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OZET

Kolinerjik sistemin nébet aktivitesini tetikledifi ve nébet
aktivitesinin strdiiriilmesinde rol oynadifina inanmilir.
Lityum kiorid verilen sicanlara kiiciik dozlarda pilokarpin
uygulanmast sekonder jeneralize olan ve satusa déniigen
limbik nobetiere neden olur. Calismada lityum kiorid (3
mEgikg/IP) uygulanan sicaniara 24 saat sonra pilokarpin
hidroklorid (30 mglkg/IP) verilmeden once MK-80]
{Imgikg/IP} enjekie edildi ve takiben davrawig ézellikleri
gozlendi. Diger bir grupta ise (n:10) genel anestezi
(tiopental 50 mglkg) altinda sicanlara 4 adet epidural elek-
trod yerlestirildi, ve sonra tiim deney boyunca EEG kayd:
yapildi. Caligmanin sonunda MK-801" in lityumpilokarpin-
le olugturulan nibetlerde hem klinik olarak hem de elek-
troansefalografik olarak nobet aktivitesini anlami olarak
azalmm g goriildii.

Anahtar sézciikler: Linvum-pilokarpin, MK-801,
deneysel epilepsi

SUMMARY

Anticonvulsant Effect of MK-801 Against Seizures
Induced by Lithium-Pilocarpine: Clinical and
Electrophysiologic Study

It is believed that the cholinergic system may play a role in
triggering and mantaining seizure activity. Administration
of small doses of pilocarpine to rats pretreated with lithi-
um chloride induced limbic seizures that become secon-
darily generalized and evolve into status epilepticus. In this
experimental study, Lithium chloride (3 mEgqlkg/lP)
injected to rats. After 24 hours MK-801 (1 mglkg-IP) was
given prior to pilocarpine hidrochioride (30 mg/kg/IP) and
their behavioral patterns and seizures were observed. In a
second group (n:10) rats were prepared surgically under
general anesthesia (Hopenthal 50 mgtkg) with four epidur-
al recording electrads and then EEG was monitorned con-
tinuously throughout the experiment. The result of the study
showed that MK-801 significamtly reduced the seizures
activity both clinically and electroencephalographically in
Lithiumpilocarpine induced seizures.

Kev words: Lithium-Pilocarpine, MK-801,
experimental epilepsy

GIRIS

Epilepsinin patogenezi yogun olarak yillardir aras-
tinimaktadir. Bu temel mekanizmalann aragtinl-
mas1 ve yeni tedavi yaklagimlar i¢inde deneysel
olarak olugturulan epilepsi modellerine gereksinim
duyulmaktadir.

{*)  Bu cahyma XX. Ulusal Néroloji Kongresi'nde (9-14 Ekim
1994, Adana ) Poster olarak sunulmugtur.
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Epilepsi ve kolinerjik mekanizmalar arasindaki
iligki uzun yillardrr bilinmektedir. Ancak antikoli-
nerjik ilaglarin antikonviilzan etkiye sahip olma-
malar1 nedeni ile epilepside kolinerjik mekanizma-
larin tutulumu ¢ok fazla dikkate alinmamaktadir.

Epilepsinin altinda yatan hiicresel olaylarda asetil-
kolin {ACh} iglevinin 6nemli oldugu yapilan cesit-
li ¢aligmalarfa gésterilmeye c¢alisiimaktadir®
(Kolinerjik sistemin nobet aktivitesini tetikledigi
ve dogrudan eksitotoksit potansiyele sahip olmasa
da glutamat ve aspartat gibi néranal hasardan sc-
rumlu eksitotoksit mekanizmalar: uyarak nobet ak-
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tivitesinin siirdiiriilmesinde rol oynadigina inani-
Lir®**?, Pilokarpin siganlarda sekonder jeneralize
olan v¢ statusa doniigen limbik nébetlere yol
acar®.

Bu ¢aligmada deneysel olarak lityum-pilokarpin
ile ndbet olugturulan siganlarda bir eksitattr amino
asit (EAA) antogonisti olan MK-801’in, bu epilep-
si modeli iizerine olan klinik ve elektrofizyolojik
etkilerinin aragtirilmas1 amaclanmugtir.

