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OZET

YENI NESIL ANTIEPILEPTIK ILACLARIN /N VITRO
HEPATOTOKSISITELERININ DEGERLENDIRILMESI

Sirma GIRITLI

Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2019

Danisman: Dog. Dr. Biilent ERGUN

Gabapentin ve pregabalin epilepsi ve noropatik agri tedavisinde siklikla
kullanilmaktadir. Giivenli advers etki profilleri nedeni hepatik yetmezligi olan epilepsi
hastalarinin tedavisinde tercih edilmelerine ragmen gabapentin ve pregabalin tedavisi ile
iligkilendirilmis hepatik hasar vakalari bulunmamaktadir. Bu noktadan hareketle tez
calismas1 kapsaminda, gabapentin ve pregabalinin in vitro HepG2 hiicre modeli
kullanilarak hepatotoksisitenin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amacla HepG2
hiicrelerinde ajanlarin sitotoksik etkileri, apoptotik/nekrotik etkileri ve ALT, AST, total
bilirubin ve iire gibi hepatik biyogostergelerin seviyeleri degerlendirilmistir. Ek olarak
HepG2 hiicrelerinde ajanlara maruziyeti takiben reaktif oksijen tiirlerinin seviyesi
Ol¢iilmiistiir. Sonuglara gore, gabapentin ve pregabalin uygulanan hiicrelerde hiicre
canlilifi azalmis ve apoptotik hiicre 6liimii indiiklenmistir. Kiiltiir ortaminda AST
seviyesi gabapentin ve pregabalin uygulanan gruplarda artmistir. Ayrica pregabalin
uygulamast HepG2 hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin seviyesinin artmasina neden
olmustur. Sonug¢ olarak caligmamizda elde ettigimiz bulgular dogrultusunda in vitro
gabapentin ve pregabalin maruziyeti hepatotoksisite ile iliskilendirilebilecek etkilere
neden oldugu sdylenebilir.

Anahtar Sozciikler: Gabapentin, Pregabalin, Hepatotoksisite, HepG2 hiicreleri,
Sitotoksisite, Apoptotik/Nekrotik hiicre oliimii, Biyokimyasal

parametreler, Reaktif oksijen tiirleri.



ABSTRACT

YENI NESIL ANTIEPILEPTIK ILACLARIN IN VITRO
HEPATOTOKSISITELERININ DEGERLENDIRILMESI

Sirma GIRITLI

Department of Pharmaceutical Toxicology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, August 2019

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Biillent ERGUN

Gabapentin and pregabalin are frequently used in the treatment of epilepsy and
neuropathic pain. Although they are preferred in the treatment of epileptic patients with
hepatic insufficiency because of their safe profiles, there are reported cases of hepatic
damage associated with gabapentin and pregabalin treatment. Therefore, potential
hepatotoxic effects of gabapentin and pregabalin were aimed to evaluate using in vitro
HepG2 cell model in our study. For this purpose, cytotoxic effects, apoptotic / necrotic
effects and levels of hepatic biomarkers such as ALT, AST, total bilirubin and urea in
HepG2 cells were evaluated. In addition, the level of reactive oxygen species was
measured in HepG2 cells following exposure to agents. According to our results,
decreased cell viability and induced apoptotic cell death were determined in gabapentin
and pregabalin applied According to our results, gabapentin and pregabalin applied to
cells decreased cell viability and induced apoptotic cell death. AST levels in culture
medium increased in gabapentin and pregabalin applied to cells. In addition, pregabalin
administration caused an increase in the level of reactive oxygen species in HepG2 cells.
In conclusion, it could be said that in vitro gabapentin and pregabalin exposure may cause
hepatotoxicity in our study.

Keywords: Gabapentin, Pregabalin, Hepatotoxicity, HepG2 cells, Cytotoxicity,
Apoptotic/Necrotic cell death, Biochemical parameters, Reactive oxygen

species.
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1. GIRIS VE AMAC

Herhangi bir karaciger hastaliginin akut ve kronik karaciger hasari formlarin1 taklit
edebilen ilag ile indiiklenen karaciger hasar1 (1IKH), en yaygin ilag toksisitesi olarak ifade
edilmektedir. IIKH’1n tiim hastane yatislarinin yaklasik % 5'inden, agiklanamayan
belirgin serum karaciger enzim yiiksekliklerinin yaklasik % 10'undan ve akut karaciger
yetmezligi vakalarinin yaklasik % 50'sinden sorumlu oldugu belirtilmektedir (Ramaiah,
2007; Pandit, 2012). Ilaglar yiiksek dozlarda veya duyarl bireylerde terapddik dozlarda
kullanildiginda karaciger hasarina neden olabilmektedir. Bugiine kadar IIKH’ye neden
olabilen yaklasik 1000°den fazla ilag bildirilmistir (Lee vd., 2016). Dolayisiyla IiIKH ilag
arastirma/gelistirilme siireclerinin 6niindeki 6nemli bir engel olarak kabul edilmekte ve
ilaglarin piyasadan geri ¢ekilmesinin onemli bir nedeni olarak ifade edilmektedir
(O’Brien vd., 2006; Gerets vd., 2012; Kleiner, 2018).

Diinya ¢apinda yaklasik 50 milyon kisiyi etkileyen epilepsi kronik ve bulasici
olmayan bir hastaliktir. Viicudun bir kismini (parsiyal) veya tiimiinii (jeneralize)
icerebilen istemsiz hareketlere bazi durumlarda biling kayb1 ve bagirsak veya mesane
fonksiyonun kontroliiniin kaybolmasinin eslik ettigi tekrarlayan nobetler ile karakterize
norolojik bir sendromdur. Belirli bir zamanda ndbetleri siiren veya tedaviye ihtiya¢ duyan
aktif epilepsilinin tahmini oran1 1000 kisi basina 4 ile 10 arasinda oldugu belirtilmektedir.
Epilepsi tedavisinde ilk basamak hastalarda ilaclar ile ndbetlerin kontrol altina
alimmasidir. Epilepsili hastalarinin yaklasik olarak % 70" tedaviye yanit vermekte ve
hastalarda nobetler kontrol altina alinabilmektedir (World Health Organization, 2019).
Gabapentin bir gamma-aminobiitirik asit (GABA) analogu olarak Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi tarafindan noropatik agri ve huzursuz bacak sendromu tedavisinde ve sekonder
jeneralize olan veya olmayan parsiyal nobetlerin adjuvan tedavisinde onaylanmistir
(Kelly, 1998; Zylicz ve Krajnik, 2008; Yasaei ve Saadabadi, 2019). Gabapentinin
karaciger biyotransformasyonun énemsiz oldugu bilinmekle birlikte (Vidaurre vd., 2017)
gabapentin kaynakli hepatotoksisite vakalari bildirilmistir (Baldev ve White-Scott, 1997,
Lasso-de-la-Vega vd., 2001; Richardson vd., 2002; Bureau vd., 2003; Jackson vd., 2018).
Diger bir GABA analogu pregabalin, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi tarafindan diyabetik
periferik ndropati ile iligkili noropatik agri, postherpetik nevralji, fibromiyalji ve spinal

kord yaralanmasi ile iligkili néropatik agr1 tedavisinde ve parsiyal baslangicli ndbetlerin



adjuvan tedavisinde onaylanmistir (Griffin ve Brown, 2016). Gabapentine benzer sekilde
pregabilinin de karaciger biyotransformasyonu 6nemsizdir.

Ancak pregabalin tedavisi ile iliskilendirilmis kolestatik ve hepatoseliiler hasar
patternli vakalar rapor edilmistir (Crespo Perez vd., 2008; Dogan vd., 2011; Sendra vd.,
2011; Bamanikar vd., 2013). Diger taraftan gabapentin ve pregabalin gibi hepatik
biyotransformasyona ugramayan ilaglarin valproik asit, fenitoin ve felbamat gibi hepatik
biyotransformasyona ugrayan ilaglara gore karaciger yetmezligi olan epilepsili
hastalarinin tedavisinde ilk segenek oldugu vurgulanmalidir (Vidaurre vd., 2017).

Bu tez calismasi kapsaminda farkli endikasyonlarda hastalar tarafindan siklikla
kullanilan gabapentin ve pregabaline ait sinirli sayidaki hepatotoksisite vakalarindan
hareketle bilimsel otoritelerce hepatotoksisite aragtirmalari agisindan kabul géren in vitro
sistem olarak HepG2 hiicreleri kullanilarak ajanlarin hepatotoksik etki potansiyellerinin
degerlendirilmesi amaglandi. Bu amag dogrultusunda gabapentin ve pregabalinin HepG2
hiicrelerinde inhibitér konsantrasyon 50 (inhibitory concentration - IC50) degerlerinin
belirlenmesini takiben hiicrelerde apoptotik/nekrotik hiicre oliimii, hepatik hasarin
biyogostergeleri olarak alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST),
iire ve total bilirubin seviyeleri 6l¢iildii. Ayrica hepatotoksisitede oksidatif stresin roliiniin
aydinlatilmasina yonelik gabapentin ve pregabalin uygulanan HepG?2 hiicrelerinde reaktif

oksijen tiirlerinin (ROT) seviyeleri belirlendi.



