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OZET

YENI NESIL ANTIEPILEPTIK ILACLARDAN PERAMPANELIN IN VITRO
HEPATOTOKSISITESININ KARBAMAZEPINE KIYASLA
DEGERLENDIRILMESI

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

Danisman: Dog. Dr. Ozlem ATLI EKLIOGLU

Karaciger, antiepileptikler dahil ilaglarin bircogunu metabolize etmekten sorumlu
oldugundan, ilaca bagli hasarin ana hedefi bu organ olmaktadir. Karacigerde metabolize
edilen ve yaygin olarak kullanilan karbamazepin hepatotoksisite potansiyeli olmasina
ragmen siklikla recete edilen bir ilagtir. Perampanel ise yaygin hepatik
biyotransformasyona ugrayan 2012 yilinda onay almis yeni bir antiepileptiktir.
Hepatotoksisite gelistirme riski agisindan énemli bir sinifa giren perampanel ile ilgili
heniiz kullanimina bagli olarak gelisen hepatotoksisite hakkinda ¢ok az wveri
bulunmaktadir. Bu sebeple tez kapsaminda, perampanelin hepatotoksisite potansiyeli
bilinen karbamazepine kiyasla in vitro ortamda HepG2 hiicre hatti kullanarak
hepatotoksisitesinin belirlenmesi amaglanmigtir. Kullanilan HepG2 hiicre hatti tizerinde
sitotoksisiteleri  hepatotoksisiteleri, MTT  sitotoksisite  testi ile  inhibitor
konsantrasyonlar1 hesaplanarak ardindan apoptoz/nekroz tayini, glinlimiizde karaciger
hasar1 i¢in bir biyobelirte¢ olan ¢esitli biyokimyasal analizler (ALT, AST, iire) ve ROT
tayini ile hepatotoksisiteleri degerlendirilmistir. Sonuglara gore, tez kapsaminda
incelenen perampanelin de karbamazepin gibi HepG2 hiicre hattinda sitotoksik etki
gosterdigi, hepatik biyogostergelerde artisa sebep oldugu ve oksidatif stresi indiikledigi

gozlemlenmistir.

Anahtar Sozciiklerler: Epilepsi, Antiepileptik Ilaclar, Karaciger, Hepatotoksisite,
HepG2



ABSTRACT
EVALUATION of IN VITRO HEPATOTOXICITY of NEW GENERATION
ANTIEPILEPTIC DRUGS PERAMPANEL COMPARED to CARBAMAZEPINE

Giilnar FARMANLI
Department of Pharmaceutical Toxicology

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, August 2019

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem ATLI EKLIOGLU

Since the liver is responsible for metabolizing many of the drugs, including
antiepileptics, the main target of drug-induced damage is this organ. Carbamazepine
which is widely used in the liver and metabolized, is a prescribed drug, despite its
potential for hepatotoxicity. On the other hand, perampanel is a new antiepileptic that
has been approved in 2012 and underwent extensive hepatic biotransformation. There is
very little data on perampanel, which is an important class in terms of risk of
developing hepatotoxicity, yet related to its use. Therefore, it was aimed to determine
the hepatotoxicity of perampanel using HepG2 cell line in vitro compared to
carbamazepine which has hepatotoxicity potential. HepG2 cytotoxicity on the HepG2
cell line used, hepatotoxicity was calculated by MTT cytotoxicity test inhibitor
concentrations, followed by determination of apoptosis / necrosis, various biochemical
analyzes (ALT, AST, urea) and ROT determination which are currently a biomarker for
liver damage. According to the results, it was observed that perampanel, which was
studied in the thesis, showed cytotoxic effect in the HepG2 cell line like carbamazepine,
caused an increase in hepatic biomarkers and induced oxidative stress.

Keywords: Epilepsy, Antiepileptic Drugs, Liver, Hepatotoxicity, HepG2
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1. GIRIS VE AMAC

Epilepsi; kortikal noéronlardaki anormal ve asir1 elektriksel desarj sonucu ortaya
¢ikan, ani, tekrarlayici, kontrolsiiz bir sekilde ortaya ¢ikan istem disi titremelere neden
olan epilepsi nobetleri ile karakterize bir durumdur (Akdag vd., 2016; Meyer vd., 2009).
“Epilepsi sendromu” sadece ndbet olusumu ile degil, benzer nobet tipleri, baslangic
yas1, EEG bulgular, tetikleyici faktorler, genetik, ve antiepileptik ilaglara (AEI'lere)
cevap ile birlikte siirekli olarak ortaya ¢ikan bir grup klinik 6zelligi ifade etmektedir.
Bu rahatsizligin bireylerde ortaya ¢ikmasinin beyin islev bozuklugunu yansitan birgok
nedeni vardir (Stafstrom ve Carmant, 2015).

Nobetin tipi, epilepsi sendromu, hastanin olasi tutum ve davraniglari, yasam
kosullari, psikososyal durumu g6z Oniinde bulundurularak epilepsi tedavisini
planlanmalidir. Herhangi bir yan etkiye yol agmadan, nobetleri tamamen ortadan
kaldirmak ve ya sikli§i miimkiin oldukc¢a azaltmak, uzun dénemli tedaviyle iliskili yan
etkileri minimalde tutmak ve hastanin normal psikososyal ve is uyumunu korumasi ya
da yeniden saglamasma yardim etmek epilepsi tedavisinde temel hedeflerdir (Toklu,
2015). Tedavide kullanilan AEl'ler hastanin cinsiyyeti, yasi, ndbet tipi, baska aldig
ilaglar ve varsa hastaliklari, yasam tarzi ve tercihleri gibi faktorler dikkate alinarak
secilmelidir (Akpinar vd., 2015).

Sik kullanilan AET'lerden biri olan karbamazepin, fokal (kompleks parsiyel) ve
jeneralize tonik-klonik ndbetlerin tedavisinde etkili oldugu bilinmektedir (Vickery vd.,
2017). Perampanel ise, 12 yas ve istii hastalarda kismi baslangigli, birincil jeneralize
tonik-klonik nobetlerin ek tedavisi igin kullanilan yeni nesil bir antiepilepktiktir
(Faulkner, 2014).

Uzmanlar tarafindan yapilan, ilaclar ile indiiklenen karaciger hasarinin 6nlenmesi
ve kontroliine iligkin klinik ve temel arastirmalar1 sonucunda, yaygin olarak kullanilan
baz1 antiepileptik ajanlarin idiyosenkratik kaynakli karaciger hasarina yol agtigi
ogrenilmistir. Bu ajanlarin hepatotoksisitenin arkasindaki patofizyolojik mekanizmalar
hakkinda ¢ok sinirli bilgi bulunmaktadir (Pandit vd., 2012; Bjoérnsson, 2008).
Hepatotoksisitenin in vivo ve in vitro c¢alismalarda belirlenmesi hem farmakoloji
uzmanlar1 hem de kimyacilar i¢in giivenli ila¢ tasarimi konusunda bilgilendirmek i¢in
araclar saglayabilecek ve ilag gelistirme hizin1 hizlandirabilecektir (Antoine vd., 2009).

