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LITYUM-PILOKARPIN ILE OLUSTURULAN
DENEYSEL EPILEPSI MODELINE ATROPIN
VE DIAZEPAMIN KLINiK VE
ELEKTROFIZYOLOJIiK ETKILERi

Ibrahim Bora*, Suat Celik** Mustafa Bakar***, Sibel Giiriin****, Sadik Sadikoglu*, Faruk Turan****,
Mehmet Zarifoglu*, Cigdem Uckunkaya****** I. Hakki Ulus******* Erhan Ogul*

Bu ¢alismada lityum verilen sicanlara 24 saat sonra pilokarpin wygulanarak status
epileptikus modeli olusturuldu. Pilokarpinden énce bir muskarinik kolinerjik reseptér
blokeri olan atropinin wygulanmas: jeneralize status epileptikusu ortadan kaldirirken

limbik ndbetlerin devam ettigi gorildii. EEG aktivitesinde ise belirgin diizelme saptandh.

Pilokarpinden 6nce diazepam wygulanmas: ile hem status epileptikus ortadan kalkti hem de

normal EEG aktivitesi goriildii. Sonugta kolinerjik mekanizmalarmda epileptogenezde rolii
oldugu kamisina varilds.

Anabtar Kelimeler: Atropin, Deneysel epilepsi, diazepam, lityum-pilokarpin, status
epileptikus.

Clinical And Electropbysiologic Effects Of Atropine And Diazepam On
Experimental Epilepsy Induced By Lithium-Pilocarpine

In this study status epilepticus was induced in rats by administration of lithium chloride
Jollowed 24 hours later by injection of pilocarpine. Administration of atropine which a is
muscarinic-cholinergic receptor antagonist, before pilocarpine arrested generalised status

epilepticus, except limbic seizures. EEG displayed clear improvement. Administration of

diazepam prior to pilocarpine blocked seizure and EEG activity. The results of this study

suggest that cholinergic mechanisms play an important role in lithium pilaocarpine
epileptogenesis.

Key Words: Atropine, Experimental epilepsy, diazepam, lithium-pilocarpine, status

epilepticus.

Lityum ile tedavi edilen sicanlara diisiik dozlarda pi- Bu calismada, lityum-pilokarpin epilepsi modeli tize-
lokarpin uygulanmasi siklikla 24 saat icersinde 6liimle rine atropin ve diazepamin klinik ve elekt-
sonuglanan status epileptikusa(SE) neden olur (2,5,6). roansefalografik (EEG) etkileri karsilagtirilarak  epi-
Lityum-pilokarpin modelinde pilokarpinden énce bir leptogenezde kolinerjik sistemin rolii tartigtlmustir.
muskarinik-kolinerjik reseptor blokeri olan atropinin ve- MATERYALMETOD
rilmesinin nobet aktivitesini bloke ettigi rapor edilmistir
(2,5,6). Lityum-pilokarpin deneysel epilepsi modelinde Bu kimyasal epilepsi modelinde eriskin,erkek, Spra-
pilokarpinden énce diazepam verilirse SE’'un baslamast gue-Dawley tlirl, ort. agmliklart 200-300 gram arasinda
engellenir. Eger SE 'un baglamasmdan kisa bir siire sonra degisen sicanlar kullan?ldL Caligmanin baglangicindan 14
verilirse SE durur (5,6,8). giin evvel sicanlar U. Univ. Deney hayvanlar yetigtirme

merkezinden alinarak 4-5 li gruplar halinde oda sicakligi
21°C olan bir odaya yerlegtirildiler. Standart diet ve su ile
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enjekte edildi ve sicanlardaki davrans degisiklikleri goz-
lendi.

Calisma grubu 2 (C 2):(n:10) Bu gruptaki sicanlara
Lityum klorid (3 mEq/kg/IP) verildikten 24 saat sonra ayni
dozda pilokarpin verilmeden 20 dakika 6nce atropin stil-
fat 2 mg/kg) IP olarak verildi ve ortaya ¢ikan davranis
degisiklikleri gozlendi.

Calisma grubu 3 (€ 3):(n:10) Bu grupta lityum klortir
(3 mEq/kg) verildikten 24 saat sonra pilokarpin ve-
rilmeden 20 dak. 6nce diazepam (10 mg/kg) IP olarak
verildi ve davranus degisiklikleri gbzlendi.

