemi vardir®®!®. Kalsiyum
iyonlarmin hiicre icine girisi epileptik néronal
olaylarin da ilk basamagin teskil etmek-tedir
(19-22)

Sunulan calismanin amaci, kadmiyumun
serebellumdaki Purkinje htcreleri tzerine
olan etkisini arastirmak ve eder nérotoksik
etkisi varsa bir dihidropiridin gurubu kal-
siyum kanal blokeri olan nikardipinin bu et-
kiyi nasil degistirdigini tesbit etmektir.

GEREC VE YONTEM

Calismada agirhiklarn 150 ile 260 gram
arasmda degisen 30 adet eriskin erkek albino
Wistar sicanlar kullanildi. Hayvanlar kontrol,
kadmiyum ve kadmiyum + nikardipin olmak
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lizere 1i¢ gruba aynldl. Battn gruplar aymni la-
boratuvar sartlarinda beslendi. Operasyon

ortammdaki sartlarin  semisteril olmasi
saglandi. Operasyona baslamadan bir gece
énce hayvanlar ac birakildi. Genel anestetik
olarak ketamin hidroklortir (100 mg/kg, i.p.)
kullamldi. Anesteziye giren "hayvan ste-
reotaksik alete (David Kopf) baglandi. Kafa
derisi tiras edildi. Temizlenen bélgedeki deri
bisturi ile rostra-kaudal istikamette 3-3,5
cm. kesildi. Kesilen bolge penslerle kenarlara
dogru acild: ve Bregma aciga cikarildi. Breg-
mamn 1.5 mm sol lateralinde, dis he-
kimliginde kullanilan tur motoruyla (BM 9
tipi) 1.5-2 mm capmnda delik acgildi. Kanama
Ozen  gosterildi. Kafatas:
kemigini delme islemine dura belirgin hale
gelinceye kadar devam edildi. Hayvanmn
viicut agirh@ dikkate almarak 1 plt'de
0.0021 mg/kg bulunacak sekilde hazirlanan
(10.5 mg 3CdS0O,.8H,0'dan alnarak distile
suyla 50 ml'ye tamamlandi) kadmiyum stlfat
mikroenjektéorle (Hamilton) korteksin 1 mm
derinligine yavasca verildi. Mikroenjektdr bir
siire enjeksiyon bolgesi tizerinde tutuldu ve

olmamasina

ilacin geri kagmas: engellendi. Kontrol grubu
hayvanlarda da aym islemler yapildi. Fakat
kadmiyum stilfat yerine ayni miktarda serum
fizyolojik verildi. Kadmiyum + nikardipin gru-
buna ise, kadmiyum stlfatin verildigi bél-
genin yanma (1 mg/kg. i.c.) nikardipin en-
jekte edildi. )
Operasyon tamamlandiktan sonra agilan
deri dikilerek kapatildi. Yaramn tlzeri an-
tiseptik smv1 ile temizlendi ve hayvanlar din-
lenmeye birakildi. Hayvanlar goézlem altipa
alimnarak davrams degisiklikleri kaydedildi.
Hayvan gruplanndan, kontrol ve kadmiyum
grubu yedi gin streyle gozlem altinda
yasatildi, bu stre icinde hayvanlara herhangi
bir islem uygulanmadi. Kadmiyum + ni-
kardipin grubu hayvanlara yedi giin stireyle
intraperitonal olarak nikardipin (10 mg/kg
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i.p.) verildi. Her {i¢ grubun hayvanlar da ye-
dinci glintin sonunda yine ketamin anestezisi
alinda perfiizyona alindi. Perfiizyon sira-
sinda pH'si 7.2'ye ayarlanmis %101Tuk for-
maldehit ile fizyolojik su kullamldi. Cerrahi
olarak aciga cikarilan kalbin sol ventrikiiliine
fizyolojik su kanula takild ve yine bu kantile
baglanmis bir enjektérle sulandirilmis (1/6)
heparin (2 ml) verildi. Bu sirada sag atrium
ince bir makas yardumiyla kesilerek kanin
saglandi. Diger {taraftan
takilan kantil yardimiyla fizyolojik su ve-
rilmeye baslandi. Fizyolojik su verilmesi isle-
mine kan alkisi berraklasincaya kadar devam
edildi. Kan tamamen berrak hale gelince fiz-

disariya akmas:

yolojik su muslugu kapatilarak formaldehit
muslugu acildi. Sadece beynin perflizyonunu
saglamak amaciyla abdominal arterler pens
yardimiyla kleplendi. Perflizyon isleminin
bitip bitmedigini anlamak i¢in hayvanin ytiz
kaslarindaki belli aralklarla
pensle kontrol edildi. Sertlesme oldugundan
emin olununca formaldehit muslugu kapa-
tildi. Perflizyon islemi yaklasik 1-1.5 saat
kadar stirda.

