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Veliki socio-medicinski znacaj epilepsija refraktarnih na terapiju zahteva detaljno izucavanje celijskih mehanizma nji-
hovog nastanka. Sve vaznije mesto u ovim istrazivanjima zauzimaju i toksini iz Zivotne sredine a posebno industrijski
toksini. Zbog toga je cilj naseg rada bio da ispitamo znac¢aj Cd*" u nastanku epileptiformne elektri¢ne aktivnosti neu-
rona, kao ulogu Na*/K* pumpe u mehanizmima koji dovode do zaustavljanja ovakve aktivnosti. Eksperimenti su izve-
deni na Recijusovim (Retzius) neuronima pijavice Haemopis sanguisuga. Pomocu intracelijski postavljenih mikroelek-
troda registrovane su promene membranskog potencijala ¢elije po primeni Cd** (100 pmol/l) i iste koncentracije Cd**
u rastvoru sa snizenom koncentracijom K* (1 mmol/l). Na naSem modelu 100 ymol/l Cd** dovodi do nastanka ritmicne
repetitivne oscilatorne aktivnosti. Ova aktivnost umnogome podseca na pojavu paroksizmalnih depolarisué¢ih pomer-
anja (paroxysmal depolarizing shift - PDS) koja predstavljaju celularnu osnovu epilepsija. Epileptiformna aktivnost
izazvana Cd** imala je sledece odlike: frekvencija je bila 3,9+0,8 PDS-ova u minuti, trajanje PDS-ova je bilo 4,020,3 s,
a njihova amplituda 8,1+0,7 mV. Cd*" izazviva efekte slicne Ni** i Co*, ali u 30 puta manjoj koncentraciji. Primena
Cd* u rastvoru sa niskom koncentracijom K* dovela je do statisticki znacajnog smanjenja frekvencije PDS (za
2,34+0,55 PDS/minuti, p<0,05, Studentov t-test), visoko statisti¢ki znacajnog produzenja trajanja trajanja PDS-ova (za
2,84+0,23 s, p<0,01, Studentov t-test) i visoko statisticki znacajnog smanjenja amplitude PDS-ova (za 1,910,33 mV,
p=0,01, Studentov t-test). Nasi rezultati pokazuju da je Cd** vrlo potentan uzro¢nik epileptiformne aktivnosti, kao i
da Na*/K" pumpa bitno uti¢e na parametre ove aktivnosti i ima potencijalno vaznu ulogu u mehanizmima koji dovode
do njenog prekida.
Kljucne reci: kadmijum, epilepsija, Na+/K+ pumpa, pijavica

model za ispitivanja mehanizama epileptogeneze. Ut-
vrdeno je da epileptiformna aktivnost registrovana na
neuronima bezki¢menjaka korespondira u svim aspektima
epileptiformnoj aktivnosti izazvanoj na neuronima
kicmenjaka ukljucujudi i sisare [2].

Na Recijusovim neuronima pijavice (RNP) Hirudo
medicinalis epileptiformna aktivnost sa pojavom PDS
moze se izazvati aplikacijom niza agenasa kao S$to su
penicillin, bemegrid, FMRF amid i joni prelaznih metala
Co%, Ni%*, Zn?*, Mn%, La**, Cd* [5,6] tako da RNP pred-
stavljaju pogodan model za ispitivanje celularnih meha-
nizama epileptogeneze.
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Osnovu za nastanak epilepsija predstavlja povecana
ekscitabilnost neurona koja se manifestuje iznenadnom
pojavom talasa produzene depolarizacije u toku kojih se
pojavljuje visokoucestalo praznjenje akcionih potenci-
jala. Ovi talasi produzene depolarizacije registrovani su
na neuronima u penicilinskim  epileptickim fokusima
neokorteksa macke i oznaceni su kao iznenadna depolari-
zaciona pomeranja-paroxysmal depolarization shifts
(PDS) [1].

Mehanizmi nastanka PDS studirani su na velikom

broju eksperimentalnih modela.

Za ispitivanje su korisceni neuroni kako kicmenjaka
tako i bezkicmenjaka i ogledi su radeni kako u in vivo
tako i uin vitro uslovima.