Calisma grubu 4 (C 4): (n:10) Siganlara ayni dozlarda
lityum ve pilokarpin verildikten sonra EEG kayitlart ya-
pildi.

Calisma gurubu 5(C 5):(n:10) Siganlara aym dozlarda
lityum-atropin-pilokarpin yapildiktan sonra EEG kayitlan
yapilds.

Calisma grubu 6 (C 6):(n:10) Sicanlara ayni dozlarda
Lityum-diazepam-pilokarpin verildikten sonra EEG ka-
yitlan yapildt.

EEG kayitlarindan 6nce si¢anlara tiopental (50 mg/kg)
anestezisi altinda Frontopolar 1, Frontopolar 2, Parietal
3, Parietal 4 (FP1, FP2, P3, P4) lokalizasyonlarinda olmak
tizere 4 adet paslanmaz celikten yapilmis vida elektrod,
disci matkab: ile kemik yapilar gecilerek epidural me-
safeye yerlestirildi. Bu cerrahi islemden sonra sicanlar 3
glin stre ile bekletildiler. EEG kayitlart 8 kanalli Nihon-
Kohden marka cihaz ile gerceklestirildi.

Sicanlarin davrang farkliliklarina karar verebilmek icin
her sican Ustii acgik bir tel kafes icersine konuldu. Si-
canlardaki davranis degisiklikleri 12-18 saatleri arasinda
Janusz ve ark. kullandiklar1 (4) ve tarafimizdan modifiye
edilen skalaya gore degerlendirildi.

SKOR DAVRANIS
0 normal
1 limbik otomatizm ve tremor
2 bas sallama ya da islak kopegin silkelenme
hareketleri
3 diisme ile birlikte 6n ekstremitelerin limbik

klonik hareketleri

4 klonik tonik nobetler

5 status epileptikus(en azindan 60 dak. daha u-
zun nobet ilave puanlar)

6 pilokarpin verilmesinden sonraki 30 dak. i-
cinde 6lim ,

7 pilokarpin verilmesinden sonraki 31-180
dak icinde oliim.
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EEG SKORLAMASI
skor  EEG
0 normal
1 fokal/jen.yavas dalga aktivite
2 seyrek fokal epileptik aktivite
3 sik araliklarla fokal epileptik aktivite
4 fokal baglay1p jeneralize olan epileptik ak-
tivite
5 seyrek jen. epileptik aktivite
6 sik araliklarla jen. epileptik aktivite
7 fokal/jen. status
SONUCLAR

Lityum-pilokarpin verlen grupta(C1) ort. 19.5 dak.
sonra (16-22 dak.) limbik nobetler basladi. Hayvanlann
7'sinde bas sallama yada islak kopek silkelenmesi, 3 si-
canda ise 6n ayaklann havaya kalkmasi ve klonik ka-
stlmalar seklinde idi. Ort. 29.2 dak. sonra (24-38 dak.) tim
sicanlar jeneralize klonik tonik ndbet gecirmeye bas-
ladilar. 7 sican 60 dak. igersinde statusa girdi. Bir sican
(n.9) 67. dakikada oldii. C1 grubundaki sicanlanin dav-
ranug skorlamas: toplamu 48 olarak bulundu. Pilokarpin
verilmesinden sonra tiim sicanlarda sekresyon artigt oldu.
Lityum-Atropin-Pilokarpin (¢2) grubunda tiim sicanlarda
ortalama 30 dak. sonra (27-33 dak.) sadece bagin yukar
agagt sallanmasi seklinde hareketler gériildii ve bu tablo
ortalama 45 dak. kadar siirdii. iki sican (n.2 ve 5) 90 da-
kikalik stire icersinde kisa siireli jeneralize tonik klonik
nobet gecirdiler. 24 saat sonraki gézlemlerde du-
rumlaninda bir anormallik yoktu. Bu gruptaki sicanlann
davranis skorlan toplamu 26 olarak saptandi. Lityum-
Diazepam-pilokarpin (C3) grubunda diazepamdan ort. 4
dak. sonra tiim sicanlar uyudu. Pilokarpin verildikten
sonra ise tiim sicanlarda eksoftalmi, sekresyon artist ve
defekasyon gorildd. Sicanlann 6 sinda sag arka eks-
tremitede, 3 tinde ise sol arka ekstremitede kasinma ben-
zeri fokal hareketler oldu. Pilokarpinden 20 dak. sonra
tim sicanlar hipotonik olarak uyuyorlard:. Hicbir sicanda
nobet gozlenmedi. Bu gruptaki sicanlarin davranis skor-
lart toplamu 0 idi. Lityum-pilokarpin verildikten sonra EEG
kaydi yapilan grupta (C4) 7 sicanin EEG sinde fokal+jen.
epileptik aktivite, 3 sicanun EEG sinde ise jen. epileptik
aktivite saptandi (Resim 1). C4 grubunda EEG skoru top-
lam1 63 olarak bulundu. Lityum-atropin-pilokarpin ve-
rildikten sonra EEG kaydi yapilan (C5) grupta; 4 sicanda
normal EEG kayds, 2 sicanda sik olarak fokal epileptik
aktivite, 2 sinde fok.+jen. epileptik aktivite, 1 inde seyrek
jen., 1 inde ise stk araliklarla jen. epileptik aktivite saptandi
(Resim 2). C5 grubundaki EEG skoru toplamu 25 olarak
bulundu. Lityum-diazepam-pilokarpin verildikten sonra