sertlesmeler

Perftizyon tamamlandiktan sonra hay-
vanin bisturi ile kesilerek viicu-
dundan aynldi. Kafatasindaki deri ve kas

kafas:

kismi pens ile koparilarak uzaklastirildi.
Kemik makas1 (Guj) ile kafatas: kemikleri
biytk bir dikkatle kirilarak beyin itina ile
cikanldi. Cikarilan beyinler %101uk for-
maldehit icine alindi. Hayvan beyinleri alti
gin sonra formaldehit i¢inden alindi. Beyin
ve beyincikler keskin bir bisturi ile bir-
birinden ayrldi ve dosya numaralan ile bir-
likte gazh bezlere sarildi. Bu sekilde ayr1 ayr
bezlere sarilan beyin ve beyincikler bir beher
igerisine konarak 24 saat musluktan akan
suyun altinda birakildi. Daha sonra rutin
histolojik doku metodu takip edildi. Dokular
%60, %70, %80, %90, %96k etil alkolde
ikiser defa birer saat tutuldu. Absoli alkolde
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(%99'1uk etil alkol) ticer defa birer saat bek-
letildi. Sonra, ksilolde {i¢ defa 30'ar dakika
tutuldu. Ettv disinda bir gece yumusak pa-
rafin icinde bekletildi. Sabahleyin %50'si
sert parafin, %50'si de yumusak parafinden
olusan karnisimin i¢inde iki saat stireyle bek-
letildikten sonra, 65 °C isiya ayarli etiive
alinarak sert parafin icinde ¢ saat bek-
letildi. Daha sonra beyin ve beyincikler eti-
ketlenerek parafin bloklara yerlestirildi. Pa-
rafin bloklar sogukta tutularak kesit almaya
elverisli hale getirildi. Parafin bloklar carkl
mikrotoma (Erma Inc. marka) yerlestirilerek
75-100 mikronda bir olmak {izere alt1 mik-
ron kalmlifinda frontal alindi.
Alman kesitler benmari (sicak su banyosu)
icine atildi. 50-55 °C sicaklikta dokunun
acilmasi saglandi. Havuzdan alinan dokular

kesitler

albimin mayer strilmits ve dosya nu-
maralart kodlanmis lamlara alindi. Ettvde
60(C'de 12 saat bekletilen kesitler boyama
islemine tabi tutuldu.

Thionin boyama serisinden gecirilen pre-
paratlar entelland ile kapatilarak kurumaya
terk edildi. Stereotaksik atlas®® yardimiyla
kesit seviyeleri tesbit edildi. Serebellumun
Crus I, Crus II ve Lobulus Simpleks
bolgelerinde oktileri 10, objektifi 40 biiytit-
meli "Nicon" marka 1sik mikroskobuyla top-
lam x400 buytitmeyle mikroskop alani kay-
dinlarak Purkinje hiicreleri sayildi. Mikros-
kop gortinttt alami capiun 445 mikron
oldugu élculdi. Serebellumda Crus I, Crus II
ve Lobulus Simpleks bolgelerinin -8.2, -8.4, -
9.0, -9.2, -9.4,-9.6 kesit seviyelerinde sayim
yapildi. Kontrol grubu, kadmiyum grubu,
kadmiyum + nikardipin grubundan elde edi-
len sonuclar "Student-t" testi ile
degerlendirildi. Kadmiyum ve nikardipin
Sigma firmasmdan temin edildi ve serum fiz-
yolojik icinde ¢6ztldu. Nikardipin, her
defasmda renkli siselerde taze hazirlanarak
kullanilds.
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BULGULAR
Tam hayvanlar yedi gin stireyle gézlendi.
Operasyona alman hayvanlardan dlen
olmadi. Kontrol grubu sicanlarda operasyon
davramis  degisikligi

Deney grubu hayvanlarda ise, kadmiyum ve-

sonrasinda olmadi.
rilisinden sonra saldirganlhk, besin almada
zorlanma, yiyecege karsi isteksizlik, bilingsiz
davramslar, ense kismunda tay doktlmesi
gdzlendi. Kadmiyum + nikardipin grubunda
bu belirtiler daha azdi. Yedinci ginun so-
nunda ttim hayvanlar perftizyona alindi.