Neuroni izolovanih ganglija bezkicmenjaka, puzeva
Helix pomatia i Caucasotachea atrolabiata [2,3,4] i pi-
javice Hirudo medicinalis [5] pokazali su se kao dobar

Epileptogeni efekat jona Cd2+ nedovoljno je ispitan.
Prakti¢no su samo zapoceta ispitivanja na RNP Hirudo
medicinalis [6]. Na naSem modelu RNP Haemopis sangui-
suga radeno je ispitivanje efekta Ni [7], ali nije radeno
ispitivanje efekta Cd?*. Zato smo preduzeli seriju ogleda
sa Cd* da bi smo utvrdili da li joni ovog prelaznog
metala mogu izazvati epileptiformnu aktivnost na nasem
modelu.




Takode smo ispitivali i mehanizme Cd** izazvane
epileptogeneze, odnosno PDS. Nastanak, trajanje i
zavrsetak PDS odredeni su grupom razli¢itih membranskih
struja i membranskih transportnih sistema koji se naiz-
menicno aktiviraju i deaktiviraju. Svaki PDS sastoji se iz
(a) faze depolarizacije, (b) faze platoa i (c) faze repo-
larizacije [2]. Za prvu fazu (faza depolarizacije- pocetak
PDS) odgovorne su ulazne Na* i Ca** struje [5,6,8] a za
trecu fazu PDS-a (zavrSetak PDS-faza repolarizacije)
odgovorne su Ca**-zavisne-K* izlazne struje i elektrogeni
transportni sistemi kao $to je Na*/K* pumpa [6,9,10]. Za
normalnu aktivnost Na*/K* pumpe neophodno je
odrzavanje stalne koncentracije jona K'. SniZzenje kon-
centracije ekstracelijskog K* inhibise Na*/K* pumpu [11].
Stoga smo preduzeli i drugu grupu ogleda da bi smo ispi-
tali efekat snizenja koncentracije ekstracelijskog K* na
Cd* izazvanu epileptiformnu aktivnost RNP.
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Veliki socio-medicinski znacaj epilepsija refraktarnih
na terapiju zahteva detaljno izucavanje celijskih meha-
nizma nastanka ovog poremecaja. Sa druge strane, sve
vaznije mesto u istrazivanjima zauzimaju toksini iz
zivotne sredine a posebno industrijski toksini i bolesti i
stanja do kojih oni dovode. Zbog toga je cilj naseg rada
bio da ispitamo moguci znac¢aj Cd** u nastanku epilepti-
formne elektricne aktivnosti neurona, kao i da rasvetlimo
ulogu Na*/K* pumpe u mehanizmima koji dovode do zaus-
tavljanja ovakve aktivnosti

MATERIJAL | METODE

Eksperimenti su izvedeni na Recijusovim (Retzius)
neuronima pijavice Haemopis sanguisuga. Ogledi su izve-
deni na sobnoj temperaturi 18-25°C.

Disekcija je vrsena standardnom metodom [12] i u
skladu je sa pravilnikom Medicinskog fakulteta za rad sa
eksperimentalnim Zivotinjama.

Izolovani segmenti nervne vrpce od 3-4 ganglije
postavljani su u komoricu zapremine 2,5 ml koja je bila
ispunjena Ringerovim rastvorom za pijavice. Nervna
vrpca sa ganglionima u komorici je fiksirana pomocu Zice
od nerdajuceg Celika. Identifikacija i penetracija neu-
rona je vrena je pod stereomikroskopom (MBS-9, USSR).
Recijusovi neuroni su identifikovani na osnovu njihove
veli¢ine, polozaja u gangliji i bioelektricnih osobina.

Zamena rastvora vrsena je ubrizgavanjem novog
rastvora u komoricu pomocu Sprica uz istovremeno usisa-
vanje rastvora koji se prethodno nalazio u komorici.
Usisavanje rastvora je obavljano pomocu vakuum pumpe.
Komorica sa ganglionima postavljana je u uzemljen
Faradejev kavez koji je bio postavljen na gumene lop-
tice da bi se smanjio uticaj vibracija.