Bu dogrultuda, tez kapsaminda hakkinda hepatik advers etki potansiyeli ile ilgili

kisith veri bulunan perampanelin hepatotoksisite potansiyeli bilinen karbamazepine

1



kiyasla in vitro ortamda HepG2 hiicre hatt1 kullanarak hepatotoksisitesinin belirlenmesi
amaclanmistir. Hepatotoksisitenin belirlenebilmesi amaciyla MTT yontemi ile
inhibisyon konsantrasyonu 50 (inhibitory concentration- IC50) hesaplanacak, bu
degerlerden  hareketle  hiicre  dizilerinde  apoptotik/nekrotik  hiicre  6liim
mekanizmalarinin  belirlenmesi, hepatik hasarin  biyogostergeleri olarak alanin
aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) ve iire diizeylerindeki
degisikliklerin oOlgiilmesi amag¢lanmistir. Bunun disinda hepatotoksisitede oksidatif
stresin roliiniin aydinlatilmasina yonelik hiicre dizilerinde reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) seviyeleri de belirlenecektir. Buradan elde edilecek sonuglar ile hem bu 6nemli
ilag grubunun hepatotoksisite izlemi gergeklestirilecek hem de preklinik dénemde
tespiti oldukca zor olan fakat sonuglar1 yikici olabilen ilaca bagli hepatotoksisite i¢in de

diger ilaclar agisindan yeni bir izlem metodu ortaya konmus olacaktir.



2. KAYNAK BILGISi

2.1. Epilepsi ile Tlgili Genel Bilgiler

Epilepsi; tiim yas, 1rk, sosyal sinif ve lilkelerde goriilebilen kortikal néronlardaki
anormal ve asir1 elektriksel desarj sonucu ortaya ¢ikan, ani, tekrarlayici, tanimlanabilen
bir olayla tetiklenmemis epilepsi nobetleri ile karakterize bir durumdur (Akdag vd.,
2016; Gorgiilii ve Fesci, 2011). Epilepsinin ¢ocukluk ve ergenlik ¢aginda en sik
goriilen, erigkinlerde ise beyin damar hastaliklarindan sonra en ¢ok rastlanan norolojik
hastalik oldugu belirtilmektedir. (Bell ve Sander, 2001). Epilepsi diinya g¢apinda
yaklasik 40 milyon insanda goriilebilen yaygin ciddi beyin hastaligidir. Hastalarin %70
ila 80'inde epileptik ndbetler, uygun bir ilag tedavisiyle tamamen 6nlene bilinse de, bazi
hastalarda bazi hastalarda nobetler mevcut ilaglar tarafindan tam olarak kontrol
edilememektedir (Perucca, 1998).

Epilepsi, biling kayb1 ve konviilsiyonlarla karakterize, sik goriilen kronik bir
hastalik olup c¢esitli psikiyatrik bozukluklara yola agarak hastalarin hem yasam
kalitesini, hem sosyal ve ailesel islevselligi bozmaktadir (Izci, 2016). Epilepsinin ana
semptomu olan ve kendiliginden olusan, tetiklenmeyen ve tekrarlayan nobetler merkezi
sinir sistemindeki ndron gruplariin ritmik ve senkron desarjlarina baglh gegici davranig
degisiklikleri olmaktadir (Ak Sonat, 2009). Nobetler, biling, davranis veya motor
aktivitedeki herhangi bir paroksismal rahatsizlig1 isaret etmektedirler (Tucker, 2002).

Uluslararas1 Epilepsi birligi (ILAE) tarafindan epilepsi ve epileptik nobetler ile
ilgili 2010 yilinda modern terminolojiye uygun yeni siniflandirilmalar onerilmistir. Bu
siiflandirilmaya gore nobetler genellestirilmis (jeneralize), fokal (kismi) ve epileptik
spazmlar olarak 3 kategoride siniflandirilmigtir. Jeneralize nobetler bilateral dagilimli
noronal aglarda baglayarak tiim beyni etkilemekte ve her zaman biling kaybi ile
seyretmektedir. Beynin yalnizca belli bir kismmin etkilendigi ve biling kaybinin her
zaman eslik etmedigi epileptik nébetler ise parsiyel (kismi) nobetlerdir (Cakil vd., 2013;
Stafstrom ve Carmant, 2018). ILAE tarafindan 2017 yilinda giincellenen yeni
smiflanmada ise fokal baslangigli, jeneralize baslangigli ve baslangi¢ yeri bilinmeyen
nobetler olarak gosterilmistir (Pack, 2019). Fokal nobetlerin ILAE 1981 siniflamasina
esasen basit parsiyel, kompleks parsiyel ve sekonder jeneralize ndbetler olarak alt
smiflart mevcuttur. Jeneralize nobetler ise absanslar, miyoklonik ndbetler, atonik, tonik,

klonik ve jeneralize tonik klonik ndbetler olarak alt gruplara ayrilmaktadir (Giil ve



Cokar, 2015). Tonik nobetler siirekli, klonik ndbetler ise ani ve kesintili kas kasilmalari
olarak ortaya ¢ikmaktadir (Ak Sonat, 2009). Baslangi¢ yerine gore epilepsi sendromu
genellikle ¢ocukluk ve geng¢ erigkinlik doneminde baslayan ve nedeni bilinmeyen
(idiyopatik) ve nedeni bilinen (semptomatik) olarak iki kategoride siniflandirilmaktadir.
Idiyopatik epilepsi sendromunda genetik yatkinlik s6z konusudur ve esas belirtiler
nobetler olmaktadir. Semptomatik epilepsi beyinde bilinen veya olasi bir hastaliga bagl
olarak kalitsal metabolik hastaliklar, endokrin bozukluklar, kafa travmasi, beyinde yer
kaplayan lezyonlar, merkezi sinir sistemi enfeksiyonlar1 (menenjit, ensefalit), cesitli
metabolik anormallikler (hipoglisemi, hipokalsemi, hiponatremi), cesitli toksinler, alkol
yoksunlugu, AEI’nin kesilmesi ya da doz asimi gibi nedenlerden dolay1 ortaya
¢ikmaktadir (Cakil vd., 2013; Akdag ve ark., 2016).

Epilepside ilk basamak taninin dogru teshis edilmesi ve ilag tedavisine gerek olup
olmadiginin belirlenmesidir. Taniy1 desteklemek ve kesinlestirmek icin EEG,
goriintiileme teknikleri - BT (bilgisayar tomografi), MR (manyetik rezonans), SPECT,
video-EEG  (video-elektroensefalogram)  monitdrizasyonu vs. gibi  yontemler
kullanilmaktadir. Non-invaziv ve ucuz bir yontem olan elektroensefalogram (EEG)
insanda kafatasinin iizerinden, sagh deriden kaydedilen beyin dalgalaridir (Cakil vd.,
2013). Elektroensefalografi (EEG), epileptojenik korteksi tanimlamak igin en spesifik
yontem olup, epilepsi sendromunda karakteristik bulgular1 ortaya koymaktadir
(Noachtar ve Remi, 2009). Kesinlesmis epilepsi tanisi olan hastalarda hastalig
siniflandirma, fokal veya lateralize epileptik odak oldugunu tanimlama ve tedavi
yontemini se¢me gibi durumlarda EEG yontemi kullanilmaktadir. Fakat bazi
durumlarda non-epileptik nobet ve epilepsi ayriminda EEG ve diger anamnez, klinik
muayene gibi yontemlerle bir karara varilamayabilmektedir (Cakil vd., 2013). Bu
durumda epilepsi hastalarinda epileptojenik bolgeyi beyinde tahmin etmek ve ndbet
tipinin dogrulanmasi icin kullanilan en 6nemli arag¢ olan video-EEG goriintiileme
(VEM) yontemi kullanilmaktadir. Acil durumlarda bilgisayar tomografi (BT) de yararl
olmaktadir. Fakat bu yontemle hastalarin sadece %30-unda fokal lezyon tespit
edilebilmektedir. Fokal epilepsilerin arastirilmasinda kullanilan manyetik rezonans
goriintiileme (MRG) yontemi epilepsi etiyolojisinin belirlenmesini ve miimkiin oldugu
durumlarda 6n-cerrahi degerlendirmeyi saglamaktadir (Guerreiro, 2016). Radyologlar,
norologlar ve beyin cerrahlar epilepsi ile ilgili anormallikleri tespit etmek i¢in MR

goriintiilemenin BT'den ¢ok daha duyarli oldugu diistinmektedirler (Broen vd., 1996).