MATERYAL ve METOD

Caligmada erigkin, agirhklan 200-300 gram ara-
sinda degigen erkek Sprague-Dawley tiirii siganlar
kullamlds. Tiim sicanlar ¢alismadan 14 giin énce
Uludag Universitesi Deney Hayvanlar: Yetigtirme
Merkezi'nden alinarak 4-5°li gruplar halinde, oda
sicaklif1 21+1 C° olan bir odaya yerlestirildiler ve
klasik diet+su ile beslendiler.

Caligma grubu 1 (C1): (n:10): Bu grupta sicanla-
ra lityum klorid (3 mEq/kg) intraperitoneal (iP)
verildikten 24 saat sonra pilokarpin hidroklorid
(30 mg/kg) IP enjekte edildi. Takiben siganlardaki
davranig 6zellikleri gozlendi.

Calygma grubu 2 (¢2): (n:10); Bu grupta siganla-
ra MK-801+serum fizyolojik verilerek ortaya ¢i-
kan davrang ozellikleri gdzlendi.

Calisma grubu 3 (C3): (n:10): Bu grupta siganla-
ra ayn dozda lityum klorid verildikten 24 saat son-
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l_lmim L. Lityum-pilokarpin uygulanan 1 nolu sicanda jenera-
lize epileptik aktivite.

M ld’il‘“"'l LY fon [ Wa 1{}
a i :
L [y ! : :

. . 1
| §ef y ’ 1 . :

(- bl - | 1

1 4 v H
I | F LR
“lra | Frat-tol . i i HaHAT
‘ o ARG
. hE il HH MW
R RANE ! 1
Kef Pofeittat NaaR!
£uf Polaninl ¢ :
1
|
1\: RIS
1 ae - A
; H LI L kA= T b
e S 5 e A defiab i bl E b e T

Resim 2. Lityum verildikten sonra pilokarpin dncesi MK-301
vygulanan 9 nolu siganda normal EEG trasesi.

ra, Pilokarpin verilmeden 20 dakika énce MK-801
(1 mg/kg) IP verildi ve takiben davrams sekilleri
gozlendi.

Caligma grubu 4 (C4): (n:10): Bu grupta sicanla-
ra tiopental (50 mg/kg) anestezisi altinda monopo-
lar olarak frontal ve parietal lokalizasyonlarinda
olmak iizere 4 adet paslanmaz ¢elikten yapilmg
vida elektrod disci matkabi ile kemik yapilar gegi-
lerek epidural mesafeye yerlestirildi. Akrilik ile bu
elektrodlar saglamlagtiriidi. Bu cerrahi prosediir-
den sonra sicanlar 3 giin siire ile bekletildiler. Da-
ha sonra siganlara lityum verildi. 24 saat sonra pi-
lokarpin uygulandi ve 8 kanallh Nihon Kohden
marka FEG cihazina baglanarak 90 dakika siire ile
kayit yapildi (Resim 1).

Caliyma grubu 5 (C5): (n:10): Siganlara aym cer-
rahi iglemler uygulandiktan ve elektrodlar yerlesti-
rildikten sonra lityum verildi. 24 saat sonra pilo-
karpin veriliminden 20 dakika once MK-801 IP
olarak enjekte edildi ve yine EEG aletine baglana-
rak kayit yapildi (Resim 2).

ILACLAR

Lityum klorid: 3 mEq/kg suda ¢oziindiiriildi ve IP
olarak verildi.