Elektrofizioloske registracije

Membranski potencijal je registrovan koris¢enjem
standardnih staklenih mikroelektroda koje su pravljene
od borosilikatnih staklenih cevcica sa ugradenim mikro-
filamentom (Harvard Apparatus GC150F-10, Engleska).

Borosilikatne cevcice su postavljane u izvlakac sa
podesivim grejanjem i silom izvlacenja (Narishige, Japan)
gde je vrseno izvlacenje mikroelektroda koje su zatim
punjene rastvorom 3 mol/l KCL.

PRAXIS MEDICA

Za oglede su koriscene mikroelektrode koje su imale
otpor od 20-30 MQ i potencijal vrha do 5 mV.

Ubacivanje mikroelektroda u celije vrseno je po-
mocu mehani¢kog mikromanipulatora (Leitz, Nemacka).
Za pojacanje signala koriscen je pretpojacivac sa visokim
ulaznim otporom (model 1090 Winston Electronics, USA).

Mikroelektrode su povezivane sa pretpojacCivacem
preko srebro-srebrohlorid (Ag-AgCl) zice. Elektroda za
uzemljenje od srebro-srebrohlorid (Ag-AgCl) zice bila je
smestena u zasebnoj komorici koja je bila ispunjena
standardnim Ringerovim rastvorom.

Komorica sa preparatom i komorica sa elektrodom
za uzemljenje bile su povezane pomocu mosta koji se
sastojao od staklene cevcice ispunjene rastvorom 3 mol/l
KCl u 3% agaru. Registrovanje membranskog potencijala i
akcionih potencijala vrseno je na osciloskopu (Hameg HM
205-3, Nemacka) i istovremeno belezeno kako na ter-
mickom pisacu osciloskopa (Hameg HM8148-2 graphic
printer, Nemacka) tako i na standardnom mehanickom
pisacu (Linseis, Nemacka).

Rastvori

U ogledima su koris¢eni slededi rastvori:

- standardni Ringerov rastvor za pijavice (Ri, u
mmol/l): NaCl 115,5; KCl 4,0; CaCl, 2,0; Na,HPO, 1,2;
NaH,PO, 0,3 (pH 7,2),

- Ringerov rastvor sa niskom koncentracijom kali-
juma (low K+ Ri) imao je isti sastav kao i standardni
Ringerov rastvor, sem sto je koncentracija KCl bila 1
mmol/l

- rastvori sa Cd* pravljeni su dodavanjem 100
pmol/l CdCl, u standardni Ringerov rastvor ili Ringerov
rastvor sa niskom koncentracijom K*.

Statisticka analiza rezultata

Rezultati su prikazani brojcano i graficki. Brojcane
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + stan-
dardna greska. Za statisticku analizu koriscen je Studen-
tov t-test. Statisti¢ki znaCajnom smatrana je verovatnoca
nulte hipoteze p<0.05, a visoko statisticki zna¢ajnom -
verovatnoca p<0.01.

REZULTATI

Efekat Cd** na membranski potencijal i spontanu ak-
tivnost RNP.

U ovoj grupi ogleda mirovni membranski potencijal
RNP u standardnom Ringerovom rastvoru bio je -45,7+2,6
mV (n=6). Primena 100pmol/l CdCl, dovela je do inici-
jalne depolarizacije pracene prolaznom hiperpolarizaci-
jom i najzad stabilizacijom membranskog potencijala sa
postepenim razvojem ritmiCne repetitivne oscilatorne
aktivnosti. Ova repetitivna oscilatorna aktivnost opsta-
jala je sve vreme primene Cd?. Svaki ciklus oscilacija
zapocinjao je brzom depolarizacijom koju je pratio plato
sa ucestalim javljanjem akcionih potencijala, a zavrsavao
se brzom repolarizacijom (Slika 1.).