2. KAYNAK BILGISi

2.1. TIKH ile Tlgili Genel Bilgiler

Siddetli IIKH seyrek goriilen bir klinik vaka olmasina karsin hayati tehlike arz eden
bir advers ila¢ reaksiyonudur ve karaciger transplantasyonu gerektirecek kadar kotii bir
prognoz gosteren akut karaciger yetmezliginin baglica nedeni olarak kabul edilmektedir.
Farkli ¢aligmalarla IIKH’1n patofizyolojisi ve gegerliligi kabul gdrmiis mekanizmalar
aydinlatilmistir (Lee vd., 2016). Akut ve kronik hepatik bozukluklarin bilinen tiim
morfolojik karakteristiklerini taklit eden IIKH tanis1 igin diger etkenlerin dislanmasi
gerekmekte ve dolayisiyla bu durum IIKH teshisini zorlagtirmaktadir (Tujios ve Fontana,
2011; Lee vd., 2016). Ayrica diger hepatik bozukluklarla morfolojik karakteristiklerin
benzemesi [IKH insidansmin belirlenmesini de zorlastirmaktadir (Tujios ve Fontana,
2011). 1969 — 2002 yillar1 arasinda piyasadan ¢ekilen ilaglarin % 15'i karaciger toksisitesi
iliskili olarak piyasadan cekildigi bildirilmektedir (Garcia-Cortés vd., 2018). IiIKH ile
iligkili ¢aligmalarin esas amaci potansiyel hepatotoksik ilaclara hepatotoksisite i¢in
yiiksek risk tastyan bireylerin maruz kalmasini 6nlemek ve hepatotoksisite i¢in diigiik risk
tastyan bireylerin bu ilaglara maruziyetini giivenli kilmaktir (Tujios ve Fontana, 2011).
Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik Enstitiisii, IIKH ile iliskili ¢alismalar ve
bildirimler ile ilgili bilgileri daha hizli elde etmek igin IIKH Network sistemini
kurmustur. Benzer amacli sistemler Kore, Japonya ve Cin’in yam sira Ingiltere, Izlanda,

Ispanya gibi Avrupa Ulkelerinde de kurulmustur (Lee vd., 2016).

2.1.1. IliKH’n Kklinik bulgular

[IKH, asemptomatik anormal biyokimyasal biyogdsterge seviyelerinden, siddetli
akut ve kronik hepatite kadar degisebilen klinik tablo ile seyretmektedir. Dolayisiyla
klinik ve etiyolojik faktorlere bagh olarak [IKH semptomlarinin degiskenlik
gosterebildigini sdylemek miimkiindiir. Bu semptomlar arasinda polifaji, sarilik, karin
agris1 ve kusma siklikla hastalarda gozlenmektedir. Ayrica immun aracilikli IIKH gelisen
hastalarda serozit, ates, eosinofil, dokiintii, kemik iligi depresyonu ve multi organ
tutulumu gibi belirgin immiin-allerjik semptomlar1 gdzlenmektedir. IIKH ile iliskili
olarak hastalarda akut hepatit, kronik hepatit, fulminan hepatit, hepatik ven trombozu,

steatohepatit, karaciger graniilomalari, siroz ve tiimdrler meydana gelebilmektedir.



Sarilik nedeniyle hastaneye yatirilan hastalarm % 2 — 10’unun [iIKH’a seconder vakalar
oldugu rapor edilmistir (Lee vd., 2016). Akut hepatitlerin % 10’u, fulminan hepatitlern
% 10 — 20’si, kronik hepatit ve sirozun ise %1’i [IKH ile iliskilendirilmistir (Aric1, 2008).

Akut karaciger yetmezligi ve fulminan hepatik yetmezlik ani ve dliimciil hepatik
disfonksiyonla karakterizedir. Bu tablolar hastalarda ensefalopati ve koagiilopatiye neden
olmaktadir. Bu tip vakalarin % 40 — 50°si yiiksek doz asetaminofen ile meydana gelirken,
asetaminofeni valproat, nitrofurantoin, ketokonazol, isoniazid ve fenitoin’in yiiksek
dozlar1 izlemektedir. Ayrica vakalarin % 10’undan bitkisel ve diyet takviye edici liriinler
sorumludur (Lee vd., 2016).

[laca bagli kolestazin klinik bulgulari, kasint1 ve sariliga eslik eden ve serum alkalen
fosfataz seviyelerindeki artiglar olarak belirtilmektedir. Alkalen fosfatazin, fosfat
gruplarim1  uzaklastirmasi1 nedeniyle adenozintrifosfat (ATP) konsantrasyonlari
azalmaktadir. Kolanjiyosit hiicrelerde ATP seviyelerinde devam eden azalmalar progresif
duktopeni veya kaybolan safra kanali sendromuna neden olmaktadir. Bu agresif patoloji
kolestatik IIKH’I1 hastalarin en fazla %]1’inde ortaya ¢ikmaktadir (Tujios ve Fontana,
2011).

2.1.2. iiKH biyogostergeleri

Karacigerde karbonhidrat, lipid, protein, bilirubin ve yagda ¢oziinen vitaminlerin
metabolizmas1 ger¢eklesmektedir. Ayn1 zamanda ferritin, demir baglama ve safranin
tretiminde ve atilminda da karaciger rol oynamaktadir. Karacigerin bu
fonksiyonlarindan hareketle toksisiteyi belirlemek i¢in enzim, konjuge bilirubin, serum
alblimin ve koagiilasyon faktorleri gibi biyogostergelerin kan seviyeleri 6lgiilmektedir
(Lee vd., 2016). Kanda hepatik hiicre i¢i enzimler olarak AST ve ALT gibi
aminotransferazlarin belirgin sekilde yiikselen seviyeleri ile kolestatik enzimler olarak
alkalen fosfataz ve gamma-glutamil transpeptidazin yiikselen seviyeleri hepatoseliiler
hasarin primer biyokimyasal gostergeleri olarak kabul edilmektedir (Garcia-Cortés ve
Ortega-Alonso, 2018). Ancak bu enzimler sadece 1IKH’a spesifik olmamakla birlikte
aminotransferazlarin ve alkalen fosfatazin seviyelerinde diger organ hasarlarinda da
artiglar dikkat cekmektedir. Karaciger hasar1 meydana geldiginde enzimler kan
dolasimina saliverilmektedir. Dolayisiyla karaciger hasar1 olusmadan 6nce veya hasariin

erken evrelerinde potansiyel toksisiteyi tespit etmek icin kullanillamamaktadir (Kosanam



ve Boyina, 2015; Garcia-Cortés ve Ortega-Alonso, 2018). Ayrica kemokinler ve
sitokinler IIKH’m diagnostik ve prognostik biyogdstergeleri olarak kabul edilmektedir
(Lee vd., 2016; Garcia-Cortés ve Ortega-Alonso, 2018).

Alkalen fosfataz intrahepatik kolanjiosit hiicreleri i¢inde yer almakta ve
intrahepatik ve ekstrahepatik safra kanallarinin hepatoseliiler hasarli veya hasarsiz
obstriiksiyonunda seviyeleri ylikselmektedir. T1p Bilimleri Uluslararas1 Organizasyonlar
Konseyi (Council For International Organizations of Medical Sciences-CIOMS)
tarafindan {IKH, ALT ve alkalen fosfataz seviyeleri ile ALT seviyesinin alkalen fosfataz
seviyesine oranma gore hasari hepatoseliiler, kolestatik ve/veya miks tip olarak
siiflandirilmaktadir. Buna gore, ALT seviyesinin normal {ist sinir degerinin 3 kat1 veya
daha yiiksek oldugu seviyeler ile ALT/alkalen fosfataz oraninin 5 veya daha iistii oldugu
degerler hepatoseliiler hasarin, alkalen fosfataz seviyesinin normal {ist sinir degerinin 2
kat1 veya daha yiiksek oldugu seviyeler ile AL T/alkalen fosfataz oraninin 2 veya daha az1
oldugu degerler kolestatik hasarin, ALT seviyesinin normal iist sinir degerinin 3 kat1 veya
daha ytiksek oldugu ve alkalen fosfataz seviyesinin normal {ist sinir degerinin 2 kat1 veya
daha yiiksek oldugu seviyeler ile ALT/alkalen fosfataz oraninin 2’den biiyiikk ve 5’den
kiiglik oldugu degerler miks hasarin gostergesi olarak ifade edilmektedir (Lee vd., 2016).

Uluslararas1 1IKH calisma grubu akut IIKH tespiti i¢in 6lciitler gelistirmislerdir.
Buna gore, ALT seviyesinin normal {ist sinir degerinin 5 kat1 veya daha yiliksek oldugu
seviyeler, ALT seviyesinin normal iist sinir degerinin 3 kat1 veya daha yiiksek oldugu
seviyeler ile total biluribin seviyesinin normal iist stnir degerinin 3 kat1 veya daha yiiksek
oldugu seviyeler, alkalen fosfataz seviyesinin normal iist sinir degerinin 2 kat1 veya daha
yiiksek oldugu seviyeler karaciger hasarinin biyogdstergeleri olarak ifade edilmektedir

(Garcia-Cortés ve Ortega-Alonso, 2018).

2.1.3. iiKH’1in mekanizmalari

[IKH patogenezinde rol oynayan mekanizmalar, ilaglar veya onlarin reaktif
metabolitlerinin direkt olarak karaciger hiicrelerinde strese neden olmasi, ilaglar veya
onlarin reaktif metabolitlerinin immiin reaksiyonu tetiklemesi ve ATP varligina bagh
olarak ilaglar veya onlarin reaktif metabolitlerinin apoptozu veya nekrozu indiiklemesi

olarak temel 3 baslik altinda toplanmaktadir (Lee vd., 2016).



