48/80 MADDESININ PROKONVULSAN ETKISI
VE MORFIN ILE ETKILESIMI*
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Background and Design.- Some compound 48/80 administered mice respond to voiced and tactile
stimulation by a convulsion-like contraction and this effect is decreased by morphine. After these two
observations; it was thought that compound 48/ 80 passes somehow to the central nervous system.
For this reason, we aimed to determine the effect of these two substances on maximal electroshock
seizure (MES). (1) In the first part of study, convulsive current 50 (CC50) was determined as 46 mA.
In all electroshocks this level was used during whole study. (2) 5 mg/kg compound 48/80 was
administered subcutanously (s.c.) to mice and electroshock was given in different time intervals (15,
30, 60, 120, 240 min). (3) Mice's mast cells were depleted and electroshock was administered to both
groups (control and 5 mg/kg 48/80 given group) at the 60th minute. (4) In this part of the study the
MES response of control and morphine administered group (100 mg/kg) was determined at the 30"
and 60™ minutes. (5) In the last section, electroshock was given to morphine and compound 48/80
administered mice groups.

Results.- (1) Convulsive current (CC50) was 46 mA. (2) Compound 48/80 decreased the maximal
electroshock seizure threshold at the 60th minute significantly (p<0.0001). (3) It also decreased MES
threshold in mast cell depleted mices. (4) When morphine and compound 48/80 were administered,
anticonvulsant effect of morphine was increased. (5) Death mice is changed in every step of our study
by an unknown mechanism.

Conclusion.- Compound 48/80 decreased maximal electroshock seizure threshold by an unknown
mechanism. Combination of morphine and compound 48/80 increased the anticonvulsant effect of
morphine. This effect probably raised from the ability of compound 48/80 to increase the permeability
of blood-brain barrier.

Yillar DO, Akcasu A, Silan C. Proconvulsant effect of compound 48/80 and its interaction
with morphine. Cerrahpasa J Med 2000; 31 (1): 32-37.

GIRIS a

48/80 maddesi (compound 48/80, 48/80), p- metoksifenetilmetilamin ile formaldehid'in bir
kondansasyon {irlinlidiir ve bu maddenin, mast hiicrelerinden histamin salinimima sebep
oldugu ¢ok uzun bir siiredir bilinmektedir." Bunun yaninda, histamin salinimindan bagimsiz
olarak meydana getirdigi bir¢ok etkileri bildirilmistir. Dokularda cAMP akiimiilasyonu,’
kobay ileumu intramural kolinerjik sinirlerinde lokalize opiat reseptorlerinin selektif ve
kompetitif antagonizmasi,® GTP-baglayan diizenleyici proteinlerin direkt aktivasyonu,*
fosfolipaz C'nin inhibisyonu,® faktér VII nin monositik doku faktoriine baglanmasinin direkt
blokaji® bunlardan bazilaridir.

Morfin ve 48/80 maddesi ile yapilan preliminer bir ¢calisma sirasinda 48/80 maddesi verilen
bazi farelerin sesli ve taktil uyarilara konviilsiyon-benzeri kasilmalarla cevap vermesi,
morfinin kullandigimiz dozlarda bdyle bir etkiye sahip olmamasi; ancak, morfin ile 48/80
maddesi birlikte verildiklerinde, sesli ve taktil uyarilara cevabin azalmis gibi gériilmesi, 48/80
maddesinin merkez sinir sistemi {izerinde herhangi bir sekilde etkili oldugunu
diistindiirmiistiir.
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Bu calismada, gozlenen olaylarin mekanizmasini aydinlatabilmek igin, sozii edilen
maddelerin tek tek ve birlikte verilmesinin maksimal elektrosok nobet (MEN) esigini ne
yonde etkileyecegini arastirmak amaglanmistir.