Opisana oscilatorna aktivnost umnogome podseca na
pojavu paroksizmalnih depolarisu¢ih pomeranja (parox-
ysmal depolarizing shift - PDS) koja predstavljaju celu-
larnu osnovu epilepsija. Epileptiformna aktivnost izaz-
vana Cd* imala je sledece odlike: frekvencija je bila
3,9+0,8 PDS u minuti, trajanje PDS je bilo 4,0+0,3 s, a
njihova amplituda 8,1+0,7 mV.



Tabela 1. Uporedni prikaz parametara PDS izazvanih primenom Cd*, Ni*" i Co
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2+

Frekvenca PDS-a

Supstancija

PDS amplituda (mV) Trajanje PDS-a (s)

(PDS/min)
_Kadmijum (100 pmol/t) 3.940.7 . 8.1:0.7 ... 40:03
_Nkl@Gmmol) 5504 129:08 54103
Kobalt (3 mmol/l) 3.6:0.4 6.1:1.1 3.7:0.3

PDS - paroksizmalno depolarisu¢e pomeranje. Vrednosti prikazane kao srednja vrednost + standardna greska srednje vrednosti.

Tabela 2. Uticaj Ringerovog rastvora sa niskim K* na epileptiformnu aktivnost izazvanu Cd**

Kadmijum Kadmijum u low K" Ri A p n

Frekvenca PDS (PDS/min) 2.9:0.6 0.6:0.3 2.34:0.55 <0.05 74
~Amplituda PDS (mV) T TTTTT8.0:0.9 T T 507 T 2.84:0.23 <001 22

Trajanje PDS (s) 3.940.5 5.8+0.4 1.91+0.33 =0.01 23

PDS-paroksizmalno depolarisuc¢e pomeranje, Ri - Ringerov rastvor, A - razlika izmedu vrednosti parametra u standardnom
Ringerovom rastvoru i Ringerovom rastvoru sa niskim K*, p - nivo znacajnosti t-testa, n - za frekvencu broj minuta, za amplitudu
i trajanje broj PDS na kojima je vrSeno merenje. Vrednosti prikazane kao standardna greska + standardna greska srednje
vrednosti.

Poredenje epileptiformne aktivnosti izazvane Ni%',
Co™ i cd™.

Posto smo u prethodnim ogledima pokazali da slicna
repetitivna aktivnost moze biti izazvana i drugim pre-
laznim metalima, tj. Ni*i Co*" [7], sada smo poredili
u¢inke Cd* sa ucincima Ni*'i Co**. Cd** dovodi do nas-
tanka repetitivne aktivnosti u mnogo nizoj koncentraciji
(100pmol/l) nego Ni**i Co* koji su bili primenjivani u
koncentraciji od 3 mmol/l. Kao $to Tabela 1. i Grafikon
1. pokazuju, 30 puta manja koncentracija Cd?* dovodi do
nastanka PDS nize frekvencije, manje amplitude i kraceg
trajanja od onih izazvanih Ni%*, dok su svi parametri veci
neko kod Co?* izazvane aktivnosti.

Uticaj Ringerovog rastvora sa snizenom koncen-
tracijom K+ na Cd*" izazvanu epileptiformnu aktivnost.

U ovoj grupi ogleda smo ispitivali uticaj ekstraceli-
jske koncentracije K+ na karakteristike Cd** izazvane
epileptiformne aktivnosti. RNP mirovnog membranskog
potencijala od -45,8+2,5 mV (n=6) prvo su tretirani sa
100pmol/l CdCl, u standardnom Ringerovom rastvoru. Po
razvoju i stabilizaciji epileptiformne aktivnosti primen-
jivan je 100pmol/l CdCl, u Ringerovom rastvoru sa
snizenom koncentracijom K*(1 mmol/l) a zatim su mereni
parametri PDS koji su prikazani u Tabeli 2. Snizena kon-
centracija vancelijskog K* dovela je do statisticki znaca-
jnog smanjenja frekvencije i produzenja trajanja tra-
janja PDS i visoko statisticki znacajnog smanjenja ampli-
tude PDS (Grafikon 2.). Reprezentativan snimak ovih
ogleda prikazan je na Slici 2.