4



Fokal epilepsiler i¢in cerrahi miidahaleyi kolaylagtirmak amaciyla iktal odaklanmanin
belirlenmesine ve dogrulanmasina yardimei olmak i¢in pozitron emisyon tomografisi
(PET) ve tek foton emisyonlu BT (SPECT) gibi fonksiyonel goriintiileme c¢alismalari
kullanilmaktadir (Guerreiro, 2016).

Epilepsili hastalarda 6liim orani genel popiilasyondan iki-ii¢ kat daha fazla olup,
epilepsi siiresi ve tipi, nobet siklig1, cinsiyet ve yas gibi risk faktorleri ile iliskilidir

(Ding ve Hauser, 2011).

2.2. Epilepsi Tedavisi ve Antiepileptik ilaglar

Epilepsi tanis1 alan bir kiside AEI tedavisine baslamadan 6nce epilepsi tanisimin
dogru konmasi ve ilagla tedaviye gerek olup olmadigma karar vermek, ndbet tipi,
epilepsi sendromu, nodbetlerin beklenen dogal seyri ve rekiirrens riskinin
belirlenebilmesi gerekmektedir. Epilepsi tedavisinde ndbetleri ortadan kaldirmak ve ya
sikligt miimkiin oldukca azaltmak, uzun donemli tedaviyle iliskili yan etkileri
minimalde tutmak ve hastanin normal psikososyal ve is uyumunu korumasi ya da
yeniden saglamasina yardim etmek temel hedeflerdir (Toklu, 2015). Bu, hedef
terapdtik dozlarda uygun sekilde segilen tek bir AEI kullanan hastalarin yaklasik % 50-
70'inde basarili olmaktadir (Panayiotopoulos, 2005).

AET’lerle tedavi hastada ilk ndbetten sonra nérolojik bozukluk olmasi, EEG’de
patolojik bulgular saptanmasi, MRG’de yapisal lezyon olmasi, hastada ikinci ndbet
riskinin var olmasi gibi durumlarda disiiniilmektedir (Toklu, 2015). Epilepsi
hastalarimin %60-70’inde etkili olan AED’ler esas olarak merkezi sinir sistemine zarar
vermeden ve solunumu deprese etmeden epileptik ndbetlerin baskilanmasi igin
kullanilmaktadir. AEI’lerin sinapslardaki iletimi engellemek suretiyle yiiksek frekanslt
diizensiz desarjlarin yayilmasin1 bloke ederek nobet olusumunu engelledikleri
diistiniilmektedir (Ak Sonat, 2009).

Antiepileptiklerle tedavi kisiye 6zgii olmali ve hastanin cinsiyyeti, yasi, nobet tipi,
baska aldig: ilaglar ve varsa hastaliklar1, yasam tarz1 ve tercihleri gibi faktorler de goz
ontinde bulundurulmalidir (Akpinar vd., 2015). Dogurganlik ¢agindaki kadinlar, hamile
kadinlar, yasli hastalar tedavi edilirken bazi durumlar dikkate alinmalidir. Cocuk
dogurma c¢agindaki kadinlarda hormonal kontraseptif ilaglarin ilag etkilesimi
diisiiniilmeli, hamile kadinlarda AE[l’larin fetiis iizerine potansiyel yan etkileri ile

nobetlerin anne ve fetiis {izerinde neden olabilecegi riskler g6z Oniinde
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bulundurulmalidir. Yaslilarda tedavi icin AEI secerken yashlik veya diger hastaliklar
nedeni ile kullanilan ilaglarin etkisiyle olusabilen 6nemli famakokinetik degisiklikler
hesaplanmalidir (Toklu, 2015). Epilepsi tedavisinde ilk olarak tekli ila¢ kullanimina
basvurulmaktadir. Eger ilk iki monoterapi denemesinde olumlu sonug¢ alinmazsa ilag
kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. Genel olarak olgularin %65-70’inde dogru secilmis
ilk ilagla nobet kontrolii saglanmaktadir (Saltik, 2014).

Miimkiinse coklu ila¢ alimindan (politerapi) kag¢inilmalidir, ancak tek ilag
tedavisine cevap vermeyen hastalarin yaklasik % 30-50'sinde bu durum kag¢milmazdir
(Panayiotopoulos, 2005).

Politerapi sirasinda birbiri ile ge¢imsiz ilaglarin kullanilmamasina dikkat edilmeli,
sinerjik etkili oldugu bilinen AEI’ler tercih edilmelidir. Eger ilk AEI ile dokiintii veya
idiyosenkratik reaksiyon veya advers etkiler ortaya ¢ikarsa ndbet kontroli
saglanamamakta ve alternatif monoterapi denenmektedir. ila¢ etkilesimi olmamasi,
hastanin daha iyi uyum goéstermesi, yan etki olasiligiin diisiik olmasi, yasam Kkalitesinin
daha yiiksek olmasi ve maliyetin daha ucuz olmasi gibi sebeplerden monoterapi
politerapiye gore daha avantajlaridir. Etkinlik ve tolerabilite agisindan monoterapiye
tistiinliik saglarsa politerapi verilebilir. ikinci ila¢ baslandiktan sonra, birinci ilag
yavag¢a kesilmelidir. Bunun disinda tedaviye en diisiik etkili dozla baslanmali ve
kullanilan ilacin miktari viicut agirligina gére hedeflenen idame dozuna ve etkin plazma
seviyesine ulasana kadar yavasca arttirilmalidir (Saltik, 2014).

Tek basina ve kombine sekilde yiiksek dozlarda kullanilan AEI’lerle tedaviden
sonu¢ alinamamas1 gibi durumlarda direngli epilepsi s6z konusu olmaktadir. Bu
durumda cerrahi tedaviye de bagvurula bilinmektedir (Akdag vd., 2016). Bunun disinda
tekrarlayan nobetlerin beyinde ilerleyen serebral dejenerasyona ve daha ciddi klinik
engellere neden olmasi ve ya AEI’lerin uzun siireli kullanimi sirasinda toksik etkiler
goriilebilmesi de cerrahi tedavi gerektiren sebepler olmaktadir (National Institutes of
Health Consensus Conference, 1990).