Hiicre stresi ile proapoptik proteinlerin aktif hale getirildigi ve anti-apoptik
proteinlerin mitokondri permeabilite gegisini aktive etmek i¢in inhibe edildigi direkt yol
baslatilmaktadir. Diger taraftan, immiin reaksiyonlar sirasinda meydana gelen antijen
Kupffer hiicrelerinden tiimor nekroz faktor-o (TNF-o) ve Fas ligand proteinlerinin
saliverilmesi ile ekstrinsik 6liim yolagi aktive olmaktadir. TNF-a ve Fas ligand proteinleri
kaspaz 8'i aktive etmek i¢in hiicre i¢i 6liim reseptorlerine ve 6liim domeni proteinlerine
baglanmaktadir. Bu olay1 takiben O6liim indiikleyici sinyal kompleksi olusmaktadir
(Kosanam ve Boyina, 2015). Hasarin son adimi hiicresel apoptoz veya nekrozdur.
Apoptoz, ATP bagimli 6liim mekanizmasi olarak mitokondri permeabilite gegisinin hizli
ve aniden tiim hiicresel mitokondrilerde olugsmadigi durumlarda meydana gelmektedir.
Bu durumda sitokrom C, pro-kaspaz 9 ve sitoplazmik scaffold proteinine baglanarak
apoptozomu olusturmaktadir. Devaminda sitoplazmik niikleer kondensasyon ve
fragmentasyon ile sonuglanmaktadir. Fragmanlar daha sonra fagasitoz ile
uzaklagtirilmaktadir. Apoptoz siirecinde plazma membran biitiinliigii bozulmamakta, bu
nedenle ¢ok az sekonder hasar indiiklenmekte ve inflamatuar reaksiyon azalmaktadir.
Nekrotik hiicre oliimii ise mitokondri permeabilite gecisi ve hiicresel ATP depolarinin
tilkenmesi nedeniyle meydana gelen mitokondriyal disfonksiyon sonrasi sirasiyla bleb
olusumu, aktin oksidasyonu, mikrofilament kirilmasi, hiicresel sisme ve plazma membran

rliptiirii ile gerceklesmektedir (Kosanam ve Boyina, 2015).

2.1.3.1. Intrinsik ITKH

Terapotik dozun iistiinde maruz kalinan ilaglarin veya bu ilag metabolitlerinin
direkt hepatotoksik etkileri ile indiiklenen IIKH modelidir. Intrinsik karaciger hasarinin
en bilinen Ornegi akut asetaminofen toksisitesidir. Asetaminofenin hepatositlerdeki
biyotransformasyonu sonucu meydana gelen N-asetil-p-benzokinonimin (NAPKI) reaktif
metaboliti hepatik hasardan sorumludur. Asetaminofen toksisitesi akut karaciger
yetmezligi vakalariin yaklagik %50’sinden sorumludur (Lee vd., 2016).

[laglar veya onlarin reaktif metabolitleri ile indiiklenen direkt hiicre stresi glutatyon
depolarinin tiikenmesi veya reaktif metabolitlerin protein, lipid, niikleik asit veya hiicresel
diger yapilara baglanmasi ile devam etmektedir. Benzer sekilde ila¢ veya onun reaktif
metabolitleri ile direkt mitokondriyal inhibisyon mitokondriyal membran gecirgenliginin

artmas1 ile hicresel ATP’nin tikenmesi ve mitokondride ROT’un birikimi sonucu



mitokondriyal solunum zincirinin inhibisyonu ile devam etmektedir. Diger taraftan,
mitokondriyal membran gecirgenliginin artmasi ile bozulan ATP sentezine sekonder
meydana gelen mitokondriyal matris genislemesi ve sitokrom C’nin hiicre sitoplazmasina
saliverilmesi ile apoptotik hiicre 6liim aktivasyonu tetiklenmektedir (Kosanam ve Boyina,
2015; Lee vd., 2016). Mitokondriyal toksisitenin sonug¢larindan biri olarak meydana gelen
mikroveziikiiler yagli karaciger tetrasiklin, amiodaron, valproat ve cesitli antiviral
niikleosid anologlar ile tedavi sirasinda gozlenmektedir. Bu toksisite formunda
mikroveziikiiler yag hepatositlerde birikmistir ve hepotositlerdeki mitokondri sayisi
azalmistir. Devam eden hasar fokal nekroz, fibrozis, kolestazis ve safra kanal
poliferasyonu ile birlikte makroveziikiiler yagl karacigere doniigmektedir (Tujios ve

Fontana, 2011).

2.1.3.2. Idiyosenkratik IIKH

Idiyosenkratik IIKH terapotik dozlarda maruz kalan bireylerin az bir kisminda
meydana gelen hepatotoksisite modelidir (Kosanam ve Boyina, 2015; Lee vd., 2016).
Idiyosenkratik 1IKH’1 ila¢ veya metabolit ile degistirilmis proteine kars1 atipik immiin
cevap olarak 6zetlemek miimkiindiir. Hastalarin ¢ok az bir kisminda dokiintii ve eozinofili
gibi immiinolojik ve hipersensivitenin klasik o6zellikleri goriilmektedir (Tujios ve
Fontana, 2011). Bu tip hepatik reaksiyonlarin yaklasik %75°1 karaciger transplantasyonu
veya oliimle sonuglanmaktadir. Idiyosenkratik IIKH maruz kalinan ilaca, maruz kalan
hastaya ve cevresel faktorlere bagli olarak degiskenlik gostermektedir (Kosanam ve
Boyina, 2015).

Idiyosenkratik IIKH hipotezine gore temel basamak direkt veya indirekt yolla
hiicresel protein ve organellere zarar vererek karaciger hasarmmi baglatan reaktif
metabolit— veya ilag— protein kompleksinin olusmasidir. IIKH’I1 hastalar normalde zarar
gormiis hepatositleri kurtaran detoksifikasyon, adaptasyon veya tolerans yolaklarinin
azalmas1 nedeniyle karaciger hasarinin gelismesine atipik olarak duyarli olabilmektedir
(Lee vd., 2016).

Genel popiilasyonda idiyosenkratik IIKH goriilme sikhigmin diisiik olmasi
nedeniyle, konak reseptorlerde, immiin yanitta ve metabolik yolaklardaki genetik
cesitliliklerin idiyosenkratik reaksiyonlarin patogenezinde rol oynadigi belirtilmistir.

Onceki c¢alismalarda, ilaglarin absorbsiyonu, biyotransformasyonu, tasinmasi veya



detoksifikasyonunda rol oynayan aday genlere yogunlasiimistir (Lee vd., 2016). ilag-
protein veya metabolit-protein kompleksi neo-antijen olusumuna yol agmakta ve hepatik
proteinlere karsi otoantikor iiretecek adaptif immiin sistemin aktivasyonuna neden
olmaktadir (Tujios ve Fontana, 2011; Lee vd., 2016). Spesifik smif II insan 16kosit
antijeni (Human Leukocyte Antigens) aleline sahip bireylerde ilaglar ve onlarin reaktif
metabolitleri insan 16kosit antijeni proteinine baglanarak immun sistemin T hiicrelerine
sunulmaktadir. Bundan sonra T hiicrelerinin aktivasyonu ve proliferasyonu indiiklenerek
ila¢ veya metabolitine kars1 immun yanit tetiklenmektedir. Bu stimiilasyonun karaciger
hasar1 ile sonuglanan oksidatif stres veya hiicre hasari sinyal yolaklarimi aktive ettigi

diistiniilmektedir (Tujios ve Fontana, 2011; Kosanam ve Boyina, 2015; Lee vd., 2016).

2.1.3.3. IIKH patogenezinde rol oynayan diger mekanizmalar

[IKH’m patogenezinde mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve aktif ilag
metabolitleri gibi diger mekanizmalarin rolii arastirilmaktadir. Mitokondride ROT un
yaygin iiretimi, mitokondriyal membran permeabilite ge¢isini ve mitokondriyal membran
potansiyelinin bozulmasimi indiikleyerek karaciger hasarinda onemli bir adimi
olusturmaktadir. Mitokondrilerin aktivitesi ile ilgili olarak, bazi ilaclar ve bunlarin
metabolitleri, sitokrom c'yi mitokondriden sitozole tasiyabilmektedir. Bu yer degistirme
mitokondriyal zar gecirgenligini degistirebilmekte ve hepatotoksisiteyi indiiklemektedir
(Lee vd., 2016).

Hepatositlerin endoplazmik retikulumunda yerlesim gosteren sitokrom P450
enzimlerinin, Ozellikle CYP3A4 ve CYP2D6 enzimleri, ilaglarin oksidatif
biyotransformasyonunda énemli rol oynadigi bilinmektedir. Hepatositlerdeki bu oksidatif
biyotransformasyon sirasinda meydana gelen reaktif metabolitler ile endoplazmik
retikulum stresi de indiiklenmektedir. Indiiklenen strese bagli olarak mitokondriyal
protein sitokrom C sitoplazmaya saliverilmekte ve bu durum apoptotik hiicre 6limii ile

sonlanmaktadir (Lee vd., 2016).

2.1.3.4. Kolestatik IIKH Mekanizmalart

Ilaglarla indiiklenen kolestaz, bozulmus safra akisi sonrasinda safra asitlerinin

hepatik tutulumu ile gerceklesmektedir. Safra asitlerinin sitotoksik etkileri karaciger



hasarini indiiklemekte ve hastalarda siroz ve biliyer fibroz olusumunu tetikleyerek akut
ve kronik hepatik hasar gelisimine yol agmaktadir (Tujios ve Fontana, 2011).

Kolestaza neden olan ilaglarin biiylik ¢ogunlugu hepatositlerin kanalikiiler
yiizeyinde bulunan tasiyicilarin ATP baglayan kaset (ABC) ailesinin substratlaridir. ABC
ailesinin tyeleri olarak g¢oklu ila¢ direnci iligkili protein-2 ve protein-3 bazi ilaglar
tarafindan inhibe edilmekte ve bu inhibisyon progressif karaciger hasarina neden
olabilmektedir. Ayrica hepatik katyon tasiyici proteinlerin de ilaglar tarafindan
inhibisyonu kolestatik IIKH gelisimini indiiklemektedir (Tujios ve Fontana, 2011).

2.1.4. IiKH’a duyarhlikta etiyolojik risk faktorleri

Karacigerin 1IKH’a duyarlilig1 ilag toksisitesinin yani sira karaciger veya diger
organlardaki kronik hastaliklarin varligi, kullanilan diger ilaglar, alkol kullanimi ile de
ilgili olabilmektedir. Hormonal bozukluklar, hamilelik, yas, cinsiyet, beslenme durumu,
genetik faktorler, ilacin dozu ve ilaca maruziyet siiresi gibi faktorler de IIKH gelisimini

etkilemektedir (Lee vd., 2015).