DISKUSIJA

Poznavanje mehanizama epileptogeneze predstavlja
osnovu za adekvatnu terapiju epilepsija. Uprkos velikim
naporima istrazivaca jo$ od 60-ih godina proslog veka, i
dalje nisu poznati svi mehanizmi koji dovode do epilep-
togeneze [13, 14]. Neuroni bezki¢menjaka predstavljaju
dobar model za izucavanje ovih mehanizama, a medu
njima posebno mesto zauzima RNP [5]. U ovom radu
ispitivali smo znac¢aj Cd** za nastanak epileptiformne ak-
tivnosti na modelu RNP.

Ranije je pokazano da blokada Ca?* kanala jonima
Ni%* ili Co** kod RNP dovodi do pojave talasa tj. platoa
produzene depolarizacije tokom kojih se javljaju salve
akcionih potencijala [5,7]. Ovi platoi imaju sve karakter-

istike PDS koji predstavljaju celijsku osnovu epilepsije.
Pretpostavljeni mehanizam nastanka PDS kod RNP je da
blokada Ca?* kanala dovodi do demaskiranja perzistentne
Na* struje koja depolariSe membranu RNP i dovodi do
nastanka PDS [5,6]. Tome u prilog idu i nalazi da rilusol
koji deluje kao blokator perzistentne Na* struje dovodi
do inhibicije eksperimentalno izazvane epileptiformne
aktivnosti motoneurona pijavice [15]. Tokom PDS dolazi
do nakupljanja Na* i Ca?* u celiji. Porast intracelijske
koncentracije Na+ aktivira Na*/K* pumpu, dok porast in-
tracelijske koncentracije Ca®" aktivira Ca’*-zavisne K
kanale. Zajedno, aktivirana pumpa i efluks K" kroz ot-
vorene Ca’-zavisne K’ kanale prevazilaze depolari-
zacione procese, pre svega perzistentnu Na* struju, i do-
vode do prekida PDS sa nastankom naknadne hiperpolari-
zacije [6]. Sledstvena normalizacija intracelijskog jon-
skog miljea dalje uzrokuje smanjenje izlaznih K+ struja, i
zaustavlja aktivnost pumpe, Sto omogucava da perzis-
tentna Na+ struja ponovo deode do punog izrazaja i
prouzrokuje slededi PDS.

Kako su i joni Cd** blokatori Ca** kanala [16], ispi-
tali smo efekte jona Cd** na membranski potencijal RNP
i uticaj blokade Na*/K* pumpe na taj efekat.

U nasem radu pokazali smo da joni Cd** u koncen-
traciji od 100 pmol/l dovode do pojave PDS. Karakter-
istike i dinamika Cd** izazvanih PDS sli¢ni su karakter-
istikama epileptiformne aktivnosti izazvane Ni2+ u kon-
centraciji od 3 mmol/l na istom modelu [7]. Razlog zbog
koga Cd** nije takode primenjen u dozi od 3 mmol/l je
taj $to je pokazano da u ved¢im dozama Cd?* moze ispol-
jiti svoje efekte na druge jonske kanale. Naime, u vi-
sokim dozama Cd%*+ blokira Na* kanale, i to posebno tet-
rodotoksin rezistente Na* kanale [17] medu koje spadaju
i sporo inaktivisu¢i Na* kanali koji leze u osnovi perzis-
tentih Na* struja. Kako se pretpostavlja da perzistente
Na* struje predstavljaju osnovni pokretac epileptiformne
aktivnosti na nasem modelu, to je moguce da u viSim
koncentracijama Cd*" blokira i sam mehanizam nastanka
PDS, zbog cega bi doslo do smanjenja njegove potent-
nosti u ovom smislu.

Obzirom da joni Cd** u nasim ogledima izazivaju
epileptiformnu aktivnost u 30 puta manjoj dozi od jona
Ni%* ili Co®*, nasi rezultati ukazuju da je Cd* potentniji
od pomenuta dva metala, Sto je u saglasnosti sa nalazima
Angstadta i saradnika [6].

