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Temporal Lob Epilep§i’sinde L-Arginine ve
CaEDTA'nin Etkileri

Behzat NOYAN

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, Bursa.

OZET

Bu calsmada, bir nitrik oksit (NQ prekirsori olan L-Arginine ve bir ekstrasellller ¢irgetatorii olan CaEDTA'nin pilokarpine HCl ile
olusturulan kisa sureli epileptik nébet Uzerine etkilerisarddi. Deney, ndbet kontrol (serum fizyolojik 10, i.c.v., ve sonra 380 mg/kg
pilokarpine HCI i.p.), L-Arginine (1501g/10 (I, i.c.v.), CaEDTA (100 mM, 1011, i.c.v.), L-Arginine+CaEDTA olmak Uzere 4 gruptan
olustu. Enjeksiyonlardan sonra iki saat boyunca nobet daj@angozlemlenen sigcanlar bu sure sonunda sakrifiye edilerek immersion
Autometallography (iZn%'®, NeoTimm) ve N-6-methoxy-8-quinolyl-para-toluenesulfonamide (TSQ) boyamalari iin beyinleri gikarildi.
Nobet kontrol, L-Arginine, CaEDTA ve L-Arginine+CaEDTA gruplarinda ndbet dayleansiddetli ve birbirleri ile git diizeyde bulun-

du. Bu gruplarda ¢inko histokimyasi i¢in yapilan hipokampal boyamalarda ¢inko translokasyonuna rastlanmadi. Bu bulgular bizi ik
saatlik epileptik nébet sirasinda ve sonunda prékursort enjeksiyonunun, ginkelasyonunun veya her ikisinin 6zellikle ndbet aktivite-

sine ve hipokampusda ¢inko deplesyonuna etkili olfesdinucuna goéturdu.

Anahtar Kelimeler: Epilepsi. Nitrik oksit. L-Arginine. CaEDTA. Cinko.
Effects of L-Arginine and CaEDTA in Temporal Lobe Epilepsy

ABSTRACT

This study aimed to assess the effect of L-Arginine, a nitric oxide)(p©cursor, and CaEDTA, an extracellular zinc chelator, on the
short time epileptic seizure which was formed by pilocarpine HCI injection. The experiment was consist of 4 groups, iecthuding s
control (saline 101, i.c.v., and then 380 mg/kg pilocarpine HCI i.p.), L-Arginine (15§/10 (1, i.c.v.), CaEDTA (100 mM, 101l,

i.c.v.), L-Arginine+CaEDTA groups. Seizure behaviour of the rats were observed for two hours following the injections ainththe a

were sacrificed at the end of the process and the brains were taken out for immersion Autometallogra3ffy ({i2o$imm) and N-6-
methoxy-8-quinolyl-para-toluenesulfonamide (TSQ) staining processes. Seizure behaviour in the groups of seizure contriole L-Argi
CaEDTA and L-Arginine+CaEDTA was found to be strong and equal to each other. Moreover, in these groups no zinc transtcation wa
spotted in hippocampal stainings which were performed by using zinc histochemistry. With these results, we concludedQhat the N
procursor injection alone, zinc chelation alone or together had no effects especially on seizure activity and zinc démpeltippatam-