Kontrol Grubu

Kontrol grubu sicanlarda sag serebellum
Crus | bolgesinde milimetreye diisen hticre
sayist 21.50x£0.65 /mm, Crus Il bélgesinde
20.30+0.42 /mm ve Lobulus Simpleks hol-
gesinde 19.80+1.00 /mm (ortalama=SH) ola-
rak bulundu. Sol serebellumda Crus I'de
hticre yogunlugu 20.70+£0.78 /mm, Crus II'de
22.20+1.20 /mm ve Lobulus Simplekste

18.50+0.34 /mm (ortalama+SH) olarak
sayid: (Tablo I).

Kadmiyum Grubu

Kadmiyum grubunda yapillan sayun

sonuclarma goére, sag serebellumun Crus I

Sican Serebellumunda Kadmiyumun Neden Oldugu
Purkinje Huicre Kaybima Nikardipinin Etkisi

boélgesinde milimetreye diisen hticre yogun-
Iugu 14.80+0.83 /mm, Crus II'de 13.10£0.38
/mm ve L. Simplekste 12.20+0.55 /mm (or-
talama=SH) olarak sayildi. Sol serebellumda
ise saymm yapian Crus 1 bolgesinde mi-
limetreye diisen hticre sayist 13.30+0.37 /
mm olarak tesbit edildi. Diger bdlgelerdeki
Purkinje hticre yogunlugu ise Crus Il'de
13.50+0.37 /mm, L. Simplekste 12.90x0.60
/mm (ortalama=+SH) idi (Tablo II).

Kadmiyum + Nikardipin Grubu

Bu grupta da deneye alinan 10 hayvanmn
sag ve sol serebellumlarindaki Crus I, Crus II
ve Lobulus Simpleks bolgelerinde sayim
yapildi. Sag serebellumda milimelreye diisen
hiicre sayist Crus I bélgesinde 17.20+0.33 /
mm, Crus [I'de 16.70+£1.10 /mm ve L. Simp-
lekste 15.20+£0.65 /mm (ortalama=+SH) olarak
bulundu. Kadmiyum + nikardipin grubunun
sol serebellumu da alan kaydirma teknigiyle
sayildi ve Crus [ bélgesinin hiicre yogunlugu
17.50+0.98 /mm olarak tesbit edildi. Crus
[I'de 15.60+0.76 /mm ve L. Simplekste
14.90+0.78 /mm
sayild1 (Tablo III).

Uc grup hayvanda da Crus I, Crus II ve

(ortalama = SH) hticre

Tablo I. Kontrol Grubunda Sag ve Sol Serebellumda Purkinje Hiicre Yogunlugu.

Sayim yapilan bélgeler Sag (n=10)" Sol [(n=10)* t P Giiven ardlig
Crus | 21.50+0.65 20.70+0.78 0.79 >0.05 -1.33,2.93
Crus i 20.30+0.42 22.20+1.20 -1.48 >0.05 -4.72,0.90
L.Simpleks 19.80£1.00 18.50+0.34 1.21 >0.05 -1.00,3.56

*Hiicre yogunlugiu /mmzSH, n= Hayvan sayisi

Tablo II. Kadmiyum Grubunda Sag ve Sol Serebellumda Purkinje Hicre Yogunlugu.

Sayim yapilan bélgeler Sag {n=10}* Sol {n=10)* t p Giiven aralig
Crus | 14.80+£0.83 13.30+0.37 1.66 >0.05 -0.47,3.47
Crus |l 13.10+0.38 13.50+0.37 -0.75 >0.05 -1.52,0.72
L.Simpleks 12.20+0.55 12.90+0.60 -0.85 >0.05 -2.42,1.02

*Hicre yogunlugu /mm=SH, n= Hayvan sayist
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Tablo Ill. Kadmiyum+Nikardipin Grubunda Sag ve Sol Serebellumda Purkinje Hiicre Yogunlugu.

Sayim yapilan blgeler Sag (n=10)* Sol [n=10)* t P Given aralg
Crus | 17.20£0.33 17.50+£0.98 -0.29 >0.05 -2.47,1.87
Crus |l 16.70£1.10 15.60x£0.76 0.80 >0.05 -1.80,3.98
L.Simpleks 15.20+0.65 14.90+0.78 0.30 >0.05 -1.83,2.43

*Hiicre yogunlugu /mm£SH, n= Hayvan sayisi

Lobulus Simpleks bolgelerinde Purkinje hii-
cre sayilart yonuyle hemisferik farkhilik
olmadig gérilda (p>0.05).

Kontrol ve kadmiyum grubu hayvanlarin,
aym hemisferlerdeki benzer bolgeler hiicre
sayllar1 bakimindan karsilastirildi. Kadmi-
yum grubundaki Purkinje hticre yogunluk-
lar1, kontrol grubuna goére %30-39 oraninda
azalmis olarak bulundu (p<0.05).