Pilokarpin hidroklorid: 0.1-0.2 m] salinde ¢6ziin-

diiriildii. 30 mg/kg dozunda IP olarak lityumdan
24 saat sonta verildi.
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SKOR DAVRANIS

0 normal

1 limbik otomatizm ve tremor

2 bag sallama ve/veya 1slak kopegin silkelenme
hareketi

3 diggme ile birlikte 6n ekstremitelerin limbik
klonik hareketleri

4 klonik tonik nibetler

5 status epileptikus (¢n azindan 60 dk. daha uzun
siirer nobet) ilave puanlar

6 pilokarpin verilmesinden sonraki 30 dak. igin-
de 6lim

7 pilokarpin verilmesinden sonra 31-180 dak.

igerisinde 8liim

SKOR EEG

0 normal

1 fokal/jeneralize yavag dalga aktivite

2 seyrek fokal epileptik aktivite

3 stk araliklatla fokal epileptik aktivite

4 fokal baglayip jeneralize olan epileptik aktivite
5 seyrek jeneralize epileptik aktivite

6 sik araliklarla jeneralize epileptik aktivite

7 fokal vefveya jeneralize status

MK-801 (Merck-Sharp-Dohme):1 mg/kg olacak
sekilde %0.9’1uk NaCl ile ¢oziindiiriildiikten sonra
IP olarak verildi.

Sicanlarin davranig farkhliklanna karar verebil-
mek icin her si¢an iistii acik bir tel kafes icersine
konuldu ve tiim siganlardaki davrams degisiklikle-
ri 12-18 saatleri arasinda degerlendirildi. Cerrahi
islem uygulanmayan grupta lityum ve pilokarpin
vérildikten sonra sicanlar 3 saat siire-ile gozlem-
lendiler. Davramg degisiklikleri 0-7 arasinda dere-
celendirildi®,

Istatistiksel. galigmada; nobetlerin baglangic za-
manlar1 T testi ile, klinik ve EEG skorlan ise
Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.

SONUCLAR

Lityum-pilokarpin verilen sicanlarda ortalama
19.5.dak. sonra (16-22 dak) limbik nébetler bagla-
d1. 7’sinde bag sallama.ya da 1slak k&pek silkelen-
mest geklinde, 3 siganda ise On ayaklarin havaya
kalkmas1 ve klonik kasilmalar seklinde nébetler
bagladi. Ortalama 29.2 dak. sonra siganlar jenerali-
ze tonik klonik ndobetler (JTKN) gecirmeye bagla-
dilar (24-38 dak). Yedi sigan 60 dakika igersinde
statusa girdiler. Bu siganlardan bir tanesi (No 9)
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67. dakikada cksitus oldu. Pilokarpin verilmesin-
den bir dakika sonra tiim siganlarda sekresyon ar-
his1 goriildii.

LiTYUM-PILOKARPIN ALAN GRUPTA KLINIK

DEGERLENDIRME
No Nobet baglama Nobet sekli Skor
zaman (dak.)
1 20 bag salmama 2
38 JTKN 4
2 18 on eks. klonik kasilma 3
34 JTKN 4
5
3 22 &n cks. havaya kalkmas1 ve klonik 3
26 kasilma
JTKN 4
status 5
4 22  ©n cks, havaya kalkmas: ve klonik 3
28 kasilma '
JTKN 4
status 5
5 16 bag sallama, silkeleme 2
24 JTKN 4
6 17 bag sallama 2
31 JTKN 4
status 5
7 20 bag sallama, kaginma 2
27 JTKN 4
status 5
8 20 bag sallama 2
26 JTKN 4
9 22 bag sallama 2
28 JTKN 4
status 5
67 ex. 6
10 18 bag sallama, silkeleme 2
30 JTKN 4
status 5

Sadece MK-801-serum fizyolojik verilen grupta
ort. 13.3 dak. sonra tiim siganlarda ataksi, kas to-
nusunda azalma, sirtiistii brrakildiklarinda dogru-
lamama &n ve arka ayaklarim kullanamama gekiln-
de davramglar goriildii. 2 saat sonra ve 24 saat son-
ra ayn1 davranig 6zelilkleri devam ediyordu.