2.1.4.1. Yas ve cinsiyet

Yas ve cinsiyet gibi bireysel faktorler olasi karaciger hasarini indiikleyen ilaglara
duyarlihg arttirabilmektedir (Kosanam ve Boyina, 2015). Cocuklarin ITKH gelisimi i¢in
diistik risk tasidiklar: ifade edilse de, aspirin ve valproata bagli hepatotoksisite i¢in yliksek
risk tasidiklart tespit edilmistir. Diger taraftan, 50 yas iistii bireylerde asetaminofen,
halotan, isoniazid ve amoksisilin- klavulanik asite bagli IIKH insidansmin daha yiiksek
oldugu belirlenmistir (Kosanam ve Boyina, 2015; Lee vd., 2015).

Idiyosenkratik [IKH’ta cinsiyetin 6nemli bir faktér oldugu vurgulanmaktadir.
laglar arasinda farkliliklar gdzlenmekle birlikte, genellikle IIKH riskinin kadinlarda
diisiik oldugu, ancak idiyosenkratik IIKH’l1 kadinlarda karaciger hasarmin akut karaciger
yetmezligine doniisme riskinin erkeklerden daha yiiksek oldugu ifade edilmektedir (Lee
vd., 2015). Kadinlarda halotan, nitrofurantoin ve sulindak ile tedavide IIKH gelisim riski
erkeklere gore daha yiiksekken, erkeklerde amoksisilin-klavulanik asit ile tedavide IIKH
gelisim riski kadinlara gore daha yiiksektir (Kosanam ve Boyina, 2015).



2.1.4.2. llacin dozu ve maruziyet siiresi

Idiyosenkratik IIKH gelisimi igin ila¢ dozu belirleyici degildir, ancak yogun hepatik
biyotansformasyona ugrayan ilaclarda dozla idiyosenkratik IIKH gelisim riski
artmaktadir. Bu yiiksek riskin reaktif metabolit olusumu ve bunu takiben metabolik
idiyosenkrazinin sonucu oldugu ifade edilmektedir. Ilaglar yiiksek dozlarda
kullanildiginda {IKH gelisiminde rol oynayan toksik ilag metabolitlerinin intrahepatik
seviyeleri artmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, giinliikk dozu 50 mg’dan yiiksek
olan lipofilik ilaglarm daha siklikla IIKH gelisimine neden oldugu tespit edilmistir.
Lipofilik ilaglarin viicuttan uzaklastirilmast i¢in daha fazla biyotransforme edilmesi
gerektigi icin karaciger hasarina neden olma potansiyelleri yiiksektir. Ayrica biiyiik
Olciide biyotransforme edilen ilaglarin kovalent baglar ile haptenlere doniismeleri ile
genetik duyarli hastalarda advers adaptif immiin reaksiyon olusturmalar1 da miimkiindiir

(Lee vd., 2015).

2.1.4.3. Genetik faktirler

Ilag biyotransformasyonunda rol oynayan enzimleri kodlayan genlerin kesfi
idiyosenkratik ~ [IKH  patogenezini  anlamaya  yardimci  olmustur.  ilag
biyotransformasyonundan sorumlu sitokrom P450 enzimleri, N-asetiltransferaz 2, UDP-
glukuronosiltransferaz ve glutatyon-S-transferaz enzimleri diizeyinde tespit edilen
polimorfizimlerin [IKH gelisiminde énemli oldugu tespit edilmistir (Kosanam ve Boyina,
2015; Lee vd., 2015). Detoksifikasyondan sorumlu glutatyon-S-transferaz enzim ailesi
reaktif metabolitlerin elektrofilik kisimlarinin glutatyona baglanmasini katalize ederek
reaktif metabolitlerin hiicresel makromolekiiler hasara neden olmasini engellemektedir.
Glutatyon-S-transferazlarin gen seviyesindeki farkliliklara bagli olarak disiik aktiviteye
sahip bireylerin ilaglara bagli hepatotoksisiteye daha duyarli oldugu o6zellikle
vurgulanmaktadir (Garcia-Cortés ve Ortega-Alonso, 2018). Tasiyict protein
seviyesindeki farkliliklar da kolestatik IIKH gelisimi igin duyarlilik nedeni olarak ifade
edilmektedir (Tujios ve Fontana, 2011).

Insan 16kosit antijeni alellerinin idiosenkratik I[IKH ile iliskili oldugu gdsterilmistir.
Amoksisilin klavulanat, izoniyazid ve ximelagatran tedavisi ile IIKH gelisen hastalarda
insan lokosit antijenini kodlayan genlerdeki farkliligin varligi ¢alismalarda gosterilmistir

(Tujios ve Fontana, 2011; Lee vd., 2015).
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2.1.4.4. Kronik karaciger hastaliginin varligi

Altta yatan kronik karaciger hastaligmin varligit hem intrinsik hem de
idiyosenkratik [IKH gelisiminde risk faktorii olarak kabul edilmektedir (Kosanam ve
Boyina, 2015; Lee vd., 2015). Karacigerin fonksiyonel kapasitesinin azalmasi veya
karacigerin rejenerasyon kapasitesinin azalmasi ilaglar ile gelisen karacier hasari
sonuglarint daha kotiilestirebilmektedir (Kosanam ve Boyina, 2015). Altta yatan
karaciger hastaligina bagl olarak anormal karaciger fonksiyonu ilag tasiyici proteinlerin
aktivitesini azaltmaktadir. Ayrica hastaliklara bagli olarak ilaclarin farmakokinetigi
degisebilmekte ve Onceden tahmin edilemeyen etkiler gézlenebilmektedir. Karaciger
hastalig1 varliginda hastalarda ilaclarin etkisini tahmin etmek oldukca zordur. Bu yiizden

ilaglarin serum seviyeleri ve doz adaptasyonlar1 dikkatle izlenmelidir (Lee vd., 2015).

2.1.4.5. Diger faktorler

Bazi ilaglarin farkli irklarda IIKH olusturma potansiyelleri farklilik gostermektedir.
Izoniyazid ile iliskili toksisite gelisimine siyahlar ispaniklere oranla daha duyarlidir.
Irklar arasinda biyotransformasyon hizim1 belirleyen sitokrom P450 enzimlerinin
aktivitesi farklilik gostermektedir. Alkol kullanimi bireylerde glutatyon depolarinin
tilkenmesine neden olarak bireylerin ilaglarin hapatotoksik etkilerine daha duyarli hale
gelmesine neden olmaktadir. Ilag formiilasyonlar1 da IIKH gelisiminde belirleyici
olabilmektedir. Buna gore, uzun etki stireli ilaglarin kisa etki siireli ilaglara gore daha
siklikla karaciger hasarina neden oldugu ifade edilmektedir. Malniitrisyon, obezite,
bobrek yetmezligi gibi varolan diger hastaliklar da IIKH gelisimi igin risk

olusturmaktadir (Kosanam ve Boyina, 2015).

2.1.5. [iIKH’1n diagnozu

[IKH’1n spesifik ve diagnostik klinik, laboratuvar veya histolojik bulgularinin
olmamasi ve karacigerin diger hastaliklarini taklit edebilmesi nedeniyle kesin tanisinin
yapilmasi oldukga zordur (Lee vd., 2015; Garcia-Cortés ve Ortega-Alonso, 2018). Doza
bagiml intrinsik IIKH vakalarinda ve siipheli ilacin kesilip sonra tekrar baslanmasi ile
semptomlarin yeniden ortaya ¢ikmasi durumlarinda kesin tan1 miimkiindiir. Ancak
stipheli ilacin kesilip tekrar kullanilmasi siddetli karaciger hasari riskinden dolay1

onerilmemektedir (Garcia-Cortés ve Ortega-Alonso, 2018). Dolayisiyla, IIKH’m kesin
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tanist siiphelenilen ilagla siirekli karaciger hasarmin iliskisinin kurulmast ve diger
karaciger hasarma neden olabilecek etkenlerin ortadan kaldirilmasiyla miimkiin
olmaktadir (Lee vd., 2015). Temel olarak hastada gelisen karaciger hasarin1 kullanilan
ilag ile iliskilendirebilmek i¢in ilacin alimi ile karaciger hasar1 arasindaki siirenin 1 hafta
ile 3 ay arasinda olmasi, ilacin kesilmesi ile laboratuvar biyokimyasi sonuc¢larimin
normalize olmasi, ilaca tekrar maruziyet ile hasarin yeniden meydana gelmesi
gerekmektedir (Eren vd., 2004).

[IKH tanisinda hastadan aliman 6ykii kritik énem arz etmektedir. llaca maruziyet ile
hastalik arasindaki iliskiyi iceren kapsamli bir klinik degerlendirme IIKH tanisini
miimkiin kilmaktadir (Lee vd., 2015). Karaciger biyopsisinin IIKH tamsindaki &nemi
tartisiimaktadir. Ciinkii IIKH igin ayirt edici bir histolojik gériiniim bulunmamaktadir.
Eozinofil ve noétrofillerin ¢oklugu, graniilomatéz hepatit, periveniiler lokasyonda
hepatosit nekrozu, hepatitle birlikte gelismis kolestaz gibi baz1 histolojik 6zellikler [IKH’1
diisiindiirse bile bu bulgular bircok akut ve kronik karaciger hastaliklarinin farkli
formlarinda da goriilebilmektedir (Lee vd., 2015; Garcia-Cortés ve Ortega-Alonso,
2018). Mitokondriyal zar permeabilitesini azaltarak veya mitokondriyal DNA hasarini
indiikleyerek mitokondriyal disfonksiyona neden olan ilaglar karaciger dokusunda yag
infiltrasyonuna yol agmaktadir. Valproatin, tetrasiklin grubu antibiyotiklerin, bazi
dideoksiniikleosit analoglarinin ve tamoksifenin neden oldugu steatozis tablosunun bu
ilaglarla indiiklenen mitokondriyal disfonksiyonun bir sonucu oldugu ifade edilmektedir.
Karacigerde nétrofil ve makrofaj infiltrasyonunun karaciger hasarinin geg evresini isaret
etmektedir. Ayrica bazi histolojik goriiniimler hastalar i¢in belirgin prognostik gdsterge
olarak degerlendirilmektedir. Ozellikle yaygin nekroz, mikrovezikiiler steatozis,
fibrozisin ileri evreleri, duktuler tutulum kotii prognozlu bir tabloyu isaret etmektedir
(Lee vd., 2015). Ancak biyopsi ile altta yatan patogenezin aydinlatilmasi [IKH
tedavisinde yol gosterici olmakla birlikte karaciger hasarinin derecesinin, tipinin ve klinik
seyrinin belirlenmesinde rol oynamaktadir (Lee vd., 2015; Garcia-Cortés ve Ortega-
Alonso, 2018).