Klinik nobetlerin olusumundan sorumlu kortikal alan olan epileptojenik alan
(¢1ikarilmasi ile nobetlerin tamamen durdugu minimal kortikal alan), ndbet baslangig
alanmin (Klinik olarak nobetleri baglatan kortikal alan) tamamen ¢ikarilmasi ya da
tamamen baglantilarinin kesilmesi epilepsi cerrahisindeki en 6nemli hedeflerdir. Cerrahi
miidahile sirasinda kritik (eloquent) kortekse zarar verilmemelidir. Cerrahi miidahile ile

meziyal temporal lob epilepsisi, iyi smirlanmis neokortikal lezyonlar, hemisferik
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lezyonlar, biiyiik destriiktif/atrofik lezyonlar gibi bir takim sorunlari tedavi etmek
miimkiindiir (Erdogan, 2014).

2.3. Antiepileptik Tlaclarin Siniflandiriimasi

AEl’ler, birinci, ikinci ve {i¢iincii jenerasyon olarak 3 grupta siniflanmaktadir. ilk
nesil 1857'den 1958'e kadar pazara giren potasyum bromid, fenobarbital, fenitoin,
pirimidon, trimetadion, asetazolamid, mefenitoin, etosiiksimid gibi ¢esitli ilaglar
icermektedir. Ikinci nesil AEI’lere karbamazepin, valproat ve 1960 ile 1975 arasinda
tanitilan bazi benzodiazepinler (6rnegin: klonozepam) dahil olmaktadir. Son olarak
klinik olarak terapdtik segenekleri genisleten iiciincii nesil AEI’lere ise pregabalin,
vigabatrin, lamotrigin, zonisamid, topiramat, okskarbazepin, felbamat, gabapentin,
tiagabin, levetirasetam, rufinamid, lakosamid, eslikarbazepin gibi ilaglar dahil
olmaktadir (Léscher ve Schmidt, 2011).

2.3.1. Birinci jenerasyon antiepileptik ilaclar

2.3.1.1. Asetazolamid
Asetazolamid  (N-5-(siilfonil)-1,3,4-tiadiazol-2-il-asetamid) ilk olarak 1952

yilinda laboratuvarda bir antikonviilsan olarak tanimlanmasinin ardindan 1956'da nébet
onleme aktivitesinin oldugu kanitlanmigtir. Asetazolamid konjestif kalp yetmezligine
bagl 6dem, ilaca bagl 6dem, kronik basit glokom, sekonder glokom tedavisinde, petit
mal ve lokalize olmayan ndbetlerin, refrakter fokal ve jeneralize epilepsilerin yardime1
tedavisinda kullanilmaktadir. Genel olarak tiim ndbet tiplerinin yardimcei tedavisinde ve
cogu durumda, 250-750 mg/giin dozlarinda kullanilmistir. Asetazolamid, diger
antikonviilsanlara gore daha diisiik toksisite potansiyeline sahip olup, belirgin doz
titrasyonuna ihtiya¢ duyulmadan aralikli olarak nobet kontrolii i¢in verilebilmektedir.
Ketojenik diyet veya topiramat ve zonisamid gibi karbonik asidraz inhibitorleri ile
birlikte kullanildiginda, metabolik asidoz ve bobrek taslari riskini arttirabilmektedir
(Hovinga, 2010). Bunun disinda gecici, hipokalemi, hafif poliliri, huzursuzluk,
parestezi, anoreksi, bas agrisi, bulanti, ishal ve uyusukluk asetazolamidin sik goriilen
advers etkileridir (Chapman ve Wheles, 2010).



2.3.1.2. Bromidler

Bromidler ozellikle de potasyum bromid, bilimsel Klinik etkinlik raporlarinin
ardindan kullanilan ilk "modern" antikonviilsan olarak kabul edilmistir. Bromitler, 1912
yilinda fenobarbital ortaya cikana kadar, 50 yildan uzun siiredir bilimsel olarak
onaylanmis olan antikonviilsan ajan olarak kalmistir. Bromitlerin epilepsi tedavisinde
yillar i¢inde, biiylik dl¢iide kayda deger toksisitesinin gériilmesinin ardindan kullanimi
azalsa da ¢ok ciddi bebeklik veya ¢ocukluk donemi baslangich epileptik ensefalopati
formlarinin tedavisinde faydali olmaktadir (Nikanorova vd., 2011). Her ne kadar
belirgin nefrotoksisite ve ototoksisite ile akut zehirlenme vakalar1 bildirilmis olsa da,
kronik toksisi de goriilebilmektedir. Kronik zehirlenme, giigsiizliik, yorgunluk, bas
agrist, sinirlilik, psikoz, huzursuzluk ve bazen koma gibi advers etkiler de soz
konusudur (Uthman, 2011).

2.3.1.3. Mefenitoin

Mefenitoin (metoin: 3-metil-5-etil-5-fenildantoin), 218,25 molekiiler agirhiga ve
137-138°C erime noktasina sahip olan beyaz kristal maddedir. Mefenitoin en yaygin
jeneralize konviilsif ndbetlerin, jeneralize olan ve jeneralize olmayan parsiyel nobetlerin
tedavisinde etkili olmaktadir. Hizla ve olduk¢a tamamen emilim giiciine sahip olan
mefenitoinin Onerilen baglangi¢ gilinliik dozlar ¢ocuklarda 150 mg, yetiskinlerde ise 300
mg arasinda degismektedir (Kutt ve Harden, 1999). Mefenitoin merkezi sinir sisteminde
ataksi, konfiizyon, bas donmesi, uyusukluk, heyecan, yorgunluk, ates, bas agrisi,
periferik noropati, sedasyon, kekemelik, titreme gibi yan etkilere yol agabilmektedir.
Bunlarin disinda Gingival hiperplazi, nistagmus, ishal, bulanti, agraniilositoz, 16kopeni,
trombositopeni deride dokiintii, Stevens-Johnson sendromu, toksik epidermal nekroliz,
lenfadenopati, sistemik lupus eritematozus gibi bircok advers etkileri de bulunmaktadir.
Mefenitoinin potansiyel olarak tehlikeli etkileri nedeniyle, yalnizca diger ilaglar etkisiz
oldugunda kullanilmas1 onerilmektedir. ilacin aniden kesilmesi status epileptikusa
neden olabileceginden dikkat edilmesi gerekmektedir (Jones ve Bartlett Learning,
2015).



2.3.1.4. Trimetadion

Trimetadion bir oksazolidin tiirevi olup, refrakter devamsizlik ndbetlerinin
tedavisinde etkili olmaktadir. Trimetadion oral yolla verildiginde hizli bir sekilde
emilirek plazma proteinlerine baglanmasi yavaslanmaktadir. Trimetadion, aktif bir
antikonviilsan olan dimethadiona indirgenir ve dimethadiona donilisiim orani hizlidir,
ancak eliminasyon hizi yavastir. Trimetadion kullanimi sirasinda hematolojik advers
etkiler (ndtropeni, pansitopeni), hemeralopia (giin korligi), fotofobi, diplopi,
dermatolojik advers etkiler, santral sinir sistemi advers etkileri uyusukluk, tolerans,
nefrotoksik sendrom (albuminiiri) ve fetal trimethadion sendromu gibi teratojenik

etkiler goriilmektedir (Ebadi, 1998).