Lityum verilen sicanlarda pilokarpin verilmeden
20 dak. once MK-801 verildiginde ort. 11.5 dak.
sonra tiim siganlar bas sallama seklinde davramg
gosterdiler.Takiben 6 siganda 15-120 sn. arasinda
degisen kisa siireli JTKN (ort.31.dak.) goriildii.
Hicbir sican statusa girmedi.' JTKN siiresi de sade-
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LITYUM-PILOKARPIN ALAN GRUPTA KLINIK

DEGERLENDIRME
No Nobet baglama Nobet gekli Skor
zaman (dak.}
1 14 bag sallama 2
30 kisa siir. JTKN 4
2 14 bag sallama 2
19 kisa siir. JTKN 4
3 13 bay sallama 2
30 kisa siir. JTKN 4
4 8 bag sallama 2
14 bag sallama 2
30 kasa. siir, JTKN 4
6 10 bag sallama 2
45 kisa siir, JTKN 4
7 9 bag satlama 2
8 11 bag saflama 2
32 kisa siir. JTKN 4
9 9 bay satlama
10 13 bag sailama 2
29 kisa siir. JTKN 4

ce lityum-pilokarpin verilen gruba gore ¢ok kisa
stireli idi. Lityum-pilokarpin grubunda kilinik de-

LITYUM-PILOKARPIN GRUBUNDA EEG SKORU

gerlerin maksimum skoru 48 olarak bulunurken,
Lityum-MK-801- pilokarpin ile tedavi edilen
grupta maksimum skor 34 olarak bulundu
(p=0.003).

Lityum-MK-801-pilokarpin verilerck EEG kaydi
yapilan grupta viziiel olarak nébet gozlenmedi.
Ancak 2 sigan (5 ve 10 nolu) EEG kaydinin birin-
ci saatinden sonra ex. oldular.

Lityum-pilokarpin grubunda EEG skoru 63 olarak
bulunurken, lityum-MK-801-pilokarpin grubunda
EEG skoru 35 olarak bulunmustur (p=0.002).

TARTISMA

Bu ¢alismada lityum verilen siganlara 24 saat son-
ra muskarinik kolinerjik agonist pilokarpin uygu-
lanarak epileptik nobetler ortaya cikanlmgitr.
Normal dozlarda lityum ya da pilokarpinin tek
baslarina kullanilmalar konviilziyonlara neden ol-
maz. Honchar ve Olney, lityumun siganlarda nébet
esigini diigiirdiiiinii ve pilokarpinle birlikte kulla-
mldiginda nobetlerle birlikte beyin hasari olugtur-
dugunu®, Jope ve ark. ise lityumun kisa ya da uzun

No. Nor. yavad. sey. fok. ep. sik fok, ep. fokal+jen. ep. sey. jen, ep. sik jen. ep. st.
aktivite aktivite aktivite aktivite aktivite aktivite

1 - - - - FP2, P4+jen. - - +
2 - - - - - jen. ep. +
3 - - - - FP1, FP2+jen. - - +
4 - - - - FP1, FP2+jen. - - -
5 - - - - FP1, P3+en. - - -
6 - - - - - - jen. ep. -
7 - - - - - jen. ep. +
8 - - - - P4, P3+jen. - - +
9 - - - - P4, P3+ jen. - - +
10 - - - - FP1, P3+jen. - - +
LITYUM-MK 801-PILOKARPIN GRUBUNDA EEG SKORU

No. Nor. yavad. sey. fok. ep. ssk fok. ep. fokal+jen. ep. sey. jen. ep. sik jen. ep. st