[IKH ile iliskili olabilecegi diisiiniilen siipheli vakalarda degerlendirmeyi
gelistirmek i¢in farkli algoritmalar ve etkene yonelik degerlendirme metotlari son yillarda
gelistirilmistir. Yar1 kantitatif bir skorlama sistemi olarak Roussel Uclaf Nedensellik

Degerlendirme Yontemi (Roussel Uclaf Causality Assessment Method-RUCAM)
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dlciitlerine gore yiiksek skorlar artmis IIKH potansiyelini isaret etmektedir. Buna gore
vakalar baglangi¢c zamani veya siiresi, progresyon ve siiphelenilen ilacin kesildikten sonra
verilen yanitin seyri, risk faktorleri, eslik eden ilaglar, karaciger hasarina neden olan diger
etkenlerin varligi, daha dnceden gegirilmis ilaca bagli hepatotoksisite dykiisii ve hasara
kars1 olusan yanita gore skorlandirilmaktadir (Lee vd., 2015; Garcia-Cortés ve Ortega-

Alonso, 2018).

2.2. Epilepsi ve Epilepsinin Tedavisi

Genel bir tamimlamayla epilepsi, merkezi sinir sisteminde belirli bir islevi olan
noron toplulugun ani, anormal ve hipersenkron desarj1 sonucu ortaya ¢ikan, bu néronlarin
somatik ve/veya psisik islevi ile ilgili gegici ve yineleyici bozukluklaridir (Stafstrom,
2006; Wells, 2009). Genellikle kisa siiren, kendiliginden gegen duyu ve hareket
bozukluklar1 ve bazen biling kaybiyla parsiyal ve/veya jeneralize konvulsiyonlarla
karakteristik kronik beyin sendromu olarak kabul edilmektedir (Riviello, 2003; Dékmeci,
2007).

Nobetler, travma ve genetik anomaliler dahil ¢ok ¢esitli patolojik durumdan
kaynakli olabilmektedir (Das vd., 2012). Nobet olusumuna neden olan etkenler arasinda
metabolik anormallikler (hiponatremi, hipokalsemi, hipoglisemi ve hiperglisemi), akut
norolojik hasar (menenjit, ensefalit gibi enfeksiyonlar, inme, kafa travmasi), alkol
yoksunlugu, nébet esigini diisliren ilaglar sayilmaktadir (Shneker ve Fountain, 2003).

Epilepsi tedavisinde asil amacg, nobetleri tamamen kontrol altina almak veya
ndbetlerin goriilme sikligini en aza indirmek ve kullanilan antiepileptik ilaclarin advers
etkilerini en diisiik diizeyde tutarak hastalarin yasam kalitelerini arttirmaktir (Senol vd.,
2011). Tedavide basarmin saglanmasi i¢in hastaligin kaynaklandig1 patofizyolojiyi iyi
belirlemek, dogru etkili antiepileptik ilacin secilmesi ve hastanin zaman i¢inde tedaviye
yanitinin izlenmesi son derece onemlidir (Podell, 2013). Antiepileptik ilacin se¢ciminde
ise hastanin nobet tipi, ilacin etkinligi, advers ve toksik etkileri, tolere edilebilirligi, ilag
etkilesimleri, kullanim kolaylig1 ve fiyat1 gz oniinde bulundurulmalidir (Conway ve
Henry, 2012). Tedaviye genellikle tek bir ilacin diisiik dozuyla baglanmakta ve doz yavas
yavas yiikseltilmektedir (French ve Gazzola, 2013). Hastalarin % 30-40’1nda nobetler tek
bir antiepileptik ilagla kontrol edilebilmektedir (Lee ve Dworetzy, 2010). Parsiyal

epilepsi hastalarinin % 30'u ile jeneralize epilepsi hastalarinin % 25'inde mevcut ilaclarla
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hastalik iyi kontrol edilemez. Bu hastalar genellikle birden fazla antiepileptik ilag
kullanmak durumundadirlar (Madkarni vd., 2005). Hastalarin % 20-30’u antiepileptik
ilaglarin etkili kombinasyonlarina ragmen tibbi tedaviye diren¢ gostermektedir. Bu
durumda cerrahi tedavi segenegi nobetlerin ortaya c¢ikmasini engellemek i¢in tercih
edilebilmektedir (Goldenberg, 2010). Cerrahi ve vagus sinir stimiilatorii, antiepileptik
ilaglar tarafindan nobet kontroliiniin saglanamadig1 hastalarda 6nemli bir tedavi segenegi

saglamaktadir (Madkarni vd., 2005).

2.2.1. Antiepileptik ilaclarm simiflandirilmasi

Antiepileptik ilaglar, her bir ilacin etki mekanizmasinin birbirlerinden farkli ve
birden fazla olmasi, ayrica bu mekanizmalarin tam anlamiyla aydinlatilamamis olmasi
yiiziinden diger ilaglardan farkli olarak etki mekanizmalarina gore siniflandirilamazlar
(Perucca, 2005).

Genel olarak antiepileptik ilaglar birinci, ikinci ve tiglincii kusak antiepileptik ilaglar
olmak iizere ii¢ grup altinda siniflandirilmaktadir. Eski nesil (1.kusak) ilaglarin terapotik
indeksleri diistiktiir ve farmakokinetik ozellikleri bireyler arasinda Onemli Ol¢iide
farkliliklar gostermektedir (Nicholas vd., 2015). Fenitoin, fenobarbital, valproik asit ve
karbamazepin epilepsi tedavisinde siklikla kullanilan eski nesil antiepileptik ilaclar olarak
sayilmaktadir (Podell, 2013). Bu ilaclar disinda kullanimda olan diger eski nesil ilaglar
klobazam, klonazepam, etosiiksimid ve pirimidondur (McLachlan, 2000).

Yeni nesil antiepileptik ilaglar, antiepileptik tedavide kar-zarar dengesini
iyilestirmek amaci ile gelistirilmislerdir (Erdogan, 2014). Giiniimiizde epilepsi
tedavisinde diinyada kullanilmakta olan antiepileptik ilaglarin yaklasik dortte tigii bu grup
icinde yer almaktadir (French, 2012). Etkinliklerinin yiiksek olmasinin yani sira hastalar
tarafindan tolere edilebilmeleri, ilac etkilesimlerinin eski nesil antiepileptik ilaglara gére
daha az olmasindan dolay1 nispeten daha giivenli olmalar1 ve farmakokinetik profillerinin
daha iyi olmalar1 nedeni ile dikkat ¢cekmektedirler (Spina ve Perugi, 2004). Bu ilaglarin
cogu, geleneksel tedavi ile tatmin edici diizeyde ndbet kontrolii saglanamamis hastalar
icin ek bir tedavi yontemi Ozelligi gostermektedir (Erdogan, 2014). Yeni nesil
antiepileptik ilaglar arasindan felbamat, gabapentin, lamotrijin, okskarbamazepin,

pregabalin, remasemid, tiagabin, topiramat, vigabatrin, zonizamid siklikla epilepsi
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tedavisinde kullanilmaktadir. Brivasetam, karabersat, karisbamat, eslikarbazepin asetat
ticiincii kusak antiepileptik ilaglar olarak bilinmektedir (McLachlan, 2000).

Gabapentin, Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi tarafindan 1993 yilinda eriskinlerde
parsiyal nobetlerin kontrolii amaciyla adjuvan medikasyon olarak ve postherpetik nevralji
ve huzursuz bacak sendromunun tedavisinde onanmistir. Ayrica ndropatik agri, anksiyete
bozukluklari, uykusuzluk ve bipolar bozukluklar gibi endikasyon disi durumlarda da
kullanilmaktadir (Yasaei ve Saadabadi, 2019). GABA reseptorleri ile tam etki
mekanizmasi1 bilinmemekle birlikte gabapentinin kan-beyin bariyerini gecerek ve
norotransmiterler tizerinde rol oynadigi belirtilmektedir. Gabapentinin GABA'ya benzer
bir molekiiler yapiya sahip olmasina ragmen, GABA reseptorlerine baglanmadigi ve
GABA'nin sentezini veya geri alimimi etkilemedigi bilinmektedir. Noronal voltaj kapili
kalsiyum kanallarin1 inhibe ederek noérotransmitter saliverilmesini azaltarak etki
gostermektedir (Kelly, 1998; Yasaei ve Saadabadi, 2019). Hastalarda sik goriilen advers
etkileri arasinda yorgunluk, bas dénmesi ve bas agrisi sayilmaktadir. Ayrica insomni,
ataksi, periferal 6dem, nistagmus, tremor, agirlik artisi, impotans, ates ve depresyon gibi
advers etkiler de meydana gelebilmektedir. Gabapentinin molekiiler yapis1 bir
norotransmitter olan GABA’ya benzemekte ve ndronal kalsiyum kanallarini inhibe
ederek etki gostermektedir (Yasaei ve Saadabadi, 2019). Gabapentin, insanlarda ihmal
edilebilir dilizeyde biyotransformasyona ugramakta dolayisiyla hepatik enzimler
tarafindan metabolize edilmedigi bilinmektedir (Honarmand vd., 2011).