YONTEM VE GEREGLER &

Calismada deney hayvani olarak anabilim dalimizda tiretilen Swiss albino tiiri her iki cinsten 20-30 gr lik findik
fareleri kullanilmigtir. Elektrik soku elde etmek i¢in 60 Hz. kare dalga iireten bir elektrosok aletinden
yararlanilmistir (Ugo Basile, ECT unit). Elektrosok (ES) uygulamalarinda, akimin gegis siiresi 0,2 saniye ve her
bir kare dalgann siiresi 0,4 milisaniye olmak iizere sabit tutulmustur.”® Uygulamalar, 5gleden sonra 13.00-17.00
saatleri arasinda gerceklestirilmistir. Elektrosok uygulanan denekler, bir daha kullanilmamislardir.

Sok sirasinda akim baglantisin1 saglayan elektrodlar, farelerin kulaklarina takilmakta ve denekler sirtiistii
yatirtlacak bi¢imde kuyruklari ile sabitlestirilmektedir. Bu sekilde, 6n ve arka bacaklarinda nébet sirasinda
ortaya ¢ikan tonik ve klonik kasilmalar kolaylikla izlenebilmektedir.” Farelerde maksimal elektrosok nébet
(MEN) tablosu, sokun verilmesini izleyen ortalama 1,6 saniyelik bir aradan sonra, ekstremitelerin kisa bir
baslangi¢ fleksiyonu, ardindan ortalama 13,2 saniye siireli arka bacaklarin tonik ekstansiyonu ve 7,6 saniye
terminal klonustan olusmaktadir.®

1. Konvulsif akim 50 (KA50)'nin saptanmasi: Calismanin baglangicinda, daha onceki g¢alismalarimizda da
saptadigimiz gibi 46mA olan konvulsif akim 50 degerilo'13 ve bunun giivenirlik sinirlar1 Litchfield ve Wilcoxon
yontemine gére bulunmustur.** Arastirmanin biitiin asamalarinda, deneklere elektrosok uygulamak i¢in bu akim
siddeti kullanilmastir.

2. 5 mg/kg 48/80 maddesinin cilt alti yoldan (s.c.) verilmesinden sonra MEN: Bu bélimde, deneklere cilt altt
yoldan 5 mg/kg 48/80 maddesi verildikten sonra 15, 30, 60, 120 ve 240. dakikalarda KA50 degeri olan 46 mA
ile elektrosok uygulanmis ve MEN ile 6liim yiizdeleri kontrol grubu ile karsilastirilmigtir (Tablo 1, Sekil 1-2).
Her grup 50 denekten olusmaktadir.

3. Mast hiicreleri bosaltilmig farelere elektrosok uygulamasi: Mast hiicreleri bosaltilmis kontrol grubu (n=50) ile
mast hiicreleri bosaltilmis ve 5 mg/kg 48/80 maddesi verilmis (s.c.) gruba (n=50) 60. dakikada 46 mA ile
elektrosok uygulanmistir. 60. dakika, 48/80 maddesinin nébet esigini diisirmede en etkili goriindiigii zaman
araligi oldugu igin se¢ilmistir. Sonuglar, Tablo II'de karsilagtirtlmistir.

Mast hiicrelerinin bosaltilmasi: Farelerin mast hiicreleri, Di Rosa ve ark.'min™ metodundan modifiye edilerek,
48/80 maddesi uygulamasi (s.c.) ile deplesyona ugratilmistir. Bu islem asagidaki tabloya gore gerceklestirilmistir
(n=100).

10:00 16:00
Birinci giin 0,5 mg/kg 0,5 mg/kg
Ikinci giin 1,0 mg/kg 1,0 mg/kg
Ugiincii giin 1,5 mg/kg 2,0 mg/kg
Dordiincii glin 2,5 mg/kg 3,0 mg/kg
Besinci giin 3,5 mg/kg 4,0 mg/kg
Altincr giin 5,0 mg/kg 5,0 mg/kg

4. 100 mg/kg morfin HCI s.c. verildikten sonra elektrosok uygulamasi: Deneklere (n=100) 100 mg/kg morfin
verildikten sonra 30 ve 60. dakikalarda 46 mA ile elektrosok uygulanmis ve MEN ile 6liim degerleri kontrol
grubu ile karsilastirilmigtir (Tablo III, Sekil 2-3). Ayrica bu grup, bir sonraki uygulama i¢in kontrol grup olarak
kullanilmaistir.