Kadmiyum ve kadmiyum + nikardipin
gruplan mukayese edildiginde ise; kadmiyum
+ nikardipin grubundaki hicre sayisi, kad-
miyum grubuna gére %15-32 oraninda fazla

olarak tesbit edildi. Elde edilen sonuclar is-
tatistiksel olarak anlaml olup, dihidropiridin
grubu bir madde olan nikardipinin, kad-
miyumun norotoksik etkisini énleyen bir ajan
olabilecegini gostermektedir (p<0.05). Sekil'de
Purkinje hticre yogunluklan karsilastirmal:
olarak gortlmektedir.

TARTISMA

Calismada elde edilen sonuclar, sican-
larin beyin korteksine verilen 0.0021 mg/kg
kadmiyum sulfatin serebellum Purkinje né-
ronlarinin kaybma neden oldugunu goster-
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e sl g
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Sag ser. Sol ser. Sag ser. Sol ser. Sag ser. Sol ser.
Kontrol Kontrol Eﬂ d Cd + Nik Cd + Nik

Sekil. Kontrol, kadmiyum (Cd) ve kadmiyum + nikardipin {Cd+Nik) grubu sicanlarda, sag ve sol serebellum Crus |, Crus |,
lobulus simpleks balgelerindeki Purkinije hiicre yogunluklar:.
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mektedir. Kadmiyum verilen hayvanlarda
saldirganhk, besini taniyamama,
yon bulmada zorlanma gibi davrams degi-

siklikleri,

gbdzlenen

tavsanlarda c¢inko ile yapian
calismada tarif edilen davranislarla benzerlik
2425 Bu bulgular, her iki

metal gurubu elementin muhtemelen benzer

gostermektedir!

bir etki mekanizmasi ile konvulsif davra-
mslara neden olabilecegini distndirmek-
tedir.
Kadmiyumun, olfaktor bulbusta daha
fazla olmak tUzere beynin bttiin alanlarmda
glutatyon diizeylerinde azalmaya ve hticre i¢i
kalsiyum miktarinda oénemli &l¢tide artisa
neden oldugu tesbit edilmistir?®. Néron
éliimitnde ve epileptik aktivitenin olusumun-
da asirt miktarda kalsiyum iyonunun hiicre

(1922 eks-

icine girisinin tetik rol oynadigi
traseltiler ortamdan kalsiyumun uzaklasti-
rilmasiyla hticre 6liminin azaldigi da bil-
dirilmistir®7:2®,

Hiicre icine Ca*™ iyonunun girmesi ek-
sitator bir transmitter olan glutamat salini-
mina yol acar. Glutamat daha ¢cok Ca’™ iyo-
nunun postsinaptik eksitatér amino asit ka-
nallanndan ve postsinaptik voltaja bagiml
kanallardan iceri akisina neden olur®?. Glu-
tamat, kimyasal kapili iyon kanallarm
(NMDA, Kainat, Quisqualat), dzellikle NMDA'y1
uyararak Na* ve Ca** iyonlarmin hticre igine
girmesine, yine Na+ iyonuna bagh de-
polarizasyon olusumuyla voltaja bagimlh Ca**
kanallarimin acilmasi sonucunda asirt Ca*™*
iyonunun hticre igine girmesine sebep olur
39 Hiicre icinde biriken asirn Ca™ iyonunun
epileptik noébetler esnasinda olusan néron
desarjim baslatan tetik oldugu ve sonra da
noéron olimiine sebep oldugu distniilmek-
tedir®?. Noébet esnasinda ekstraseliiler kal-
siyumun azaldigi®?

mun arttif®?

ve intraseliiler kalsiyu-
gosterilmistir.

Dihidripiridin grubu bir kalsiyum kanal
blokeri olan nikardipin L-tipi kanallara etkili

Sican Serebellumunda Kadmiyumun Neden Oldugu
Purkinje Huicre Kaybina Nikardipinin Etkisi

olup, kalsiyum kanallarm membramn dis
yuzeyinden bloklayarak hticre igine Ca++

(32)

iyonu girisini engeller'*®. Daha o6nce yapilan

calismalarda, nikardipinin sicanlarda®®?

ve
kedilerde'®® orta serebral arterin okltizyonu
ile olusturulan iskemik beyin hasarm
azalttigl, pentilenetetrazol®®39, NMDA, Bay K
8644(37), t(38) ) ile
olusturulan deneysel epilepsi modellerinde,
antikonvulsan etki gésterdigi bildirilmistir.

kainik asi ve penisilin®®

Sunulan c¢alismada da,  nikardipinin
hticre igine Ca*™ girisini engelleyerek kad-
miyumun norotoksik etkisini azaltmis ola-
bilecegi akla yatkin gériinmektedir.
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