pus during and at the end of the two hour epileptic seizure.
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Merkezi  sinir  sisteminde  potansiyel bir rindaki rolii NO vericileri ya da NOS inhibitorleri
ndrotransmitter ve retrograd haberci molekili gldu kullanilarak argtiriimaktadir. Deneysel olarak ghu
distnudlen nitrik oksit (NQ, serbest ve difflizyona turulan epileptik ndbetlerde bu maddelerin bazilari-
ugrayabilen bir gazdir. NO beyinde nitrik oksit nin nobetlerisiddetlendirdgi, bazilarinin ise azalg
sentaz (NNOS) enziminin etkigiiile L-Arginine’den  bildirilmi stir>>% NO’in epilepsinin patofizyolojisin-
olusur. NO'‘in ayni zamanda nérotoksisite ile dedeki rolii hala tam olarak bilinmemektedir.
iliskisi vardir. Bu etkinin oksidatif stresle gkili  \emelilerin beyinlerinde biiyik miktarda bulunan
oldugu disunulmektedir. NOin beyin bozuklukla-  cinko, bircok biyolojik sistemlerle ki icerisindedir.
Beyinde bulunan ¢inkonun yakla % 85-95'lik bir
Gelis Tarihi: 08.03.2005 kismi metalloenzimlere adir ve a'r'lcak kuguk blr'
Kabul Tarihi: 06.06.2005 kismi (%5-15) bazi glutamaterjik ndéronlarin sinaptik
vezikulleri icerisinde, glutamat ile birlikte konsantre
NGrobiyoloji BOIamamnde yapimistr. edilmis_halde bgluntfr”s. Bu cinko, total beyin
Dr. Behzat NOYAN cinkosunun az bir kismini altursa da histokimyasal
U.U. Tip Fakilltesi Fizyoloji Anabilim Dali acidan %100 reaktif olan cinkodur. Bu iyonik ¢inko
16059, Goriikle/BURSA memelilerin korteksleri, limbik alanlari ve en fazla

Tel: 0 224 4429137 . -
e-mail: noyan@uludag.edu.tr olarak da hipokampal formasyonun yosunsu liflerin-

* Calisma Aarhus Universitesi, Anatomi Enstitiis,
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B. Noyan

de bulunur. Vezikller c¢inkonun sinaptik norotranst-Arginine + CaEDTA Grubu (n=7) Pilokarpine
misyonda endojen bir néromodulatér ve nérotranddCl enjeksiyonundan 10 dakika 6nce L-Arginine
mitter olarak gorev yapl distnilmektedi®”® (150 pg/10 pl, i.c.v.) ve CaEDTA (100 mM, 1@,
Fakat sinaptik transmisyondaki roli, fizyolojik vel.C.Vv.) enjeksiyonu yapilan grup.

patofizyolojik kaullarda hala tam olarak aydinlati- Epileptik nébet sirasinda periferal kolinerjik etkilerin
lamamstir. Epileptik nobetlerde fazla miktarda sali-azaltilmasi igin, tim sicanlara pilokarpine HCI veril-
nan cinkonun (vezikiler cinko) postsinaptik néronimesinden 30 dakika 6nce methyl-scopolamine (1
larda, kalsiyum bamli AMPA/KA reseptorleri icin - Mg/kg, s.c.) enjekte edildi.

eksitator, NMDA ve GABA reseptorleri icin de Intraserebroventrikiiler enjeksiyonlar igin tum hay-
inhibitér bir ajan olarak rol oynagh bildirilmis- vanlarin Bregma’larinin 1,5 mm sol lateraline ve 1-
tir#91911 Ayrica cinko iceren yollar status epileptikusl,5 mm posteriortine uyan koordinat bir dril ile de-

(SE) ve tekrarlayan nébetlerde sinaptik reorganizadndi ve 10 mm 20 gauge paslanmaz celik

yon icerisindedit. hypodermic tip bu delikten sol lateral ventrikile
R & dogru yonlendirildi. Kafatasindan itibaren 4,2-4,5

Nobet olyturularak™ ya —da perforan Yol gerinige ulgan bir permanent kanil yestildi.

. 4 -
st|ml.JIasy'onl1,1' lle yapilmg bazi gqlgmalardg Kanul akrilik sement yardimi ile kafatasina sabitlendi.
presinaptik cinko deplasyonunun postsinapik norork,, islemler isoflorane anestezisi altinda gercgile

lar uzerinde ayni zamanda eksitotoksik @laiuwa rildi ve islemden sonra anastezi etkisinin gegmesi

bildirilmi stir. - .
. 15 . icin en az 4 saat beklendi.