Pregabalin, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi tarafindan eriskinlerde parsiyal
ndbetlerin adjuvan tedavisinde, postherpetik nevralji, spinal kort travmasi ile ilgili
noropatik agri, diyabatik periferal noropati ve fibromiyaljinin tedavisinde kullanilmak
tizere onaylanmistir. Hastalarda bas donmesi, uyku hali, agiz kurulugu, 6dem, bulanik
gorme, kilo artis1 ve anormal diisiinme, konsantre olma veya odaklanma zorlugu gibi
advers etkiler meydana gelebilmektedir (Griffin ve Brown, 2016). Pregabalinin
molekiiler yapisinin GABA’ya benzemesine ragmen GABA reseptdrlerine baglanmadigi
ve GABA'nin sentezini veya geri alimim etkilemedigi ve néronal voltaj kapili kalsiyum
kanallarin1 inhibe ederek norotransmitter saliverilmesini azaltarak etki gosterdigi
bilinmektedir (Zylicz ve Krajnik, 2008; Griffin ve Brown, 2016). Pregabalin insanlarda
thmal edilebilir diizeyde biyotransformasyona ugramakta (< %2 metabolizma) ve

bobrekler tarafindan neredeyse hi¢ degismeden atilmaktadir (Ben-Menachem, 2004).
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Maddeler

Gabapentin

Pregabalin

EMEM

Fetal s1gir serumu
Tripsin-EDTA ¢ozeltisi
Penisilin-streptomisin ¢ozeltisi
DMSO

Fosfat tamponu ¢ozeltisi

3-[4,5-dimetiltiyazol- 2-il]-2,5-difeniltetrazolium

bromiir (MTT)

Floresan izotiyosiyanat (FITC)
Annexin V Apoptoz Kiti
DCFH-DA

t-BOOH, %70

Trikloro asetik asit

3.2. Kullanilan Cihazlar

Biyogiivenlik kabini

Buzdolab1

Buz makinasi

Derin dondurucu (-20°C)

Derin dondurucu (-80°C)

ELISA plak okuyucusu

Akis sitometre cihazi

Enjektor filtresi (0,2 pm por biiytikliigii)
Kilitli kapakli mini santrifiij tiipleri (2 mL)
Hassas terazi

Hiicre kiiltiir kab1 (25 ve 75 cm2)
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: Sigma-Aldrich

: Sigma-Aldrich

: Wisent Bio Products
. Capricorn Scientific
: Wisent Bio Products
: Wisent Bio Products
: Carlo Erba

: Biomatik

: Sigma-Aldrich

: BD Biosciences

: Santo Cruz Biotechnology
: ACROS Organics

: Sigma-Aldrich

: Heal Force HF Safe 1800
: Argelik 2470 NEX

: Kale Kd 030

: Arcgelik 2470 NEX

: Arcgelik 2470 NEX

: Biotek Eon

: BD Biosciences FACS Aria Il
: Aisimo

: Nest

: Ohaus Pioneer PA64

- Nest



Hiicre plag1 (6, 24 ve 96 kuyucuklu)

Ters mikroskop

Inkiibatér (CO2 doniisiimlii)

Kriyo tiip

Otoklav

Otomatik pipet (10, 20, 100, 200 ve 1000 pL)
Polipropilen tiip (15 ve 50 mL)

Sogutmalr santrifiij

Steril polipropilen santrifiij tiipii (15 ve 50 mL)
Steril serolojik pipet (5, 10, 25 ve 50 mL)
Termostatli su banyosu

Vorteks

Hiicre Sayim Cihazi

Pipet ucu (10, 20, 100, 200, 300 ve 1000 pL)
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: Nest

: Leica DMil

: Thermo Fisher Scientific

: Nest

: Hirayama HG-80

: Eppendorf

- Nest

: Eppendorf Centrifuge 5810 R
- Isolab

- LP

: Wise Clean Wisd WUC-D06H
: Bio-Rad BR-2000

: Bio-Rad TC20

: Nest



4. YONTEMLER

Gabapentin ve pregabalin’in hepatotoksik etkisinin degerlendirilmesinde HepG2

(insan karaciger hepatoselliiler karsinoma hiicre dizisi) hiicre dizileri kullanildi.

4.1. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Deneylerde kullanilan HepG2 hiicrelerinin ¢ogaltilmasi ve deneye hazirlanmasi
i¢in 2-3 giinde bir rutin olarak pasajlama islemi yapildi. Inkiibatdrden alman hiicre kiiltiir
sisesi, Oli hiicrelerin besiyeri ¢ozeltisine gegmesini saglamak i¢in hafif¢e calkalandi ve
ortamdaki besiyeri uzaklastirildi. Hiicrelerin yikanmasi i¢in hiicre kiiltiir sisesine 5 mL
fosfat tamponu ilave edildi ve yikama ¢ozeltisi ortamdan uzaklastirildi. Kiiltiir sisesine
tripsin- etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ¢ozeltisi (1X) ilave edildikten sonra
inkiibatdrde yaklasik 5 dakika bekletildi (% 5 CO2, % 95 nem ve 37 °C). Inkiibatorden
alman kiiltiir siselerinin iizerine besiyeri ilave edilerek hiicreler siispanse edildi ve 1:2,
1:3 boliinerek yeni kiiltiir siselerine aktarildi. Kiiltiir siseleri inkiibatdre konularak

inkiibasyona birakild1.

4.2. Hiicrelere MTT Sitotoksisite Testinin Uygulanmasi

MTT canli hiicrelerdeki metabolik aktivitenin oOl¢lilmesinde kullanilmaktadir.
Tetrazolium tuzlari, metabolizma ve solunum zinciri intakt hiicrelerde mitokondriyal
stiksinat dehidrogenaz enzimi ile formazana doniismektedir. Mitokondriyal siiksinat
dehidrogenaz sar1 renkli tetrazolyum tuzunu elektron kenetli reaktif varliginda ¢oziiniir
turuncu renkli formazana doniistiirmektedir (Berridge vd., 2005).

Inkiibatérden alinan hiicre kiiltiir sisesi icindeki besiyeri uzaklastirildi. Kiiltiir
sisesine tripsin-EDTA c¢ozeltisi (1X) ilave edilerek inkiibatorde yaklasik 5 dakika
bekletildi. Inkiibatérden alman kiiltiir sisesi i¢ine besiyeri ilave edildi ve pipetleme ile
hiicre siispansiyonu hazirlandi. Pipet yardimiyla kiiltiir sisesinin igindeki besiyeri
slispansiyonu santrifiij tiipine aktarildi. Hiicre siispansiyonu i¢indeki hiicre sayisi,

hiicrelerin tripan mavisi ile boyanmasit ve ardindan otomatik hiicre sayma cihazi
kullanilarak belirlendi. Her bir kuyucukta 1x10% hiicre olacak sekilde 96’11k hiicre kiiltiir

plakasina hiicre siispansiyonu dagitildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
stiresi sonunda hiicre kiiltiir plakalarinin iist kismi ters ¢evrilerek uzaklastirildi. Hiicreler

fosfat tamponu ile yikandi ve yikama ¢ozeltisi ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra
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gabapentin ve pregabalin’in 1 — 0,000316 mM araliginda olacak sekilde hazirlanmis 8
farkli konsantrasyonu 8 tekrarli olacak sekilde hiicre kiiltiir plakasinin her bir kuyucuguna
uyguland1 ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kiiltiir
plakasinin iist kismi ters cevrilerek uzaklastirildi. Hiicre kiiltiir plakasinin her bir
kuyucuguna fosfat tamponu c¢ozeltisi ilave edildi ve yikama c¢ozeltisi ortamdan
uzaklagtirildi. Daha sonra hiicre kiiltiir plakasinin her bir kuyucuguna besiyerinde
hazirlanmis 100 ul MTT ¢ozeltisi (0,5 mg/mL) ilave edildi ve 3 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kiiltiir plakasinin {ist kismu ters cevrilerek
uzaklagtirildi. Daha sonra hiicre kiiltiir plakasinin her bir kuyucuguna 100 uL. DMSO
ilave edildi. Hiicre kiiltiir plakasinin optik dansisitesi (OD) 540 nm’ de okundu.
Gabapentin ve pregabalin i¢in non-lineer regresyon analizi ile inhibitdr konsantrasyon 50
(IKs0) degeri hesaplandi ve sitotoksik dzellikleri yorumlandi.

MTT sitotoksisite testi gabapentin ve pregabalin i¢in 3 kez tekrarlandi. Gabapentin

ve pregabalin’in stok ¢ozeltileri besiyerinde hazirlandi.

4.3. Apoptoz Ol¢iimii (Flow (Akis) Sitometrik Yontem)

Hiicre apoptoz uyarist alirsa hiicre zarinin sitoplazmik yiizeyindeki lipid sirasinda
bulunan fosfatidilserin hiicre zarinin dis lipid tabakasina gegmektedir. Bu yer degistirme
apoptozun erken doneminde ger¢eklesmektedir. Anneksin V fosfatidilserine baglanabilen
bir protein oldugu igin, bu protein floresan bir madde ile (FITC) isaretlenerek apoptotik
hiicre goriiniir hale getirilmektedir. Bu baglanma orani1 da akis sitometri cihazi ile
Ol¢iilebilmektedir. Nekrotik hiicrelerde de anneksin baglanmasi goriilebilecegi i¢in ayrica
vital bir boya olan propidiyum iyodiir (PI) boyamas1 da yapilmaktadir. Canli hiicrelerin
zarlar1 saglam oldugu i¢in PI boyasi ile boyanmamaktadir. Canli hiicreler FITC (-) / P (-
), erken apoptotik hiicreler FITC (+) / PI (—) ve ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicreler FITC
(+) / PI (+) olarak ayirt edilmektedir (Jayakumar vd., 2012).