5. Deneklere 100 mg/kg morfin HCI ve 5 mg/kg 48/80'nin s.c. verilmesinden sonra elektrosok uygulamasi: Bu
boliimde deneklere (n=100) ilaglar verildikten sonra 30 ve 60. dakikalarda 46 mA ile elektrosok uygulanmig ve
MEN ile 6liim yiizdeleri kontrol degerler ile karsilastirilmigtir (Tablo III, Sekil 2-3).

Verilerin degerlendirilmesi, y ? ve Fisher testleri ile yapilmustir.
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BULGULAR &

1. KA50 degeri: Bu deger, laboratuvarimizda firetilen findik farelerinde 46mA olarak
bulunmustur.’®* Ayrica, belli zaman periyodlar1 i¢inde bu degerin degisip degismedigi
kontrol edilmektedir.

2. 5 mg/kg 48/80'nin s.c. uygulanmasindan sonra MEN: Burada, 6zellikle 60 ve 120.
dakikalarda yapilan elektrosoklarda, maksimal elektrosok nobet (MEN) esiginin diistiigli ve
buna paralel olarak Oliimlerin de arttig1 gozlenmistir. Bu degerler istatistiksel olarak da
anlamli bulunmuslardir (Tablo I, Sekil 1). 60. dakika, ilacin en etkili oldugu zaman olarak

goriinmektedir.

Tabla |, 48/80 Maddesinin Cilt Al {5.¢.) Yaldan Verilmesinden Sonra Uygulanan Elekirosok (E3) Sonuglan

nobet e ol nébet gegirenlerin

5 mg'kg 4850 n Sayl5 nobet sayisi clurm s
Fontrol 100 S a0 10 20,00

15. dakika 0 13 36 & 44,44

30. dakika S0 20 40 18 90,004 **
60. dakika S0 45 b0 38 24,440
120. dakika 0 43 Bgre 23 76,744
240, dakika 20 30 4] 23 F6,674
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Sekil 1. 48/80 maddesinin verilmesinden sonra uygulanan elektrosok (ES)
sonuglar1. Her bir histogram 50-100 denekte elde edilen degerleri temsil etmektedir.

***:p<0.001

3. Mast hiicreleri bosaltilmis farelerde MEN: 48/80, gii¢lii bir histamin liberatorii oldugu i¢in,
MEN esiginde yaptig1 anlamli degisikligin, mast hiicrelerinden salinan baz1 maddeler aracilig
ile mi yoksa bagka bir mekanizma ile mi meydana geldigini anlamak ic¢in bu ydntem
kullanilmigtir. Yalnizca s.c. serum fizyolojik verilen ve 60. dakikada 46 mA akim uygulanan
mast hiicresiz grupta % MEN degeri, kontrola yakin, hatta biraz da diisiik (%34) bulunmustur.
Ancak, 5 mg/kg 48/80 verilen ve 60. dakikada elektrosok yapilan mast hiicresiz grupta %
MEN degeri, kendi kontroluna gére anlamli olarak artmistir (%70) (Tablo II). Diger bir
deyisle, 48/80, maksimal elektrosok ndbet esigini anlamli olarak diisiirmiis ve 6lim degerleri

ise MEN'e bagli olarak artmuistir.
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Tablo 0. Mast Hicres Bogaltilang Kontrol Grubuw ile Yine Mast Hicres Bogaltilmig ve 4880 Verilmis Grubun
Elektrosok Sonuglanmin Karglastinlmas: (50, dakika)

nabet ko olim nabet gecirenlerin
Mast hircresiz grup (60, dak) n sayisi nébet SAYISH Slim s
Kontrol 100 50 ETI) 10 20,00
Mast hicresiz kontral 50 17 34 7 41,13
Mast hizoresiz +3820 L 35 e 30 §5.71%""
T

4. 100 mg/kg morfin HCl'in s.c. uygulanmasindan sonra MEN: Morfin verilmesinden sonra
30. ve 60. dakikalarda yapilan elektrosoklar sonucunda %50 olan kontrol nébet degeri, 30.
dakikada %36'ya 60.dakikada %44'e diismiistiir. Oliimler ise ilging olarak, her iki grupta da

%100 diir (Tablo III, Sekil 2).