2.3.1.5. Etosiiksimid

Etosiiksimid absans nobetlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Klinik
ve deneysel ndbetler iizerindeki son derece segici etkisi ile bilinen etosiiksimid epilepsi
hastalarinin %350'sinde absans ndbetlerini kontrol eder ve bu ndbet sikligin1 % 40 ila
%45 oraninda azaltmaktadir (Sherwin, 2002). Siiksinimitler arasinda, etosiiksimid,
yoksunluk nobetlerine karst en yiiksek etkinlige ve en az toksisiteye sahip
antiepileptiktir. Bu etkinlik ve giivenlik kombinasyonundan dolayi, etosiiksimid,
1958'de piyasaya siiriilmesinden bu yana absans nobetleri i¢in birinci basamak tedavi
olarak kabul edilmistir. Etosiiksimidin tedavi edici 6zelliklerinin yan1 sira anksiyete,
depresyon, gorsel ve isitsel hallisyonlar, aralikli biling bozuklugu gibi advers etkileri de
gorilmektedir. Uzun siireli tedaviden kaynaklanan etosiiksimidin olumsuz etkileri
kiimiilatif dozla ilgili olmaktadir. Birka¢ yil etosiiksimid tedavisi sonrasinda ciddi
bradikinezi ve parkinson sendromu da goriilebilmektedir (Glauser ve Morita, 2006).
Uyusukluk, bag donmesi, bulantt ve kusma gibi sik goriilen etkilerin yani sira kan
disrazileri, sistemik lupus eritematoz gibi ciddi yan etkiler de s6z konusudur. Dikkat
edilmesi gereken bir diger durum ise, hastanin 6nceden var olan bobrek veya karaciger

hastaliginin belirlenmesidir (Venable ve Jenkins, 2009).

2.3.1.6. Primidon

Primidon kimyasal olarak 5-etil dihidro-5 fenil-4,6 formiiliine sahip olup eriskin

hastalarda kismi ve sekonder jeneralize tonik-klonik nébetlerde feniton ve



karbamazepin kadar etkili oldugu bilinmektedir. Primidonla uzun siireli tedaviler
sirasinda pirimidon tek basina degil, aktif metaboliti fenobarbital ile birlikte etki eder.
Primidon, asir1 diisiik ¢oziiniirliiglinden dolay1 parenteral olarak degil, 250 ve 50 mg-lik
tabletler ve surup (50mg/mL) olarak verilmektedir. Tablet oral yolla alindiktan sonra
cocuklarda ilk dozdan 4-6 saat, yetiskinlerde ise yaklasik 3 saat sonra serum
seviyelerinde tespit edilebilmektedir. Primidonla birlikte bazi ilaglarin, Ornegin
asetazolamidin kullanimi, primidonun emilimini azaltabilir. Primidonla tedavi sirasinda
norotoksik yan etkilerin sikliginda artis gortilebilmektedir. Fenobarbitala alerjisi olan
hastalara primidon verilmemelidir. Bazi hastalarda, diisiik dozlarda primidon
kullanimindan sonra uyku hali, ataksi, bag donmesi, bulanti ve kusma gibi advers

etkilere rastlanmaktadir (Wheless vd., 2009).

2.3.1.7. Fenobarbital

Fenobarbital (5-fenil-5-ctilbarbitiirik asit) bir antikonviilsan ilag olup, her yastaki
hastalarda jeneralize tonik-klonik ve parsiyel ndobetleri tedavi etmek igin
kullanilmaktadir (Pacifici,2016; Patsalos ve Bourgeois, 2014). Etki mekanizmasi: y-
aminobiitirik asit (GABA) inhibisyonunun arttirilmasi, kloriir iyonifonunun agikligini
uzatarak postsinaptik GABA-A reseptor aracili kloriir akimlarini arttirilmasi, kalsiyum
bagimli etki potansiyellerinin konsantrasyona bagli azalmasi ile gergeklesmektedir. Oral
yolla tablet kullanimindan ve parenteral yolla ¢6zeltisinin  intramiiskiiler
uygulamasindan  sonra  fenobarbitalin  biyoyararlanimi = %90’ iizerindedir.
Fenobarbitalla tedavinin amaci nobetlerin hafifletilmesi yoniindedir. Fenobarbital
yenidoganlarda ilk secenek ilaci olsa da, status epileptikusun intravendz tedavisi igin
benzodiazepin ve fenitoinden sonra iiglincii secenek bir ilactir (Patsalos ve Bourgeois,
2014).Fenobarbital biiyiik 6l¢iide karacigerde hepatik sitokromlar CYP2C9, CYP2C19
ve CYP2EI tarafindan metabolize edilmektedir. Ciddi advers etkileri az olan, diisiik
toksisiteye sahip bir ilagtir. En sik goriilen advers etkisi morbiliform dokiintiidiir ki,
bunu da ilacin kullanimi devam ederken bile tedavi edilebilmektedir (Pacifici,2016).
Fenobarbitalin toksik dozu advers etkileri 6nemli 6lc¢lide degisir; genel olarak 1 g dozda
ciddi advers etkiler iiretir ve 2-10 g dozda ise genellikle 6liimle sonuglanabilmektedir.
Nistagmus, ataksi, uyku hali, uyusukluk, akciger 6demi ve solunum yetmezligi
fenobarbitalin  olas1 advers etkileridir. Hemodiyalizle fenobarbitali kandan

uzaklastirmak miimkiindiir ve bu nedenle asir1 doz fenobarbital alindigi durumlarnda
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yararlt bir islem olarak kullanilmaktadir. Fenobarbitalin bagimlilik yapici etkisi de
vardir ve uzun siireli kullaniminda psikolojik ve fiziksel bagimlilik olusabilmektedir

(Patsalos ve Bourgeois, 2014).

2.3.2. lIkinci jenerasyon antiepileptik ilaclar

2.3.2.1. Karbamazepin

Karbamazepin hem diinya genelinde en eski AEI’lerden biridir (Gierbolini vd.,
2016). Voltaja duyarli sodyum kanallarim1 bloke ederek ve hiperaktif sinir
membranlarini stabilize ederek tekrarlanan noronal bosalmayi1 engellemektedir (Satar
vd., 2016). Fokal epilepsi tedavisinde kullanilan ilaglar arasinda yer almaktadir
(Berghuis vd., 2017). Karbamazepin kismi nobetler, jeneralize tonik-klonik, karigik
nobet diizenleri, akut mani, karisik mani, glossofaringeal nevralji, bipolar depresyon,
psikoz oldugu durumlarda regete edilmektedir. Karacigerde metabolize olarak renal
yolla atilmaktadir. Aktif metaboliti karbamazapin-10,11 epoksittir (Stahl, 2006).
Epilepsi hastalarinda karbamazepin ile tedavinin giivenli ve etkili olmasinin yan sira,
yaklasik % 30 ila 40 arasinda hastalarin tedaviye iyi yanit vermedigi de bilinmektedir.
Ornegin, terapotik dozlarda karbamazepin kullanimi, merkezi sinir sistemi ve
gastrointestinal sistemi etkilemekte ve sedasyon, ataksi, bas donmesi, bulanti, kusma,
kabizlik ve diyare gibi yan etkiler s6z konusu olmaktadir. Karbamazepin ile uzun siireli
tedavinin, plazma lipidlerini degistirebildigi, seks hormonlarinin konsantrasyonunu
degistirdigi, hiponatremiye neden oldugu, istah1 arttirdig1 ve kilo alimina sebep oldugu,
beyaz kan sayisini azalttigi, hiicreleri ve birkac alerjik reaksiyonu indiikledigi de

belirlenmistir (Ambrosio vd., 2002).