Yukarida anlatildigi gibi hazirlanan hiicre siispansiyonu i¢indeki hiicre sayisi
belirlendikten sonra her bir kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 96’lik hiicre kiiltiir

plakasina hiicre siispansiyonu dagitildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. MTT
sitotoksisite sonug¢larina gére gabapentin ve pregabalin’in 0,316-0,1-0,0316 mM olacak

sekilde hazirlanmis 3 farkli konsantrasyonu 2 tekrarli olacak sekilde hiicre kiiltiir
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plakasinin her bir kuyucuguna uyguland: ve 24 saat inkiibasyona birakild. Inkiibasyon
siiresi sonunda hiicre kiiltiir plakasindaki besiyerleri farkli santrifiij tliplerine aktarildi.
Hiicre kiiltiir plakasinin her bir kuyucuguna tripsin-EDTA c¢ozeltisi (1X) ilave
edildi ve plaka inkiibatorde yaklasik 5 dakika bekletildi. inkiibatdrden alinan hiicre kiiltiir
plakasiin her bir kuyucuguna besiyeri ilave edildi ve pipetleme ile hiicre siispansiyonu
hazirlandi. Her bir kuyucuktaki hiicre siispansiyonu ilgili santrifiij tiipiine aktarildi ve +4
°C, 1200 g, 5 dakika satrifiij edildi. Supernatant ortamdan uzaklastirildiktan sonra hiicre
pelletine 100 pL “Binding buffer” ilave edildi. Daha sonra tiipe 5 uL Anneksin-5, FITC
ve 10 pL PI ilave edilerek 15 dakika karanlik ortamda oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda tiipe 400 uL “Binding buffer” ilave edilerek hiicreler tekrar
siispanse edildi. Anadolu Universitesi Bitki, ila¢ ve Bilimsel Arastirmalar Merkezi, Hiicre
Kiiltiirti Laboratuvarinda bulunan Akis Sitometri cihazinda analiz gerceklestirildi. Akis

sitometri testi gabapentin ve pregabalin i¢in 3 kez tekrarlandi.

4.4. Biyokimyasal Analiz

Yukarida anlatildigi gibi hazirlanan hiicre siispansiyonu ic¢indeki hiicre sayisi
belirlendikten sonra 25 cm?* ik hiicre kiiltiir sisesine 5x10° hiicre olacak sekilde hiicre
stispansiyonu ilave edildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. MTT sitotoksisite sonuglarina
gore gabapentin ve pregabalin’in 0.316-0.1-0.0316 mM olacak sekilde hazirlanmis 3
farkli konsantrasyonu farkli hiicre kiiltiir siselerine uygulandi ve 72 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kiiltiir sisesindeki besiyerleri topland: ve +4
°C, 1200 g, 5 dakika satrifiij edildi. Stipernatantta enzim bagli immunosorbent assay

(ELISA) kit prosediiriine uygun olarak AST, ALT, total bilurubin ve iire seviyeleri

belirlendi.

4.5. ROT Seviyesinin Olciilmesi
Yukarida anlatildigi gibi hazirlanan hiicre siispansiyonu icindeki hiicre sayisi
belirlendikten sonra her bir kuyucukta 5x10* hiicre olacak sekilde 96’lik hiicre kiiltiir

plakasima hiicre siispansiyonu dagitildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. MTT
sitotoksisite sonuglarina gore gabapentin ve pregabalin’in 0.316-0.1-0.0316 mM olacak
sekilde hazirlanmis 3 farkli konsantrasyonu farkl: hiicre kiiltiir plakasina uygulandi ve 24

saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kiiltiir plakasmin her bir
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kuyucuguna besiyerinde hazirlanmig 20 uM dikloro-dihidro-fluorescein diasetat (DCFH-
DA) ¢dzeltisi ilave edildi ve 30 dakika inkiibasyona birakild1. inkiibasyon siiresi sonunda
hiicre kiiltlir plakasinin iist kismi ters ¢evrilerek uzaklastirildi. Hiicre kiiltiir plakasinin
her bir kuyucuguna fosfat tamponu ¢ozeltisi ilave edildi ve yikama ¢ozeltisi ortamdan
uzaklagtirildi. Hiicre kiiltiir plakasinin 485 nm eksitasyon ve 530 nm emisyon dalga
boylarinda floresans dl¢iimii gergeklestirildi. Deneylerde pozitif kontrol olarak 0.5 mM

tert-butil hidroperokside (t-BOOH) ¢6zeltisi kullanildi.

4.6. istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama  +standart sapma olarak sunulacaktir. Istatistiksel
degerlendirmeler GraphPad Prism 5 programinda tek yonlii varyans analizi ve ardindan
Tukey ¢ok yonlii karsilagtirma testi ile gergeklestirilecektir. P<0.05 degerler istatistiksel

olarak anlamli kabul edilecektir.
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5. BULGULAR VE TARTISMALAR

Mlaclarla indiiklenen hepatotoksisite ciddi morbitite ve mortalite agisindan énemli
bir saglik sorunu olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle ilaglarin giivenli kullanimlar1 ig¢in
hepatotoksisite agisindan degerlendirilmesi gerekmektedir (Qiaoli vd., 2010). HepG2
hiicreleri saglikli insan hepatositleri gibi hepatositlerin 6zel fonksiyonlarmin ¢ogunu
koruduklart igin in vitro ksenobiyotik biyotransformasyonunu ve karaciger toksisitesini
arastirmak i¢in kabul edilebilir bir model olarak kabul edilmektedir (Pareek vd., 2013).
Bu tez ¢alismas1 kapsaminda farkli nérolojik endikasyonlarda siklikla kullanilan ilaglar
olarak gabapentin ve pregabalinin HepG2 hiicrelerinde in vitro hepatotoksik etkisi
degerlendirilmistir. Calismamizda gabapentin ve pregabalinin HepG2 hiicrelerinde hiicre
canliligint azalttig1 tespit edilmistir, ancak test edildikleri konsantrasyonlarda ajanlar
tarafindan meydana gelen inhibisyonun anlamli bir diizeyde olmadigi belirlenmistir.
Konsantrasyon bagimli olarak gabapentin ve pregabalin maruziyetinin hiicrelerde
apoptozu indiikledigi gozlenmistir. Hepatoseliiler hasarin bir gostergesi olarak
intraseliiler bir enzim olan AST seviyesinin gabapentin ve pregabalin uygulanan
hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli arttigi tespit edilmis, bu dogrultuda ajanlarin
HepG2 hiicrelerinde membran hasarina neden olabildigi sonucuna varilmigtir. ROT

seviyesinde 0zellikle pregabaline maruz kalan hiicrelerde anlamli artis dikkat ¢cekmistir.

5.1. MTT Sitotoksisite Testi Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Gabapentine maruz birakilan HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligi 0.000316 mM
i¢cin %2.8, 0.001 mM i¢in %1.43, 0.00316 mM i¢in %5.81, 0.01 mM i¢in %12.53,0.0316
mM icin %15.38, 0.1 mM i¢in %19.83, 0.316 mM i¢in 20.57, 1 mM i¢in %27.66
azalmistir (Sekil 5.1.). Bu sonuglara gore gabapentin HepG2 hiicrelerinde 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonrasinda test edildigi konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda %50
inhibisyona ulagsmadig1 belirlenmistir. Ayrica gabapentinin artan konsantrasyonlarinda
hiicre canliligin1 azalttig1 tespit edilse de bu sonuclar dogrultusunda HepG2 hiicre

canlilig1 iizerinde anlamli bir etkisinin olmadigin1 sdylemek miimkiindiir.
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Sekil 5.1. Gabapentin’e ait % hiicre inhibisyon degerleri

Pregabaline maruz birakilan HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligi 0,000316 mM i¢in
%4,25, 0,001 mM i¢in %12,86, 0,00316 mM i¢in %25,55, 0.01 mM i¢in %25,84, 0,0316
mM i¢in %35,22, 0,1 mM i¢in %24,17, 0,316 mM icin 23,24, 1 mM i¢in %23,15
azalmistir (Sekil 5.2.). Bu sonuglara gore pregabalinin HepG2 hiicrelerinde 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonrasinda test edildigi konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda %50
inhibisyona ulasmadig1 belirlenmistir. Ayrica pregalininin hiicre canliligi iizerinde
konsantrasyon bagimli bir etkisi gozlenmemistir. Bu sonuglar dogrultusunda gabapentine
benzer sekilde pregabalinin de HepG2 hiicre canliligi iizerinde anlamli bir etkisi

olmadigini sdylemek miimkiindiir.
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Sekil 5.2. Pregabalin’e ait % hiicre inhibisyon degerleri

5.2. Apoptoz Ol¢iim Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Hiicresel yuvarlama (rounding) ve ayrilma (detachment), niikleer kondensasyon ve
fragmentasyon ve pozitif Annexin V / PI boyanmasi, apoptoz indiiksiyonunun klasik
belirtegleri olarak kabul edilmektedir (Thongtan vd., 2004). Akis sitometrisi ¢alisma
sonuglarina gore gabapentin ve pregabalinin HepG2 hiicrelerinde apoptotik hiicre
Olimiini indiikledigi tespit edilmistir.