aktivite aktivite aktivite aktivite aktivite aktivite

1 - teta - - - - - +
2 - teta - - - jen. ep. - -
3 - teta - P3 - - - -
4 - eta P4 - - - - -
5 - teta - - FPl+jen, - - ex
6 - teta FPl - - - - -
7 - teta - - P3, Pd+jen. - - -
8 - teta . - P3, Pd-+jen. - - -
9 - teta - - FPl+jen. - - -
10 - teta - - - jen. ep. - ex
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siireli kullanimindan sonra ACh metabolizmasinda
artma oldugunu rapor etmiglerdir™. Haas ve Ryall,
sicanlarda ve kedilerde beyin ve omuriligin koli-
noseptif néronlan iizerine lityumun eksitatdr etki
gosterdigini bildirmiglerdir “°. Lityum insanlarda
da nobet egigini diisiiriir ve temporal lob nobetleri-
ni presipite eder®. Sadece lityum verilen siganlar-
da sedasyon diginda bagka bir bulgu goriilmez®.
Turski, yilksek dozlarda pilokarpin (300-400
mg/kg) uygulamasinin sicanlarda limbik nobetler-
le birlikte hipokampus, amigdala ve korteksde
EEG degisiklikleri ortaya ¢ikardifim rapor etmis-
tir”". Lityum verilen siganlara 24 saat sonra kiigiik
dozlarda pilokarpin (30 mg/kg) uygulanirsa status
epileptikus ortaya gikar ve siklikla 24 saat icerisin-
de fatal seyreder™?. Bu galismada da pilokarpinin
diigitk dozu (30 mg/kg). tercih edilmistir. Lityum-
pilokarpin grubundaki siganlarin %70°1 bir saat
icerisinde tonik-klonik satusa girmiglerdir. 24 saat
sonunda ise sicanlarin % 40’1 hala yagiyordu. Lit-
yum pilokarpin verilen siganlarda ort. 15-30 dak.
sonra konviilziyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu galis-
mada ise lityum-pilokarpin grubunda ort. 19.5 dak.
sonra limbik ndébetler, ort. 29.2 dak. sonra ise
JTKN ortaya ¢ikarken, lityum-MK-801-pilokarpin
alan grupta ort. 11.5 dak. sonra sadece bag sallama
seklinde limbik ndbetler, ort. 31 dak. sonra motor
nibetler goriildii. Limbik nobetlerin baslangici bu
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml bulu-
nurken {p<0.0001) motor nébetlerin baglangi¢ za-
man: arasinda istatistiksel anlamihilik saptanamadi
(p<0.05). Sicanlarda pilokarpinle olugturulan sta-
tub epileptikusu takiben vzun siireli bir periodda
spontan rekiirren nobetler (SRN) saptanmaktadir.
Ik SRN genel olarak pilokarpinle olugturulan sa-
tusdan sonraki 5-10. giinlerde goriilmektedir. Bu
¢alhigmada sicanlar uzun siire takip edilemedikle-
rinden SRN gériilmemisgtir.

Intraselliller ve ekstraselliiler kayit tekniklerinin
gelismesi epilepsinin hiicresel mekanizmalan iize-
rine olan aragitrmalar: stirﬁijle etmistir. Beyinde
muskarinik kolinerjik eksitasyenun voltaja bagim-
I1 ve Ca™a bagimh K* iletisinde azalamanin bir
sonucu olarak ortaya ¢iktig gosterilmistir™. Pilo-
karpin, lityum-pilokarpin epileptik nébetlerini ta-
kiben goriilen sitopatoloji ile glutamatin doku re-
aksiyonunun benzer dzellikler géstermesi koliner-
jik sistemin eksitotoksik potansiyele sahip oldugu
anlamina gelmez®. Kolinerjik sistemin nobet akti-
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vitisenini tetiklenmesinde ve siirdiiriilmesinde rol
oynadify diigiiniilmektedir. Kolinerjik sistem glu-
tamat ve aspartat gibi nGronal hasardan sorumlu
eksitotoksik mekanizmalan uyararak nébet aktivi-
tesinin siirdiiriilmesinde rol oynar. Bu nedenle an-
tikolinerjik ilcalar ndbetlerin basglamasim engeller
fakat devam eden nébetlere etki etmezler. Nobet-
lerin kimyasal modelinde antikolinerjik ilaglarin
antikonviilzan etkilerinin olmamasi epileptogenez-
de ACh’nin anahtar rolii oynadag: postulatina en-
gel degildir®.

Pilokarpin ile olugturulan nébetlerie birlikte olan
hiicre hasariin ultrastriiktiirel analizinde, elektron
mikroskopik diiyzeyde néronal hiicre gévdeleri ve
dendritlerde sisme ve astroglial elemanlarda dila-
tasyon goriitmiistiir™?®, Aksonlar rolatif olarak ko-
renmugtur. Bu sitopatolojik pattern glutamat ile
beynin eksitotoksik reaksiyonuna benzer®.