2.3.2.2. Valproik asit

Valproik asit molar kiitlesi 144,211 g/mol olan ve CgHi0;, formiiliine sahip
renksiz sivi halinde yag asitidir. Formiilasyonlarinin ¢ogu tuzlar (magnezyum valproat,
sodyum valproat) oldugundan, valproik asit genellikle valproat olarak
adlandirilmaktadir. Kompleks parsiyel nobetlerde, basit ve karisik absans ndbetlerinde
monoterapi ve ya ek tedavi olarak, yokluk ndbetlerini igeren ¢oklu ndbet tiplerinde ise

sadece ek olarak kullanilmaktadir. idiyopatik jeneralize epilepsilerde valproik asitle
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tedavinin amact sadece tam ndbet kontrolii degil, ayn1 zamanda EEG'nin
normallestirilmesi yoniindedir (Patsalos ve Bourgeois, 2014).

Valproik asit farkli psikiyatrik ve norolojik durumlarda, epilepsi, noropatik agri,
tremor ve migren profilaksisinde, bipolar affektif bozukluklarda, sizoaffektif
bozukluklarda, sizofrenide de yaygin olarak kullanilan bir AEI’dir (Apa vd., 2018;
Dumanli Ozcan vd., 2016). Bu ila¢ voltaja duyarli sodyum kanallar iizerinden gama
aminobiitirik asidin (GABA) etkilerini arttirarak etki etmektedir. Bunun disinda
valproik asidin sinyal transdiiksiyon sistemi ara kademeleri lizerinde diizenleyici etkileri
de bulunmaktadir. Voltaj kapili sodyum kanallarindan iyonlarin gecisini yavaslatarak
abartili ndronal iletiyi hafiflettigi, sodyumun néronlara gecisini azaltarak glutamat
saliimini azalttigt ve eksitatér noéronlarin inhibe olmasini sagladigi bilinmektedir.
GABA'nin saliverilmesini arttirarak, geri alimini azaltarak veya yikimini yavaslatarak
inhibitor etkiyi arttirmaktadir (Apa vd., 2018). Tedavi edici 6zelliginin yani1 sira bulantt,
diyare, kusma, pankreatit, metabolik etkiler arasinda 16kopeni, anemi, trombositopeni,
kanama, hipofibrinojenemi, yiiksek anyon agikli metabolik asidoz, hiperosmolarite,
hipernatremi, hipokalsemi, hipoglisemi, methemoglobinemi, rabdomiyoliz, akut bobrek
yetmezligi, solunum yetmezligi, hipotermi, hipotansiyon, tasikardi gibi advers etkileri
de mevcuttur (Arslankoylii vd., 2017). Bunlarin yani sira beyin atropisi, ndtropeni,
kemik iligi baskilanmasi gibi hayati tehdit edici tehlikeli advers etkileri de var
olmaktadir. Karaciger yetmezligi ile nadir goriilen hepatotoksisite (6zellikle 2 yasin
altindaki cocuklarda) bazen ciddi ve Oliimciil olabilen yan etkisidir (Patsalos ve

Bourgeois, 2014).

2.3.2.3. Klonazepam

Klonozepam miyoklonik kasilmalar ve tonik-klonik nd&betlerin tedavisinde
kullanilan bir benzodiazepin tiirevi antiepilepktikdir. Klonozepam kullanan hastalarin
yaklagik %50-sinde ilacin geri c¢ekilmesi sonucunda nobetlerde siddetlenme
goriilmektedir Diger benzodiazepinler gibi, yalnizca 6grenme giigliigii ¢eken insanlara
son care olarak regete edilmelidir. Klonozepam, yoksunluk nébetleri ile meydana gelen
ani dalga desarjini bastirir ve motor ndbetlerinde néronal desarjin sikligini, siiresini ve
yayilimini azaltir. Terapotik dozu 20 ila 80 mg/mL'dir (Venable ve Jenkins, 2009)
Klonazepam karacigerde ilk olarak CYP3A4 ile 7-amino-klonazepam'a metabolize

edilir. Sonra 7-amino-klonazepam sirasiyla 7-asetamido-klonazepam olusturmak iizere
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asetilasyonla, = N-asetil-transferaz  yoluyla metabolize edilir. Klonazepamin
eliminasyonuna geldikde, saglikli yetiskinlerde yarilama omiir degerleri 17-56 saat,
enzim indiikleyici AEI kullanan eriskin hastalarda 12-46 saattir (Patsalos ve Bourgeois,
2014).

Klonozepam diger benzodiazepinlerinkine benzer bir farmakolojik profile sahip
olup, anksiyolitik, yatistirici ve serotoninerjik ozellikleri var olmaktadir. Klonazepam,
merkezi serotonin sentezini uyarark GABA iletimini kolaylastirir. Klonazepamin
yiiksek baglanma afinitesi olup, nobetler disinda gesitli klinik durumlarda da etkinlige
sahiptir (Gananga vd., 2002). Klonazepam, tiikiiriik salgisinda artisa neden
olabileceginden {ikiiriik artisinin solunum zorluguna neden oldugu hastalarda dikkatle
kullanilmalidir (Venable ve Jenkins, 2009).Sedasyon, yorgunluk, depresyon, uyusukluk,
ataksi, konusma, bas donmesi, sinirlilik, asir1 uyarilma, agiz kurulugu advers etkileridir.
Kronik kullanimda yoksunluk sendromu, solunum depresyonu, 6zellikle asir1 dozda
santral sinir sistemi depresanlari ile birlikte alindiginda, nadiren karaciger fonksiyon
bozuklugu, bobrek fonksiyon bozuklugu, kan bozukluklar1 gibi hayati tehdit eden
etkileri de vardir (Patsalos ve Bourgeois, 2014).

2.3.3. Ugiincii jenerasyon antiepileptik ilaclar

2.3.3.1. Felbamat

Felbamat (2-fenil-1, 3-propandiol dikarbamat), C;3;H14N12014 formiiliine sahip,
erime noktas1 151-152°C olan ve suda nispeten ¢oziinmeyen beyaz kristal bir tozdur.
Lennox-Gastaut sendromunda (ek tedavi) kismi ve sekonder jeneralize ndbetlerin
tedavisinde kullanilmaktadir. Sodyum kanallarinin blokaji, GABA 4 aracili inhibisyonun
gliclendirilmesi ve N-metil-D-aspartat (NMDA) aracili tepkilerin antagonizmast ile etki
etmektedir. Karaciger toksisitesi ve aplastik anemi felbamatin ciddi advers etkileridir

(Leppik ve White, 2009).

2.3.3.2. Gabapentin

Gabapentin 171,24 molekiiler agirliga sahip, suda serbest¢e ¢Oziinen amorf bir
kristalin maddedir. Baslangigta bir spazmolitik ajan olmasi amacglanmasina ragmen,
epilepsiyi tedavi etmek igin gelistirilmistir. Ilk olarak gabapentin, 1993 yili sonunda, 12

yasin lizerindeki hastalarda sekonder jeneralize olan veya olmayan parsiyel ndbetlerin

13



tedavisi i¢in yardimc1 madde olarak 1993 yilinin sonunda ABD Gida ve Ilag Idaresi
(FDA) tarafindan onaylanmasinin ardindan 2002 yilinda, Amerika Birlesik
Devletlerinde postherpetik nevraljinin tedavisi i¢in de onaylanmistir (Mclean ve Gidal,
2010,). Gabapentinin, sedasyon ve yorgunluk, bas dénmesi, kilo alimi, ataksi, bas
agrisi, titreme, mide bulantis1 ve diplopi gibi advers etkileri goriilmektedir (Somerville

ve Michell, 2009).