Gabapentinin 0,0316 mM konsantrasyonu i¢in apoptotik hiicre popiilasyonu %9,9
ve nekrotik hiicre popiilasyonu %4,2, 0,1 mM konsantrasyonu i¢in apoptotik hiicre
popiilasyonu %12,9 ve nekrotik hiicre popiilasyonu %1,6, 0,316 mM konsantrasyonu i¢in
apoptotik hiicre popiilasyonu %17,3 ve nekrotik hiicre popiilasyonu %3,3 olarak

belirlendi. Gabapentinin akis sitometrik analiz diyagrami Sekil 5.3.'te sunulmustur.
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Sekil 5.3. HepG?2 hiicre hatti igin gabapentin’in akis sitometrik analiz diyagrami

Ust sol kadran nekrotik (Q1; Anneksin V-negatif/Pl-pozitif); iist sag kadran gec
apoptotik hiicreler (Q2; Anneksin V-pozitif/Pl-pozitif); alt sol kadran canli hiicreler (Q3;
Anneksin V-negatif/Pl-negatif) ve alt sag kadran apoptotik hiicreler (Q4; Anneksin V-
pozitif/Pl-negatif).

Pregabalinin 0,0316 mM konsantrasyonu i¢in apoptotik hiicre popiilasyonu %14,2
ve nekrotik hiicre popiilasyonu %1,1, 0,1 mM konsantrasyonu igin apoptotik hiicre
popiilasyonu %16,1 ve nekrotik hiicre popiilasyonu %2,9, 0,316 mM konsantrasyonu i¢in
apoptotik hiicre popiilasyonu %27,4 ve nekrotik hiicre popiilasyonu %1,0 olarak

belirlendi. Pregabalinin akis sitometrik analiz diyagrami Sekil 5.4.'te sunulmustur.
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Sekil 5.4. HepG?2 hiicre hatti i¢in pregabalin’in akis sitometrik analiz diyagrama.

Ust sol kadran nekrotik (Q1; Anneksin V-negatif/Pl-pozitif); iist sag kadran gec
apoptotik hiicreler (Q2; Anneksin V-pozitif/Pl-pozitif); alt sol kadran canli hiicreler (Q3;
Anneksin V-negatif/Pl-negatif) ve alt sag kadran apoptotik hiicreler (Q4; Anneksin V-
pozitif/Pl-negatif).

Cizelge 5.1. Farkli konsantrasyonlarda gabapentin ve pregabalin uygulanan hiicrelerde

canli/apoptotik/nekrotik hiicre yiizdesi

Madde mM Q1 Q2 Q3 Q4
0,0316 4,2 5,0 86,4 4.4

Gabapentin 0,1 1,6 7,1 85,6 58
0,316 3,3 7,1 79,4 10,2

0,0316 1,1 9,8 84,8 4,4

Pregabalin 0,1 2,9 9,3 83,0 6,8
0,316 1,0 12,9 71,6 14,5

Q1 (Anneksin V-negatif/Pl-pozitif): nekrotik hiicreler; Q2 (Anneksin V-pozitif/Pl-
pozitif): ge¢ apoptotik hiicreler; Q3 (Anneksin V-negatif/Pl-negatif): canli hiicreler; Q4
(Anneksin V-pozitif/Pl-negatif): apoptotik hiicreler.
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5.3. Biyokimyasal Analiz Sonuclarimin Degerlendirilmesi

HepG2 hiicrelerinde AST seviyesi acgisindan gruplar karsilastirildiginda 0,1 ve
0,316 mM gabapentin maruziyetinin AST seviyelerini kontrol grubuna oranla istatistiksel
olarak anlamli arttirdig1 tespit edilmistir. Gabapentine benzer sekilde 0,1 ve 0,316 mM
pregabalin uygulanan gruplarda da AST seviyelerinin kontrol grubuna oranla istatistiksel
olarak anlamli arttig1 belirlenmistir. Kiiltiir ortaminda yiiksek seviyelerde intraseliiler
enzimlerin, ALT ve AST tespiti hepatosit hiicre zarinin islevsel biitiinligiiniin kaybina
isaret etmektedir (Pareek vd., 2013).

HepG2 hiicrelerinde ALT, iire ve total bilirubin seviyeleri agisindan gruplar
karsilastirildiginda gabapentin ve pregabalin maruziyetinin ALT, iire ve total bilirubin
seviyelerinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden
olmadig tespit edilmistir.

HepG2 hiicrelerinde gruplara ait AST, ALT, iire ve total bilirubin seviyeleri Cizelge

5.2.’de sunulmustur.

Cizelge 5.2. Farkli konsantrasyonlarda gabapentin ve pregabalin uygulanan hiicrelerde AST, ALT, iire
ve total bilirubin seviyeleri.

| Kontrol | Gabapentin (mM) | Pregabalin (mM)

0,0316 01 0,316  0,0316 0,1 0,316

AST 7,16 8,10 9,01 9,06 6,03 9,10 9,10
+0,68 +0,94  +0,68 +0,99 +0,94 0,76  +0,94

*) *) *) *)

ALT 6,17 5,06 4,96 5,23 3,20 4,06 4,03
+0,81 +0,89 +0,95 0,50 +£1,21 +0,90 +0,95

Ure 3,30 3,24 3,21 3,30 2,50 2,61 2,91
+0,08 +0,06 +0,1 +0,09  +0,09 +0,09 +0,08

Total Bilirubin 0,001 0,02 0,008 0,01 0,02 0,02 0,02
+0,0006 +0,008 +0,002 0,006 +0,008 =+0,009 +0,007

*)

5.4. ROT Seviyesinin Ol¢iim Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Toksik kimyasallara maruziyet sonrasinda hiicrelerde meydana gelen ROT hiicre
canliliginda, hiicre apoptozunda ve hiicre Oliimiinde kritik 6neme sahiptir (Franklin,

2011). Calismamizda pozitif kontrol olarak kullanilan t-BOOH uygulanan hiicrelerde

27



DCF floresans yogunlugu biiylime kontrol hiicrelerine gore anlamli olarak artmuistir.
HepG2 hiicrelerinde DCF floresans yogunlugu 0,0316 mM t-BOOH ig¢in 0,10, 0,1 mM
i¢cin 0,11 ve 0,316 mM igin 0,12 olarak ol¢iilmiistiir. Diger taraftan 24 saatlik inkiibasyon
stiresi sonrasinda gabapentin uygulanan hiicrelerde DCF floresans yogunlugu 0,0316 mM
icin 0,12, 0,1 mM i¢in 0,13, 0,316 mM igin 0,12 olarak hesaplanmistir. Bu degerler
dogrultusunda gabapentinin hiicrelerde ROT olusumunu istatistiksel olarak anlamli
arttirmadigr  belirlenmistir. Pregabalin uygulanan hiicrelerde ise DCF floresans
yogunlugu 0,0316 mM igin 0,18, 0,1 mM i¢in 0,18, 0,316 mM i¢in 0,19 olarak
hesaplanmistir. Bu degerler dogrultusunda pregabalinin hiicrelerde ROT olusumunu
istatistiksel olarak anlamli arttirdig1 belirlenmistir (p < 0,01).

Calismalarda artmig ROT seviyesinin hiicre canliligini azaltan ve hiicrede apoptozu
arttiran 6nemli bir faktor oldugu ifade edilmektedir (Gao vd., 2013; Palacio-Cortes vd.,
2017). Ozellikle pregabalin maruziyetine bagli olarak hiicrelerde apoptozun belirgin
olarak artmasint ROT seviyesindeki artislar ile iligkilendirmek miimkiindiir. Gabapentin
ile indiiklenen ROT iiretiminin hiicreler tarafindan tolere edebilecek limitler iginde

oldugunu séylemek miimkiindiir.

ROT seviyesi

0,25

0,2 *
g 0,15
]
i T = o ® pregabalin
E 01 === Bz ‘ gabapentin
3] = pozitif kontrol
a

0,05

O . o
0,0316 0,1 0,316

Konsantrasyon (mM)

Sekil 5.5. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan gabapentin ve pregabalin uygulanan hiicrelerde reaktif

oksijen tiirlerinin seviyeleri.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Caligmamizda hepatotoksik etkisini degerlendirdigimiz gabapentin ve pregabalinin
kayda deger bir karaciger biyotransformasyonuna sahip olmadigi bilinmektedir. Ancak
ilaglarin  karaciger biyotransformasyonunun olmamasi ilaca bagli hepatotoksisite
gelisimini engellememektedir (Sendra vd., 2011). Her iki ila¢ Gida ve Ila¢ Dairesi ve
Avrupa Ilag Ajansi tarafindan karaciger toksisitesi agisindan giivenilir kabul edilse de
varolan siipheli vakalar her iki ilacin da klinik olarak belirgin karaciger hasariin olasi
nedeni olarak siniflandirilmasina neden olmustur (Sendra vd., 2011; Livertox, 2019). Tez
calismasi kapsaminda hepatotoksisite arastirmalarinda kabul gérmiis bir model olarak
HepG2 hiicrelerinde gabapentin ve pregabalinin etkileri incelenmis, pregabalin
maruziyetinde belirgin olmak iizere hepatotoksisite ile iliskilendirilebilecek bulgular elde
edilmistir. Ancak her iki ilag i¢in de hepatotoksisite riskini tayin etmek oldukca zor gibi
goriinmektedir. [n vivo hayvan modelleri kullanilarak tekrarlayan farmakolojik dozlarda
gabapentin ve pregabaline maruz birakilan deney hayvanlarinda, maruziyeti takiben
hepatotoksisitenin biyokimyasal ve morfolojik biyogdstergelerinin belirlenmesi ile olasi
risk aydinlatilabilecektir. Diger taraftan gabapentin ve pregabaline maruz kalan
hastalarda da karaciger hasar1 insidansini1 tahmin etmeye olanak saglayacak ve karaciger
fonksiyon testlerindeki anomalilerin tek nedenin bu ilaglar olup olmadigini isaret edecek
yeterli veri de bulunmamaktadir. Dolayisiyla, gabapentin ve pregabalin ile karaciger
toksisitesinin hastalarda ¢ok nadir meydana geldigi ifade edilse de bu ilaglarin potansiyel

hepatotoksik etkilerinin farkinda olmak olduk¢a 6nemlidir.
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