Tabla W Morfin Verilmis Grup ile Morfin ve 48/80 Verilen Grubun Elektrosok Sonuglaninin Earsilaghnlmas

(30 ve 6. dak.)

100 mog/kg morfin + i nabket kS alum nabet gegirenlerin
S mg'kg 48E0 m sayisl nobet sayisi alum Fasi
Kantrel 100 50 S0 10 20,00

100 mg/kg mordin (30, Dak) S0 18 36 18 100,00%**
100 mag/kg maorfin (60. Dak) 50 22 44 22 100,00 **
100 mabkg morfin +48/80 (30. Dak) L] 5 108 V] 0,00

100 mgkg morfin+48/80 (60, Dak) S0 20 40 o 0,00

ena0,001

OKonired %86
&) 4 100 malfkg Macfin ite ndibat %'sl

Neibat %'s|
=3

20 4

10 4

*peal 0001

zaman [dakika)

E1100 mgfig Morfin = 5 mgky 4020 ndbal %'si

Sekil 2. Morfin (100 mg/kg, s.c.) ve morfin+48/80 (mg/kg,
s.c.)'nin MEN iizerine etkisi

5. 100 mg/kg morfin HCI ve 5 mg/kg 48/80'nin s.c. birlikte uygulanmasindan sonra MEN: Bu
boliimde MEN, 30. dakikada %10, 60. dakikada %40'a diismiistiir. Yine ilging olarak, bu defa
nobet gegirenlerden higbiri 6lmemistir (Tablo 111, Sekil 2-3).
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Sekil 3. Morfin (100 mg/kg) ve 48/80 (5 mg/kg)'nin maksimal elektrogok nobet
(MEN) % leri ve 6liim % leri. K: Kontrol 46 mA ES; A: 100 mg/kg morfin 30' sonra
46 mA ES; B: 100 mg/kg morfin 60' sonra 46 mA ES; C: 100 mg/kg morfin + 5
mg/kg 48/80 30' sonra 46 mA ile ES; D: 100 mg/kg morfin + 5 mg/kg 48/80 60’
sonra 46 mA ile ES; ***: p <0.0001

TARTISMA a

Calismamizin birinci boliimiinde, konviilsif akim 50 (KAS50) degeri bulunmustur. Bu deger 46
mA dir. Arastirmanin elektrosok uygulanan biitiin basamaklarinda, bu akim siddeti
kullanilmustir. Ikinci boliimde denekler, 5 mg/kg 48/80 maddesi s.c. verildikten sonra, cesitli
zaman araliklarinda uygulanan 46 mA degerindeki akimla elektrosoka tabi tutulmuslardir. 15.
ve 30. dakikalarda olusan maksimal elektrogsok nobet (MEN) oranlari, kontrol degerlerin biraz
altina diismiistiir. Bu etkinin, 48/80'nin mast hiicrelerinden salinimina neden oldugu histamin
ve benzerlerinin damar sistemine etkisi sonucu, ilk dakikalarda meydana gelen hipotansiyon
nedeniyle, merkez sinir sisteminin ilgili faktorlerden daha az etkilenmesine bagli oldugu
diisiiniilmektedir. 60 ve 120. dakikalarda ise, MEN oranlar1 kontrol degerlere gére anlamh
(p<0,0001) olarak yiikselmistir (sirasiyla %90 ve %86). Oliimlerin de 30. dakikadan sonra,
MEN artisina paralel olarak kontrola gore anlamli (p<0,0001) sekilde yiikseldigi
gozlenmistir..