2.3.3.3. Lamotrijin

Lamotrijin (3,5-diamino-6- (2,3-diklorofenil) -1,2,4-trizin formiiline sahip
256,09g/mol molekiiler agirlikli antiepileptiktir. Hiicresel etki mekanizmasi hem voltaj
hem de kullanima bagli néronal sodyum kanallarinin blokaj1 ile olan lamotrijin kismi
nobetler, primer jeneralize tonik-klonik nobetler ve genel Lennox-Gastaut sendromu
nobetlerinin tedavisinde kullanilmaktadir (Gilliam ve Gidal,2011). Bas donmesi, ataksi,
uyku hali, bas agrisi, diplopi, bulanik gérme, hafif bulanti ve eklem veya sirt agrisi

lamotrijinin sik goriilen advers etkilerindendir (Sadock ve Sadock,1933).

2.3.3.4. Levetirasetam

Levetirasetam ((S)-alfa-etil-2-okso-1-pirolidin asetamid) CgH14N,0O, formiiliine ve
170,21 molekiiler agirliga sahip beyaz kristal tozdur (Patsalos ve Bourgeois,
2014).Levetirasetam ©nce 1999°da ABD ve 2000°de Avrupa’da onaylanmasinin
ardindan 2006'da Kanada’da eriskin epilepsi hastalarinda kismi baslangi¢cli nébetlerin
tedavisinde ek tedavi olarak kullanilmistir. O zamandan beri, fokal nobetlerde
monoterapi olarak, kismi ve genellestirilmis ndbet tiplerindeyse ek tedavi olarak
kullanilan, genel olarak, tiim yas gruplarina uygun bir AEI olarak kendini kanitlamistir.
Levetirasetamin ana mekanizmast biiylik olasilikla kalsiyum ve elektrolitlerin
elektriksel wuyarilabilirligini belirledigi sinir kanallarimi etkilemesi ve inhibitor
norotransmitter GABA nin baskilanmasimi gergeklestirmesi olduguna dair kanitlar var
olmaktadir. Levetirasetam viicut tarafindan hizla emilir, karaciger metabolizmasi yoktur
ve bobreklerden atilmaktadir. Levetirasetam kullanimi sirasinda yorgunluk, bas
donmesi, goz titremesi (nistagmus), bazi1 durumlarda, alerjik reaksiyonlar ve dokiintiiler

gibi yan etkileri de goriilebilmektedir (Pohlmann-Eden ve Steinhoff, 2014).
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2.3.3.5. Okskarbazepin

Okskarbazepin  10,11-dihidro-10-okso-karbamazepin formiiliine ve 252,28
molekiil agirhigina sahip, suda ¢ok diisiik bir ¢oziiniirliigii olan bir lipofilik bilesiktir.
Kimyasal ve yapisal olarak karbamazepine benzemesine ragmen biyotransformasyonlari
tamamen farklidir. Okskarbazepin ilk olarak 1900 yilinda Danimarka'da tanitilmasinin
ardindan diinya ¢apinda 31 iilkede monoterapide ve kismi nobetler, sekonder jeneralize
nobetler ve birincil jeneralize tonik klonik nobetler i¢cin ek tedavi olarak
kullanilmaktadir. Okskarbazepin, aktif bir monohidroksi tiirevine (10-hidroksi-
karbazepin) indirgenerek hizla metabolize olur ve bu metabolitin de ilacin antiepileptik
etkisinden sorumlu oldugu diistiniilmektedir (Schachter, 1999). Okskarbazepinin advers
etki profili karbamazepine benzer olup, uyku hali veya sedasyon, bas agrisi, bas
donmesi, ataksi, kusma, bulanti, yorgunluk, ve diplopi en sik goriilen advers etkileri

olmaktadir (Garnett vd., 2006).

2.3.3.6. Topiramat

Topiramat, 2 yas ve {stii hastalarda kismi baslangi¢li primer jeneralize tonik-
klonik nobetlerin tedavisinde monoterapide kullanilan antiepileptiktir. Monoterapi
disinda, 2 ila 16 yaglar1 arasindaki yetiskinler ve pediatrik hastalarda kismi baglangigh
nobetler veya primer jeneralize tonik-klonik ndbetlerin tedavisinde; 2 yas ve iizeri
hastalarda Lennox-Gastaut sendromu ile iliskili nobetlerin tedavisinde ek tedavi olarak
da kullanilmaktadir. Topiramat migren hastaliginin tedavisinde de (http-1). Topiramat
sodyum ve kalsiyum kanalimi bloke edici aktiviteye sahip, GABA aktivitesini
kuvvetlendiren ve glutamat salinnmini inhibe eden genis spektrumlu bir AEDdir.
(Snozek vd., 2012). Topiramatin siirekli kullanimi sirasinda tolerans gelisebilir. Merkezi
sinir sistemi veya karbonik anhidraz inhibisyonu ile iliskili olarak bazi advers etkiler
gorlilebilmektedir. Yorgunluk, uyku hali, bas donmesi, ataksi, konfiizyon, disinda
diplopia, bulanik gérme ve akut kapali acili glokom gibi goérsel rahatsizliklar

topiramatin olas1 advers etkileridir (Kanous ve Gidal, 2004).

2.3.3.7. Zonisamid

Zonisamid (1,2-benzisoksazol-3-metansiilfonamid), eriskin epilepsi hastalarinda

kismi nobetlerin tedavisinde ek tedavi olarak kullanilmaktadir. Etki mekanizmasi kesin
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olarak bilinmese de, sodyum kanallarini bloke ederek gecici i¢c akimlari (T-tipi Ca*
akimlar1) azaltmasi, bdylece ndronal membranlar1 stabilize ederek noronal
hipersenkronizasyonu bastirdigi diistiniilmektedir. Zonisamid, kimyasal olarak bir
siilfonamid olarak siniflandirildig: i¢in bu ilaglara alerjisi olan hastalara verilmemelidir
(Phelps vd., 2006). Zonisamidle tedavi kapsiil seklinde ve giinde 50 ila 100 mg'lik bir
dozda baslatilmalidir. Iki hafta sonra, doz 200 mg'a yiikseltilebilir. Daha sonra giinde
300 ila 400 mg'a cikarilabilir. Zonisamidin emilimi iyi olup yiyeceklerle birlikte
alinmasinin biyolojik olarak kullanilabilirligi iizerinde higbir etkisi yoktur. Zonisamid,
eritrositlere yogun bir sekilde baglanmaktadir. Zonisamidin eliminasyon yar1 Omrii,
plazmada 63, ve eritrositlerde ise yaklagik 105 saattir. Zonisamidin yan etki profili,
topiramatinkine ¢ok benzer olup, uyku hali, halsizlik, ataksi, anoreksi, kilo kayb,
konsantre olma zorlugu, hafiza ile ilgili zorluk, bulanti, kusma ve zihinsel yavaslama
gibi etkileri sik goriilmektedir. Depresyon ve psikoz, psikomotor yavaslama,
konsantrasyon zorlugu, konusma veya dil problemleri, 6zellikle kelime bulma zorluklari

zonisamidin merkezi sinir sistemi ile ilgili advers etkileridir (Phelps vd., 2006).