Frederickson ve arkaglari™ ve Cuajungco ve arka- . - o

daslar®® NO in presinaptik butonlardan cinko Intraserebroventrikuler enjeksiyonlarin sol lateral

salinimina neden olgunu rapor etnglerdir. Bunun  Ventriktle gittginin gordlebilmesi icin, bir sicana
aksine, cinkonun NOS aktivitesini inhibe giti Yukaridaki yolla methyl blue enjekte edildi.

gosteren cajmalarda vardlf. NO ve ¢inko Bitiin sicanlar, pilokarpine HCI enjeksiyonundan
(vezikuler ¢inko) arasinda iyice bilinmeyen bigkii-  sonra iki saat boyunca nébgtidetlerinin tesbiti ve
nin oldugu gorimektedir. nobete gir§ latanslari icin gozlendiki saatlik siire
Bu calsmada, pilokarpine HCI yoluyla ajturulan sonunda siganlar dekapite edilerek i2ASve TSQ
kisa sureli epileptik nobetlerde (2 saat) bir 'NOboyamalari icin beyinleri hizli bigekilde ¢ikarildi.
prekirsoéri olan L-Arginine’in, bir ekstrasellller . L . . .
cinko selatorii olan CAEDTA'nIn nébet tizerine etkiSiDavranlssal Nobet Aktivitesinin Degerlendirilmesi
ve birbirleri ile etkilgimleri epileptik nobetlerin |imbik nébetlerin  derecelendirilebilmesi igin
skorlanmasi  ve  hipokampal presinaptik  veRaciné® skalasi kullanildi;

postsinaptik ndronlarin boyanmasi yoluyla incelens

meye cakiimistir. O: Harfeketsa, )
1: Fasial otomatizmalar

Gereg ve Yontem 2: Ba sallama

3: Unilateral veya bilateral 6n ekstremite klonusu

Arastirmada girliklari 300-320g arasinda, erkek o . .
Sprague-Dawley tirii sicanlar kullanildi (n:27).4' Bilateral 6n ekstremite klonusu ve ggekalkma

Sicanlar, Mgllegaard Hayvan Merkezi'nden (Ejbyd: Ayaga kalkma, dgme, yuvarlanma ve jenarelize
Danimarka) sglandi. Sicanlar, sicaigh 2122° C  konvulsiyonlar

olan odalarda (12 saat aydinlik/12 saat karanlik) d
tanesi bir kafeste olacajekilde tutuldular. Standart
sican diyeti ile beslendiler, su ve yem alimlari serbe

Fhmersion Autometallography (iznS™°,
Modifiye NeoTimm) Boyamasi

birakild. 2 mm'lik hipokampus bloklar1 0.1 M fosfat tamponu
Hayvanlarin bakimi ve kullaniminda NIH rehberii¢inde % 4 paraformaldehit ile bir gun perfize edil-
takip edildi. dikten sonra 4C'de lc¢ gin boyunca NeoTimm so-

lusyonunda (0.12 M Millonig’s  buffer'da
tamponlanmy 0.136 mM CaGl (pH 7.3) de %3
lutaraldehit ve 9%0.1 N&) bekletildiler. Bloklar
.12 M Millonig’s buffer ve 0.136 mM Cagiceren
sasuk tampona transfer edildiler ve birgok kez bu
soluisyonla yikandilar. CQgazi ile dondurulan blok-
lardan kryostat aracg ile 30 um’lik kesitler alindi.
Bu kesitler jelatin kapli cam lamlara alindi yale

_ . o icerisinde 26 C° de 1 saat boyunca AMG film banyo-
CaEDTA Grubu (n=7) Pilokarpine HCI enjeksiyo- g jle[30 ml gum Arabic (%50)/5 ml citrate buffer (2
nundan 10 dakika 6nce CaEDTA (100 mM, dl0 M, pH 3.7)/15 ml hydroquinone (%5.67)/0.25 ml
I.c.v.) enjeksiyonu yapilan grup. AgNO; (%17) banyo edildilet®. Kesitler Tolui-

Deney 4 grup olarak planlandi;

Nobet Kontrol Grubu (n=5)Pilokarpine HCI (380
mg/kg intraperitonal i.p.) enjeksiyonundan 10 dakik%
Once intraserebroventrikler (i.c.v.) yolla i0serum
fizyolojik verilen grup.