Eldeki verilere gore, MEN oranlarindaki artisin; iki olasi nedeni olabilir: Birincisi, 48/80
merkez sinir sistemine gec¢ip, dogrudan kendisi prokonviilsan olarak etki edebilir, ikincisi de
mast hiicrelerinden salinmasina neden oldugu maddelerden biri veya birkagt bu etkiyi
meydana getirebilir. Bu olas1 nedeni ortaya ¢ikarabilmek i¢in, mast hiicrelerinin olaydaki
roliinii ortadan kaldirmak amaciyla Di Rosa ve ark.nin® metodu modifiye edilerek
kullanilmistir. Tablo II'de goriildiigii gibi, mast hiicreleri bosaltilmig, serum fizyolojik
verilmis ve 60. dakikada 46mA ile elektrosok (ES) uygulanmis kontrol grubu ile yine mast
hiicreleri bosaltilmis ve 5 mg/kg 48/80 verilmis ve 60.dakikada elektrosok uygulanmis grup
karsilagtirildiginda, 48/80'nin MEN oranlarin1 anlamli olarak arttirdigi gériilmiistiir (p<0,001);
aynt durum, 6liim oranlan i¢in de s6z konusudur (p<0,001). Bu veriler 1s18inda, 48/80
maddesinin muhtemelen merkez sinir sistemine gecip, bilmedigimiz bir mekanizma ile
prokonviilsan olarak etki gosterdigi diisliniilmektedir.
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Calismanin bir boliimiinii de, morfin (100 mg/kg) ve 48/80'in (5 mg/kg) birlikte verildikten
sonra yapilan elektrosok islemi (46 mA) ve sonuglariin analizi olusturmaktadir (Tablo III,
Sekil 2-3). Morfinin doza, tiire ve verilis yoluna gore antikonviilsan veya prokonviilsan olarak
etki ettigi bilinmektedir.'**” Bunun i¢in, 6nce, yalnizca morfin verilen deneklerde (n=100) 30
ve 60. dakikalarda uygulanan elektrosoklardan elde edilen MEN oranlar1 kontrol olarak
degerlendirilmis ve sonra bagka bir denek grubuna da (n=100) morfin ile birlikte 48/80
verilerek sok islemi tekrar edilerek sonuglar karsilastirilmistir. Elde edilen verilere gore,
morfin tek basina bizim kullandigimiz dozda verildiginde antikonviilsan olarak davranmis ve
konviilsiyon esigini kontrola gore yiikseltmistir. Bu etkisi literiir verileri ile uyumludur ve
olaydan sorumlu olan reseptor, (mii) tipi morfin reseptoriidiir; fentanyl gibi diger mii
agonistlerin de aym sonuglart verdigi bilinmektedir.®*® Burada ilging olan nokta,
konviilsiyonlarin azalmasina ragmen, 6liimlerin %100'e ulagsmasidir (p<0,0001). Bu bulgunun
aydinlatilmasi i¢in daha ileri ¢aligmalar yapilmasi gerektigine inanilmaktadir. Ancak, morfin
ile 48/80 birlikte verildiginde karsimiza yine ilging bir tablo ¢ikmistir: MEN, 30. dakikada
%10'a, 60. dakikada da % 40'a diismiistiir; 30. dakikadaki etki anlamlidir (p<0,0001). Diger
bir deyisle, morfin, 48/80'nin prokonviilsan etkisini neredeyse ortadan kaldirmis
gorinmektedir. Kanimizca, bu sonug, kullandigimiz dozda antikonviilsan olarak davranan
morfinin etkisinin artmasindan kaynaklanmaktadir ve bunun da sebebi, 48/80 maddesinin
kendisidir. Ciinkii 48/80, beyinin ¢esitli bolgelerinde bulunan mast hiicrelerinin iceriklerinin
salinmasina neden olabilir ve bu yolla kan-beyin engelinin gegirgenligi arttirabilir.”® Sonug
olarak, morfinin olasilikla merkezi sinir sistemine daha fazla oranda gegtigi ve bdylece
antikonviilsan etkisinin daha giiclii bir sekilde ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Bunun yaninda,
yalmiz morfin ile 30 ve 60. dakikalarda %100 olan O6lim degerleri, 48/80 ile birlikte
verildiginde %0 olmustur (p<0,0001). Bu sonucun aydinlatilmasi i¢in daha ileri ¢aligmalara
gerek vardir.