Resim 1: Lityum-pilokarpin verilen ve statusa giren sicanda EEG
trasesi. :

Resim 3: Pilokarpin dncesi diazepam wygulanan sicanda Normal
EEG trasesi.

EEG kayd: yapilan grupta(C6); 6 sicanda EEG normal o-
larak degerlendirildi. Bir sicanda trasede yavag dalga ha-
kimiyeti, bir sicanda sik araliklarla fokal aktivite, 2 sinde
ise fok.+jen. epileptik aktivite saptandi (Resim 3). C6 gru-
bundaki EEG skoru toplamu ise 12 idi.

TARTISMA

Lityum-pilokarpin ile olusturulan nébetler kolinerjik
sistem yolu ile diizenlenmektedir. Clinkii bu nébetler at-
ropin ya da hemikolinyum-3 tarafindan azaltilmakta ya da
ortadan kaldinlmaktadir (5). Lityum-pilokarpin mo-
delinde atropin pilokarpinden 6nce verildiginde ya da
pilokarpinden kisa bir siire sonra verildiginde nobet ak-
tivitesini ortadan kaldwdigs halde daha ge¢ donemde ve-
rilirse devam eden nobet aktivitesi tizerine etkili degildir
(). Bu nedenle bu epilepsi modelinde her ne kadar ko-

linerjik stimulasyon SE'un baglamasindan sorumlu olsada -

statusun stirdiriilmesinde diger norotransmitterlerin so-
rumlu oldugunu diisiindiirmektedir. Kolinerjik sistem
nobet aktivitesinin baglatilmasinda rol oynayabilir (7).
No6ronal hasardan sorumlu eksitotoksik mekanizmalart
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Resim 2: Pilokarpin Oncesi atropin uygulanan siganda nobet
aktivitesi.

uyararak nobet aktivitesinin stirdiirilmesini saglar (7,9).
Bu hipotez antikolinerjik ilaclann ntbetlerin baglamasim
engellemesine ragmen devam eden nobetlere etki et-
memesini agiklar. Antikolinerjik ilaclanin antikonwviilzan
etkilerinin olmamasi epileptogenezde ACh in anahtar rol
oynadigi goriisiine engel degildir. Atropin ve skopolamin,
doza bagimli olarak sicanlarda amigdala'nin elektriksel
stimulasyonu ile olugan kindling nobetlerinin gelisimini
geciktirir, fakat gelisen nobetleri ortadan kaldirmaz ().
Atropin keza karbakol ile sicanlarda olusturulan amigdala
kindling nbetlerinin ortaya ¢ikmasiru engeller fakat kar-
bakol ile nébet olustuktan sonra ntbetleri ortadan kal-
diramaz (13). Jope ve ark. lityum ile tedavi edilen sicanlara
pilokarpin enjeksiyonundan 15 dak. ©nce atropin siilfat
(5mg/kg/IP) verilmesinin tiim nobet aktivitesini ortadan
kaldirdigint (5), Honchar ve ark. da lityum-pilokarpin
modelinde pilokarpinden 30 dak. once atropin ve-
rildiginde nobetlerin ve beyin hasannin 6nlendigini bil-
dirmislerdir (2). Bu ¢alismada ise pilokarpinden 20 dakika
dnce atropin verildiginde atropinin jen. tonik klonik no-
betleri engelledigi, hi¢ bir sicanin statusa girmedigi ancak
bagin yukar agag sallanmasi seklinde limbik nobetlerin
devam ettigi gozlemlenmigtir. Bu modelde atropin ve-
rildikten sonra yapilan EEG kayitlaninda da klinik di-
zelmeye paralel olarak istatiksel olarak anlamli diizelme
saptanmugtir. Sicanlarda pilokarpin ile olusturulan né-
betler sistematik olarak verilen diazepam, klonozepam,
fenobarbital, valproat ile énlenirken karbamazepin ve hi-
dantoin etkisizdir. Pilokarpin ile olugturulan ntbetler keza
2-kloro adenozin, baklofen ve non-steroidal anti-
inflamatuar ajan olan mefenamik asit tarafindan da énlenir
(3,10). Ancak antiepileptik ilaglann bu modeldeki etki
profilleri diger modeller i¢in gegerli degildir.