L-Arginine Grubu (n=7) Pilokarpine HCI enjeksiyo-
nundan 10 dakika 6nce L-Arginine (1%@/10 pl,
i.c.v.), enjeksiyonu yapilan grup.
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dine blue ile zit boyandi ve DEPEX ile kapatildiTablo I. Deney gruplarinda ortalama ndbet latansi ve

(sabitlendi). Hazirlanan bu preparatlgik imikrosko- nobet skorlari.

bunda (Olympus Bx51) incelendi. Bir kamera Nobel Koy
(Olympus DP 50) kullanilarak fotograflari cekildi Nobet Latanst (dk) o dereceleme)
bilgisayar ortaminda kayitlari ve incelemeleri yapildi. Gruplar (ortalamatSE)  (ortalamatS.E)
TSQ Floresans Boyamasi (h:](ik;f)zt Kontrol Grubu 365428 37401
Cinkonun floresan gorinimu icin 30m’lik frozen L-Arginine Grubu (n=7) 373417 35+0.7
kesitlere  N-(6-methoxy-8-quinolyl)-para-toluenesu- ~ i i
Ifonamide (TSQ) boyamasi yapildi. Kesitler 1 dakika CaED_T_A Grubu (v=7) 303124 36£0.1
boyunca TSQ (4,5 M) soliisyonunda (140 mM sod gﬁfggl“('gj;fa@” 36.4£1.3 3.7£04
yum barbital ve 140 mM sodyum asetat tamponunday

~

birakildi. Sonra 1 dakika boyunca serum fizyolojikcruplar arasinda nobet latansi ve nobet skorgertei
(NaCl, % 0.9) ile yikandt ve bir floresans mikros- a¢'stndan anlamii farkliliklar gortlmedi.

kobunda (Olympus BX51) incelendi (360 nmNGbet skorlari tim gruplardgiddetli diizeyde epileptik
eksitasyon, 460 nm emisyon filtreleri kullanild)."obetlerin olgtugunu gostermektedir.

Mikroskoba bgh bir kamera (Olympus DP 50) ile

. o AU, Sadece pilokarpine HCI enjekte edilen grupta ndbet
kil tiler kayit lizl bil
gextien goruniLier kayit ve anafizlert icin |g|sayarlatan3| ortalama 36.5+2.8 dk. iken, L-Arginine,

ortamina aktarild. e . :

. CaEDTA ve L-Arginine+CaEDTA enjekte edilen ve
Nobet latanslari ve skorlamalarinin sonuglari, oraispet olgturulan gruplarda sirasiyla 37.3%1.7,
Ia_lma + standart hata oIara_k verildi. Gruplar arasmd%5'312_4 ve 36.4+1.3 dk. olarak kaydediiti No-
ki farkliliklar Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney U et |atans) guruplar arasinda anlamli farklilik goster-
testi ile dgerlendirildi, a=0.05 anlamlilik dgeri  memitir. Nobet kontrol grubunda ortalama 3.7+0.1
olarak alindr. olan nébet skoru L-Arginine, CaEDTA ve L-
CaEDTA, pilocarpine HCI ve methyl-scopolamineArginine+CaEDTA gruplarinda sirasiyla 3.5+0.7,
Sigma’dan (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO), L3.6+0.1 ve 3.7+0.4 olarak tesbit ediltii. Davrans-
Arginine Tocris'den (Tocris Co. UK) giandi. sal skorlama, ndbet aktivitesi ydninden gruplar ara-
sinda anlaml farklar olmagini gdstermektedir
(Tablo-I).