Neticede, 48/80 maddesi tek basina uygulandiginda (5 mg/kg), maksimal elektrosok ndbet
esigini, merkez sinir sistemine gegerek diisiirmekte ve buna paralel olarak, 6liim oranlarini da
arttirmaktadir; bu olay heniiz agiklayamadigimiz bir mekanizma ile meydana gelmektedir.
Bununla birlikte, morfin (100 mg/kg) ile birlikte verildiklerinde, hem maksimal elektrosok
nobet esigi ylikselmekte, hem de 6liimler onlenmektedir. Antikonviilsan etkinin olusmasinda,
muhtemelen, 48/80'nin kan-beyin engelinin gegirgenligini degistirerek morfinin ilgili
bolgelere daha fazla gecebilmesini saglamasi rol oynamaktadir.

OZET a

Morfin ve 48/80 maddesi ile yapilan bir 6n calisma sirasinda, 48/80 maddesi verilen bazi
farelerin sesli ve taktil uyarilara konviilsiyon-benzeri kasilmalarla cevap vermesi, morfinin
kullandigimiz dozlarda boyle bir etkiye sahip olmamasi; ancak, morfin ile 48/80 maddesi
birlikte verildiklerinde, sesli ve taktil uyarilara cevabin azalmig goriinmesi, 48/80 maddesinin
merkez sinir sistemi tizerinde bir sekilde etkili oldugunu diisiindiirmiistiir. Bu ¢alismada, sozii
edilen maddelerin tek tek ve birlikte verilmesinin maksimal elektrosok nobet (MEN) esigini
ne yonde etkileyecegini aragtirmak amaclanmistir.

Calisma da, Swiss albino tiirii fareler kullanilmistir. Birinci bdliimde, farelerin %50'sinde
maksimal elektrosok nobet (MEN) yanitin1 olusturabilecek akim siddeti olan, konviilsif akim
50 (KA50) degeri bulunmustur (46 mA). Bundan sonraki boliimde, deneklere 48/80 maddesi
(5 mg/kg) deri-alt1 yoldan verilmis ve bu farelere ¢esitli zaman araliklarinda (15., 30., 60.,
120. ve 240. dakikalarda) 46 mA ile elektrosok uygulanmistir. 48/80, 6zellikle 60 ve 120.
dakikalarda prokonviilsan bir etki ve buna paralel olarak Oliimlerde artma yapmistir. Bu
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maddenin, merkez sinir sistemine gecerek mi yoksa mast hiicrelerinden ¢ikardigi maddeler
araciligiyla m1 bu etkiyi olusturdugunu anlamak ic¢in, mast hiicreleri bosaltilmis farelere
elektrosok uygulanmistir. Sonugta, 48/80 nin merkez sinir sistemine ulasarak bu etkiyi
olusturdugu yoniinde veriler elde edilmistir. Arastirmanin morfinle olan boliimiinde, 6nce
morfin tek basina (s.c.) verilerek (100 mg/kg), 30 ve 60. dakikalarda deneklere elektrosok
uygulanmistir (46 mA). Burada morfin, antikonviilsan 6zelligini géstermis fakat, 6liim oranini
da her iki zaman araliginda %100'e ¢ikarmistir. Morfin, 48/80 ile birlikte verildiginde ayni
zaman araliklarinda MEN degerlerinin  diistiigii ve Oliimlerin tiimiiyle engellendigi
goriilmiistiir. Bu verilere dayanarak 48/80'nin prokonviilsan etki yaptig1 ve bu etkinin morfin
ile biiylik oranda engellendigi sonucuna varilmistir.
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