Lityum-pilokarpin ile olugturulan nobetlerde kar-
bamazepin ve hidantoin son derece yiiksek dozlarda
(100-200 mg/kg) nobetleri dnlemektedir (11). Diazepam,



pilokarpinden 6nce verildiginde lityum-pilokarpin n6-
betlerini dnler. Olney ve ark. diazepamin 20 mg/kg do-
zunda pilokarpinden 60 dak. sonra bile statusu dur-
durdugunu rapor ederlerken (8), Morriset ve ark. ayni
dozda ve aym zamandaki diazepamin SE'u durdurmada
etkisiz oldugunu bildirmiglerdir (6). Lityum-pilokarpin
modelinde olusan SE' da Walton ve Treiman dért farkl
EEG paterni gozlemlemislerdir (12).Bunlar A; Farkli e-
lektrografik nobetler, diisiik voltajli yavas aktivite ile bir-
likte tim kanallarda ve ayni anda sonlanan degisik elekt-
rografik nobetler. B; artan ya da azalan epileptiform ak-
tivite, C; strekli,yliksek amplitidli hizli diken aktivite, D;
periodik epileptiform aktivite ve rolatif olarak zemin ak-
tivitesinde diizlesmedir. Walton ve Treiman, diazepam
verildigi sirada EEG de farkh elektrografik bulgular var ise
nobetlerin hemen durdugunu, artan yada azalan epi-
leptiform aktivite esnasinda diazepamin bagart oraninin
giderek duistiigtint, stirekli diken aktivite ya da periodik
epileptiform desarjlar sirasinda ise basant oraninin ¢ok
disik oldugunu bildirmiglerdir. Bu c¢alismada Di-
azepamin (10 mg/kg /IP) yiiksek dozu kullanilmugtir. Pi-
lokarpinden 6nce verildiginde, diazepam, bu epilepsi
modelinde gortilen tim davrans sekillerini ortadan kal-
dirmustir. Sonug olarak lityum pilokarpin ile olusturulan
kolinerjik epilepsi modelinde diazepamin pilokarpinden
once verildiginde hem nobet aktivitesini hem de elekt-
roansefalografik aktiviteyi tam olarak diizenledigi, bir
muskarinik kolinerjik reseptor blokeri olan atropinin ise
pilokarpinden 6nce uygulandiginda jeneralize tonik klo-
nik nobetleri Onledigi ancak sicanlann limbik né-
betlerinin devam ettigi, elektroansefalografik etkilerinin
ise belirli bir diizelme ile siurh kaldig gozlenmis, epi-
leptogenezde kolinerjik mekanizmalann ara kademede
de olsa 6nemli rolii oldugu sonucuna varilmustir,

LITYUM-ATROPIN-PILOKARPIN
GRUBUNDA KLINIK SKOR
No NBZ Nobet §ekli  Skor
1 29 bas sallama 2
2 30 sey.jen.nob. 5
3 30 bas sallama 2
4 28 t 2
5 31 sey.jen.nob. 5
6 27 bas sallama 2
7 32 " 2
8 33 " 2
9 30 n 2
10 30 I 2
ort. 30 ! 26
NBZ:Nobet Baslama Zamant