Lityum-pilokarpin ile tedavi edilen siganlarda olu-
san nobetler esnasindaki ndrotransmitter fonksi-
yon ¢aligmalarinda konviilziyonlarih baglangicin-
dan hemen 6nce hipokampus, korteks ve striatum-
da ACh konsantrasyonunda azalma gosterilmistir.
Status cpileptikus bagladagi zaman ACh konsant-
rasyonu uzun bir siire korteks ve hipokampusda
ileri derecede artmis oncak stratumda artmamustir.
Bunun nedeni ise bilinmemektedir. Kolin diizeyi
ise bu iic bolgede status esnasinda artmustir. lit-
yum-pilokapinle olusturulan nébetler sirasindaki
ACh konsantrasyonundaki degigikliklerin analizi
status sirasinda ACh’in sentez regiilasyonundaki
bozuklugu diigiindiirmektedir™®.

Sicanlarda pilokarpin ile olugturulan nébetlerin
elektrografik analizinde, korteks ve amigdala ile
kargilagtinldiginda hipokampus en &nce aktive
olur. Bu gézleme zit olarak Clifford ve ark. elekt-
rografik aktivitenin ventral pallidum veya nukleus
accumbens cevresindeki ventral &nbeyinden kay-
naklandifim rapor etmiglerdir.

Glutamat ve aspartat gibi EAA nérotransmitterler
nbbet aktivitesinin baglamasinda ve yayiliminda
rol oynarlar ve beyin hasarina neden olurlar'™
MK-801 bir EAA antagonistidir. NMDA reseptor-
lerini bloke eder. Maksimal elektrogsok ve kimya-
sal ajanlarla olugturulan n&betlere kars: ¢ok etkili-
dir®. Kolinesteraz inhibitérleri tarafindan olustu-
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rulan konviilziyonlan ve elektrografik nobet akti-
vitesini etkin olarak durdurur ya da azaltur™”, MK-

801’in pilokarpinden 6nce verildifinde doza baglh -

olarak elektrografik nobet aktivitesinin siiresinde
ve yogunlugunda azalma meydana getirdigi bildi-
rilmigtir'"®. Keza Ormandy, Jope ve Snead, MK-
801’in siganlarda lityum-pilokarpin modelinde no-
bet aktivitesini dnlemede etkili oldugunu, fakat
boyle bir aktiviteyi durdurmada daha az etkili ol-
dugunu rapor etmiglerdir®. Caligmamizda lityum-
pilokarpin ile olusturulan nobetlere karsi Mk-
801’in hem klinik nobetleri dnlemede hem de
elektrografik olarak epileptik aktiviteyi azaltma ya
da ortadan kaldirma agisindan c¢ok etkili oldugu
goriilmiigtiir. MK-801 limbik nobetler {izerine gok
etkili olamazken motor nébetlere, tonik klonik n6-
betlere etkili olmugtur. Tonik klonik nébetlerin sii-
resini ve sikligini belirgin olarak azaltmigtir. MK-
801 uygulanan siganlarin higbirisi status epilepti-
kusa girmemigtir. Lityum-pilokarpin grubunda
EEG kayitlarinda sicanlann %70’inde fokal bagla-
yip takiben jeneralize olan diken dalga aktivite,
%30’unda ise baglangictan itibaren jeneralize di-
ken dalga aktivite goriilmiig ve bu grubun %70’in-
de takiben klinik ve elektrografik olarak status ak-
tivitesi saptanmugtir. Pilokarpin oncesi MK-801
uygulanan grubun EEG’sinde ise tiim siganlarda
genel olarak yavag dalga aktivite (muhtemelen
MK-801’e bagh aktivite) trasede belirginlegmigtir,
3 siganda fokal diken dalga, 4’iinde seyrek aralik-
larla fokal + jeneralize diken dalga aktivite, 2’sin-
de ise kisa siireli jeneralize diken dafga gortilmiig-
tiir, Bir sican ise teta aktivite diginda epileptik ak-
tivite gdstermemigtir.

Sonu¢ olarak epilepsiye patogenetik yaklagimda
kolinerjik sistemin énemli oldugu, MK-801’in lit-
yum-pilokarpin ile olugturulan nébetleri klinik ve
elektroansefalografik olarak belirgin diizeyde dii-
zelttigi kamistna varilmagtir.
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