U izucavanjima mehanizama nastanka epilepto-
geneze od posebnog znacaja su faktori koji dovode do
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Slika 1. Aplikacija 100 umol/l CdCl; indukuje epileptiformnu aktivnost RNP. Donji zapis (B) je registracija sa
mehanickog pisaca, dok gornji zapisi (Aa i Ab) predstavljaju registracije sa termalnog printera osciloskopa. U
standardnom Ringer-ovom rastvoru RNP spontano okidaju pojedinacne akcione potencijale (gore levo - Aa), dok u
prisustvu Cd** dolazi do razvoja oscilatorne epileptiformne aktivnosti sa ritmi¢nom pojavom PDS (gore desno -

Ab)

Low K* Ringer

1 min

Cadmium

Slika 2. Rastvor sa niskom koncentracijom K* (1 mmol/l) usporava Cd**-indukovanu epileptiformnu aktivnost RNP.
Donji zapis (B) je registracija sa mehanickog pisaca, dok gornji zapisi (Aa i Ab) predstavljaju registracije sa
printera osciloskopa. Po indukciji epileptiformne aktivnosti primenom Cd*, ispiranje preparata rastvorom sa
niskim sadrZajem K* dovodi do smanjenja frekvencije i amplitude indukovanih PDS i produZava njihovo trajanje
(gore desno Ab), u poredenju sa kontrolom (gore levo Aa). U toku ogleda sve vreme je odrZavano prisustvo Cd*'u
rastvoru

zaustavljanja ovog procesa, pre svega zbog potencijalne
primene u terapiji epilepsija [18,19]. Kao Sto je vec
diskutovano, jedan od pretpostavljenih mehanizama koji
dovode do prestanka PDS-a i nastanka repolarizacije
membrane je aktivacija Na*/K" pumpe. Na ovaj zakljucak
ukazuje produzenje trajanja PDS-ova prilkom blokiranja
pumpe uabainom [5]. Kako uabain dovodi do nagomila-
vanja intracelularnog Na*, njegova primena moze dovesti
do aktivacije Na* zavisnih K" kanala ili drugih Na* zavisnih
procesa koji mogu igrati ulogu u zaustavljanju epilepti-
formne aktivnosti. Zbog toga smo se mi opredelili za blo-
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kadu pumpe niskim koncentracijama vancelijskog K-,
posto je dokazano da se na ovaj nacin moze suprimirati
aktivnost pumpe za 50% ili vise [11], a bez aktivacije
drugih procesa od znacaja za epileptoidnu aktivnost na
nasem modelu [6].

Nasi rezultati pokazuju da se primena Ringerovog
rastvora sa niskim koncentracijama K* statisticki znaca-
jno menja karakteristike Cd** izazvane epileptiformne
aktivnosti u smislu produZenja trajanja PDS, tj. da blo-
kada pumpe remeti proces prekidanja epileptiformne ak-
tivnosti. Smanjenje frekvencije PDS je najverovatnije



funkcija njihovog produzenog trajanja, dok se smanjenje
amplitude PDS moze objasniti smanjenjem elektrohemi-
jske vucne sile za Na* zbog intracelijskog nakupljanja Na*
usled produzenog trajanja PDS.

Grafikon 1. Uporedni prikaz parametara PDS izazvanih
primenom Ni?*, Cd** i Cd*
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Najzad treba pomenuti potencijalni znacaj ovih is-
trazivanja u humanoj patologiji. Prisustvo perzistente
Na® struje, za koju se pretpostavlja da stoji u osnovi
epileptiformne aktivnosti na naSem modelu, dokazano je
u hipokampalnim i kortikalnim neuronima sisara [20,21].
Stavise, ovi neuroni pokazuju oscilacije membranskog po-
tencijala i epileptiformnu aktivnost kada se izloze rast-
vorima sa niskom koncentracijom CaZ* [22]. Od blokatora
Ca® kanala prisutnih u Zivotnoj sredini Cd** zasluzuje
posebnu paznju. Epidemioloske studije su pokazale da je
veliki deo populacije stalno izloZen toksicnom delovanju
Cd* u radnoj i zivotnoj sredini, preko vode, hrane i
narocito cigareta, kao i da Cd* dovodi do neurolokih
poremecaja [23]. U kontekstu nasih istrazivanja posebno
je interesantno da ponavljana primena Cd** kod pacova
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dovodi do promena u spontanoj aktivnosti korteksa sa
povecanjem frekvencije talasa na elektrokortikogramu
[24] kao i do pojave epileptiformne aktvnosti na EEG-u
[25].