Sey. Jen. Nob:Seyrek jeneralize nobet
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LITYUM-DIAZEPAM-PILOKARPIN
GRUBUNDA KLINIK SKOR
No NBZ Nobet sekli ~ Skor
1 - - 0
2 - - 0
3 - - 0
4 - - 0
5 - - 0
6 - - 0
7 - - 0
8 - - 0
9 : = 0
10 - - 0
ort. - - 0
LITYUM-ATROPIN-PILOKARPIN
GRUBUNDA EEG SKORU
nN. YD SeFA SIFA F+J SeJA SuJA St
1+ - - - - e e s
2+ - - - - - -
¥ = = - 2 - = :
4- - - - - + - -
5¢ - - - . - - -
6- - - + - - - -
(FP1)
7o - - - - o+
B~ = = = 4 <« s 3
(FP1+FP2+jen)
J= = = - + - - -
(P4+P3+en)
W -~ = & =« = = s
(FP1+FP2)
YD: Yavas Dalga, SeFA:Seyrek Fokal Aktivite, ~ StFA:Stk Fokal

Aktivite F+]: Fokal+Jeneralize Aktivite,

St:Status.

SeJ.Seyrek jeneralize

Aktivite, SA:Sik jeneralize aktivite,
LITYUM-DIAZEPAM-PILOKARPIN
GRUBUNDA EEG SKORU
nN. YD SeFA SiFA F+J SeJA SyA St
1- - - - +
(FP1+FP2+jen)
2- - - + -
(P3+P4)
3+ - - - -
4+ - - - -
5- - - - +
(P3+P4+jen)
6+ - - - -
7% = = = =
8+ - - - -
9- 4+ = - -
10+ - - - -




4-

6

KAYNAKLAR

Cain D.P, Mc Kitrick DJ, Desborough KA. Effects of treatment
with scopolamine and naloxone, singly and combination on
amygdala kindling. Exp.Neurol.1987;96:97-103

Honchar MP, Olney JW, Sherman WR. Systemic cholinergic
agents induce seizures and brain damage in lithium-treated
rats. Science 1983;220:323-325

Tkonomidou-Turski C, Cavalheiro EA, TurskiL, et al.
Differential effects of non steroidal anti inflamatory drugs on
seizures produced by pilocarpine in rats. Brain Res.
1988;462:275-285

Janusz W, Kleinrok Z. The role of central seratonergic system
in pilocarpine-induced seizures receptor mechanism.
Neuroscience Res. 1989;7:144-153

Jope RS, Morrisett RA, Snead OC. Characterization of Lithium
potentiation of pilocarpine induced status epilepticus in rats.
Exp.Neurol. 1986;91:471-480

Morrisett RA, Jope RS, Snead OC. Effects of drugs on the
initation and maintenance of status epilepticus induced by
administration of pilocarpine to lithium pretreated rats.
Exp.Neurol. 1987;97:193-200

194

9-

10-

11-

12-

13

Olney JW, Collins RC, Sloviter RS. Excitotoxic mechanisms of
epileptic brain damage. Adv. Neurol.1986;44:857-877

Olney JW, Honchar MP, Sherman WR. Diazepam prevents
Lithium-pilocarpine neurotoxicity in rats.Soc.Neurosci.Abstr.
1983;9:401

Olney JW, de Gubareff T, Labruyere J. Seizure-related brain
damage induced by cholinergic agents.Nature
1983;301:520-522

Turski L, Cavalheiro EA, Czuczwar SJ, et al. The seizures
induced by pilocarpine :Behavioral,electroencephalographic
and neuropathological studies. Pol. J. Pharmacol.
Phar.1987;39:545-555

Turski WA, Cavalheiro EA, Coimbra C, et al. Only certain
antiepileptic drugs prevent seizures induced by
pilocarpine.Brain Res. Rev.1987;12:281-305

Walton NY, Treiman DM. Response of status epilepticus
induced by lithium and pilocarpine to treatment with
diazepam. Exp.Neurol. 1988;101:267-275

Wasterlain CG, Jonec V. Chemical kindling by muscarinic
amygdaloid stimulation in the rat. Brain
Res.1983;271:311-335.