_ immersion Autometallography (iZznS™°) boya-
Intraserebroventrikiler enjeksiyonlarin sol laterainasi sonuclari

ventriklle d_(gru yapﬂdglnln gOsterilmesi icin bir Tam gruplardan alinan émek iZH§ boyamasi
hayvana enjekte edilen methyl blue boyama sonucu

Sekil-1'de gosterilmt goruntuleriSekil-2'de gosterilmgtir.

Bulgular ve Sonuclar

/' NOBET KONTROL GRUBU r L-ARGININE GRUBU

Sekil 1:
Intraserebroventrikiiler enjeksiyon sonrasinda sol
lateral ventriktilde methyl blue boyasi ve onun c¢evre
dokulara diffiizyonu goérilmektedir.

Sekil 2:
iZnS™® (immersion autometallography) boyamasi
sonuglari. Tum gruplarin yosunsu lifleri, CA3 ve CA1
alanlarinin g1k mikroskobik incelenmesi sonucunda
Pilokarpine HCI enjeksiyonundan 2 saat sonrgralarinda fark olmagii, sekilde goriilmektedir. DG:
dekapite edilen sicanlarin nébet lataslari ve dagwani  pentate gyrus, S: Subiculum, MF: Mossy Fiber,
sal nobet aktivitesi skorlari Tablo-I'de gosterlst[m CA1: Cornu ammonis 1, CA3: Cornu ammonis 3.

Nobet Aktivitesinin Davranissal incelenmesi So-
nuclari
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Bu gruplarin yosunsu lifleri, CA3 ve CA1 alanlarisonra nobet okiurduzumuz bir elektrokortikografik
Istk mikroskobik olarak incelenmi normal olarak (ECoG) calymada L-Arginine’in olgan noébetler ve
degerlendirilmis ve aralarinda fark olmagl goril- SE Uzerine koruyucu ya da aktive edici etkisinin
mistur (Sekil-2). Sonugta pilokarpine HCI enjeksi- olmadgini, ancak 300 mg/kg dozda SE’a girme ora-
yonundan 2 saat sonra dekapite edilen sicanlar tizeni disirdigiini gérmitiik®>. Bu bulgular bizi NOS
rinde L-Arginine enjeksiyonunun, ¢inko inhibisyonunun epileptik nobetler Uzerine
selasyonunun veya her ikisinin uygulanmasinin nébeintikonvulsant ya da prokonvulsant gidau bildi-
kontrol grubuna gore morfolojik olarak bir g@gim ren calgsmalarla birlikte ayni karmak noktaya getir-
olusturmadg gérilmektedir. diz41023.24

TSQ Floresan Boyamasi Sonuclari Cuajungco ve Lee NO jeneratéri infizyonunun
] hipokampuste intraselliler ¢inko akumdilasyonunu

TSQ floresan boyamasi gorintilerinden (yosunsygiikledigini ve sodyum nitroprusside verilmesinden
lifleri ve CA3 piramidal hucreleri) 6rnekler tim sonra nobetlerinde ajtugunu  bildirdiler. Benzer
gruplar icinSekil-3'de gosterilmtir. sekilde Frederickson ve arkagdi®® nitrik oksit

NOBET KONTROL GRUBU T e verilmesiyle yosunsu liflerin presinaptik uclarindan
cinko salindgini gosterdiler. Del-Bel ve arkagari®
da yaptiklari cabma sonucunda, N@ ndbetlerde
hem antikonvulsan hem de prokonvulsan bir rol oy-
nadgini, bu etkisinin epilepsi modeline, droglara ve
doza bl olabilecgini bildirdiler.