ZAKLJUCAK

U ovom radu smo, po prvi put na modelu RNP Hae-
mopis sanguisuga, ispitivali uticaj Cd** na nastanak epi-
leptiformne aktivnosti, kao i uticiaj Na*/K" pumpe u
procesima koji utiCu na intenzitet ove aktivnosti. Nasi
rezultati pokazuju da je Cd** vrlo potentan uzrocnik
repetitivne elektricne aktivnosti neurona, koji u koncen-
traciji 30 puta manjoj od Ni?* ili Co** dovodi do iz-
razene promene spontane elektricne aktivnosti neurona u
smislu nastanka PDS, koji predstavljaju celijsku osnovu
epileptogneze. Takode smo pokazali da Na'/K® pumpa
bitno utiCe na parametre ove aktivnosti i ima potenci-
jalno vaznu ulogu u mehanizmima koji dovode do prekida
PDS.

Uzimajuc¢i u obzir sve veli stepen populacione
izlozenosti toksi¢nom delovanju Cd** , kao i mehanizme
epileptogeneze uopste, smatramo da su neophodna dalja
istraZivanja na resvetljavanju punog obima efekata Cd**
kao i tatnog mehanizma njegovog delovanja.
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NEURONS

Mili¢evi¢ Nebojsa', Stanojevi¢ Marija?, Spasi¢ Svetolik?, Jovanovi¢ Zorica®, Prostran Milica*, Lopi¢i¢ Srdan?

' University of Pristina, Faculty of Medicine, Department of Pathological Physiology - Kosovska Mitrovica, Serbia

2 University of Belgrade, Faculty of Medicine, Institute for Pathological Physiology ,,Ljubodrag Buba Mihailovi¢“ - Belgrade, Serbia
3 University of Kragujevac, Faculty of Medical Sciences, Department of Pathological Physiology - Kragujevac, Serbia

4 University of Belgrade, Faculty of Medicine, Institute for Pharmacology, Clinical Pharmacology and Toxicology - Belgrade, Serbia

SUMMARY

Epilepsies have a large significance and require detailed investigation of cellular mechanisms that lead to this disorder. Environ-
mental, especially industrial, toxins are having increasingly more prominent role in these investigations. The aim of our research was
to investigate the significance of Cd*" in generation of epileptiform electrical activity of neurons, and the role of Na*/K* pump in
mechanisms that lead to cessation of this activity. Experiments were performed on Retzius nerve cells of the leech Haemopis sangui-
suga. Intracellularly placed microelectrodes were used to measure membrane potential changes upon administration of Cd** (100
pmol/l), and the same concentration of Cd* in low K* (1 mmol/l) solution. In our experiments Cd* led to generation of rhythmic re-
petitive oscillatory activity. This activity closely resembles paroxysmal depolarizing shifts (PDS) which represent the cellular basis of
epilepsy. Cd* induced epileptiform activity had the following characteristics: frequency of 3.9:0.8 PDS/minute, PDS duration of
4.0:0.3 s, and PDS amplitude of 8.1+0.7 mV. Cd*" induces effects similar to those of Ni** and Co?, but in 30 times smaller concentra-
tion. Application of Cd** in low K" solution led to a significant reduction of PDS frequency (by 2.34+0.55 PDS/minute, p<0.05, Stu-
dent’s t-test), highly significant increase in PDS duration (by 2.84+0.23 s, p<0.01, Student’s t-test) and highly significant reduction in
PDS amplitude (by 1.91+0.33 mV, p=0.01, Student’s t-test). Our results show that Cd" is a potent initiator of epileptiform activity,
and that Na*/K* pump significantly affects this activity and has a potentially important role in mechanisms that lead to its cessation.
Keywords: epilepsy, Na*/K" pump, leech
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