Suh ve arkadgar’® pilokarpine HCI enjeksiyonu
CaEDTA GRUBU L-ARGININE + CaEDTA GRUBU yoluyla ndébet olsturduklari sicanlardan 24 saat
sonra aldiklari hipokampal kesitlerinde neuropil
floresansinin azalgini ve postsinaptik noéronlarda
TSQ boyanmasi gorul@iunt dolayisiyla ¢inko
translokasyonunun ol@unu gosterdiler. Sonu SE ya
da kronik rekurrent nébetler olan bir epileptik nébe-
tin balangicinda teshit edilebilecek ggmlerin
Onemli olabilecgi distincesi ile yapgimiz bu cak-
mada pilokarpine HCI enjeksiyonundan iki saat sonra
¢inko translokasyonunun olup olmgohi test ettik.
Fakat ntbet okmasina rgmen c¢inko postsinaptik
noronlar icerisinde gorilmedi. Kullanilan pilokarpine
HCI dozaji deney hayvanlarinda blylk oranda SE
olusturabilen  bir  dozajdi. Bundan {ka,
ekstraselluler cinkgelasyonu ile birlikte nébet aju
turdugumuz grupta da noébet skorlarinda bir azalma
yoktu. Benzer sekilde Lee ve arkaglr®® da
ekstraselltler cinkoselatori CaEDTA'nin “ZnT3-
kBu” mice” larda kainatla okturulan ve iki saatte

floresani dentat gyrus, CA3 ve CA1 alanlarinda incaona erdirilen nébejiddetine hemen hemen etkisinin

lenmis, immersion autometallography sonuc;larlne?lmadglrll belirttiler.

benzersekilde nébet kontrol grubu ile L-Arginine, Kronik tekrarlayan nobetlerden veya SE'den sonra
CaEDTA ve L-Arginine+CaEDTA gruplari arasindaginkonun translokasyonu yani postnéronal hicre
fark gortlimemitir (Sekil-3). Hem TSQ hem de govdeleri icerisine tandigi daha énce gosterildi. Bu

iZnS*™¢ boyama sonuclari birbirini destekler nitelik-¢inko girisinin de caitli beyin bozukluklarinda (epi-
tedir. lepsi®,  iskemf®, travmatik beyin  hasdr)

norodejeneratif etkilere sahip olglu bildirilmistir.

Biz bu sirecin erken safhalarinda, pilokarpine HCI

Tartigma enjeksiyonunu takiben ikinci saat sonunda, "NO
) ) o . prekdrsorii  L-Arginine  enjeksiyonunun,  ¢inko

Galsmamiz, pilokarpine HCI enjeksiyonunu takibene|asyonunun ve her ikisinin nébet aktivitesine azal-

olusan epileptik nobetler tzerine iki saat icerisindey, ya da arttirici yonde etkisi olmgdn ve benzer

nébet dncesi yapilan L-Arginine, cinkelasyonu ya ekilde hipokampusda cinko histokimyasinda da
da her ikisinin nobet aktivitesi ve hipokampus Qininegisiklik olusturmadgini gozlemledik.

histokimyas! acisindan etkili olmaghi gosterdi.
Yine bu calsmaya paralel olacakekilde pretedavi
olarak c¢eitli dozlarda L-Arginine verdiimiz ve

Sekil 3:

TSQ floresan boyamasi. Tim gruplarin yosunsu
lifleri ve CA3 alanlarinin floresan mikroskobik ince-
lenmesi sonucunda aralarinda fark olmgagdyosun-
su liflerinde gortlen ¢inko floresaninin (beyaz) CA3
alaninda gorulmedi dolayisiyla ¢inko deplesyonu

olmadgi gorulmektedirSekilde yosunsu lifler ve
CAZ3 hiicreleri gosterilmtir. Cinko deplesyonu bun-

dan baka dentat gyrus ve CA1l alaninda da
saptanmangtir.

Bu floresan boyamasi ile gruplar arasinda c¢in

Takip eden cajmamiz ©6n tedavi olarak NOS
inhibisyonunun ve NO donor ve prekirsérinin
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enjeksiyonunun digsik dozlarinin da denenege

nobet, tekrarlayan ndbetler ve status epileptikus tze-

rine olacaktir. Ayrica epileptik nébetler sirasinda
NO ve c¢inko ilskisi de aratiriimasi énemli bir konu

olarak durmaktadir.
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