2.3.3.8. Lakozamid

Lakozamid 2-asetamido N-benzil-3 metoksipropionamidin R-enantiyomeri olup,
potansiyel antikonviilsan 6zelliklere sahip olacak sekilde 6zel olarak tasarlanmis bir
fonksiyonellestirilmis amino asit smnifina aittir. Lakozamid yetiskinlerde kismi
kompleks ndbetlerin tedavisinde ek tedavi olarak kullanilan yeni nesil AEI’dir. Aslinda
spesifik bir antiepileptik olarak sentezlenen lakozamidin sonradan diyabetik noropati ile
iligkili agrin1 azaltilmasi dahil olmak {izere bir ¢ok ilave farmakolojik 6zelliklere sahip
oldugu belirlenmistir. Lakozamidin iki ana etki mekanizmas: bilinmektedir. Ilk
mekanizmasi hizli inaktivasyona miidahile etmeden segici olarak voltaj kapili sodyum
kanallarmin yavas inaktivasyonunu arttirmaktir. Ikinci etki mekanizmasi ise kollapsin
cevap mediatdr protein 2'yi inhibe ederek, kronik epilepside olusabilecek noronal
biiylimeyi inhibe etmektir (Sheth ve Abram, 2011). Lakozamitin biyoyararlanimi
yiiksektir; hizla emilir ve emilim oran1 ve derecesi yiyeceklerden etkilenmemektedir
(Chung, 2010). Tlag-ilag etkilesimleri icin diisiik bir potansiyele sahiptir. Bu giine dek
yapilan klinik c¢alismalarda kontrolsiiz kismi baslangicli ndbetleri olan hastalarda
genellikle 1y1 tolere edilerek nobet sikliginin azaltilmasinda yardimci tedavi olarak

etkinligi faydali bir farmakolojik tedavi secenegi olabilecegini gdstermektedir (Ben-
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Menachem, 2015). Lakozamidin akut nobetlerin tedavisinde faydali oldugu bilinse de,
status epileptikustaki calismalar halen devam etmektedir. Bas donmesi Lakozamid
kullaniminda en sik goriilen advers etkidir. Bulanti ve kusma gibi mide-bagirsak

rahatsizliklar1 da gériilmektedir (Sheth ve Abram, 2011).

2.3.3.9. Vigabatrin

Vigabatrin  4-amino-5-heksemoik asit igeren bir anti-epileptik ilag olan
Vigabatrin, serebral inhibitor ndrotransmiter GABA'nin ana katabolik enzimi olan
gama-aminobiitirik asit aminotransferazin geri doniisii olmayan bir inhibitoriidiir
(Rasmussen vd., 2015; Sander vd., 1991). Vigabatrin, oral uygulamadan sonra hizli bir
sekilde emilmekte ve 1-2 saat i¢inde en yiikksek konsantrasyonlara ulagsmaktadir.
Biyoyararlanimi yaklasik %80'dir ve gida alimi biyoyararlanimini etkilemez. Vigabatrin
bobrek atilimi ile elimine edilir ve ilk dozun %70' idrarda elimine edilmektedir.
Serumdaki vigabatrinin eliminasyon yari omrii 6-8 saattir (Nikanorova vd., 2011).
Vigabatrin, kullanimi1 sirasinda sedasyon ve yorgunluk gibi advers etkiler
goriilebilmektedir. Daha 6nce psikoz Gykiisii olmayan, ilaci alan hastalarin %5'inde
vigabatrine bagli ajitasyon, sinirlilik, depresyon veya psikoz goriilmiistiir (Kanous ve
Gidal, 2004).

2.3.3.10. Eslikarbazepin asetat

Eslikarbazepin  asetat, (S)-10-asetoksi-10,11-dihidro-5H-dibenz[b,f]lazepin-5-
karboksamid, 296,32 molekiil agirligina ve ampirik bir C17H16N203 formiiliine sahip,
beyaz-beyaz kristal tozdur (Patsalos, 2014). Eslikarbazepin asetat karacigerde
farmakolojik olarak aktif metaboliti olan eslikarbazepine hizla metabolize edilir. Renal
yolla elimine olur ve eliminasyon yar1 6mrii 12-20 saattir (Panayiotopoulos, 2010).
Eslikarbazepin kismi baglangicli (fokal) ndbetler i¢in ek tedavi ve monoterapi olarak
onaylanan yeni antiepileptiktir. ilacin etki mekanizmasi voltaj kapili sodyum
kanallarinin yavasga inaktive edilmesini arttirmak ve daha sonra hizli halka néronlarin
aktivitesini azaltmak seklindedir. Zayif bir enzim indiikleyicisi olup sitokrom P450
2C19'u inhibe etmektedir (Galiana vd., 2017). En sik goriilen advers etkiler doza
bagimli gelisen hafif-orta siddette bas donmesi, bas agrisi, diplopi, uyku hali gibi
etkilerdir (Elger vd., 2009).
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2.3.4. Antiepileptiklerle Indiiklenen Hepatotoksisite

Epilepsili hastanin uzun dénem tedavisinde AEI’lerin toksisitesi sinirlayici bir
faktor olabileceginden doktor, bu ajanlarin olas1 akut, kendine 6zgii advers etkilerinin
farkinda olmalidir. AEI’lerin advers etkileri merkezi sinir sisteminin yani sira endokrin,
gastrointestinal ve immiin sistemde de goriilmektedir. Genellikle asir1 doz kaynakli
AED’lerin akut toksisitesi sonucu daha az siklikla alerjik veya kendine 6zgii bir
reaksiyona sekonder durumlar goriilmektedir. Merkezi sinir sistemindeki akut toksisite
belirtileri genellikle ila¢ dozu agirlik ya da ilag dozu-plazma konsantrasyon iligkileri
temelinde tahmin edilebilmektedir (Bruni, 2002).

Diger ila¢c gruplar1 gibi antiepileptiklerin de birgok advers etkileri oldugu
bilinmektedir. Yaygin olarak kullanilan baz1 antikonviilsan ajanlarin (valproat, fenitoin,
karbamazepin) idiyosenkratik kaynakli karaciger hasarina yol a¢tigi bildirilmistir (http-
2). Tarihte 1970'lerde ve 1980'lerde Danimarkali yetkililere bildirilen genis bir ilag
kaynakli hepatotoksisite vaka serisinde, raporlarin %8,3'ii AEI'dir. 20 y1l boyunca Yeni
Zelanda’da da ilaca bagli hepatotoksisite %6,8 siklikla bu ilaglarla iligkilendirilmistir
(Bjornsson, 2008).

AEl’ler akut karaciger yetmezligine neden olarak &liim veya karaciger
transplantasyonuna yol acan c¢ok ciddi ilaglar sirasinda olabilmektedirler. AEI'n neden
oldugu hepatotoksisitenin arkasindaki mekanizmalar net olarak bilinmemektedir.
Hepatotoksisitenin arkasindaki patofizyolojik mekanizmalar hakkinda ¢ok sinirlt bilgi
bulunmaktadir. Epilepsi ilaglarmin reaktif metabolitleri, baz1 durumlarda, dogrudan
sitotoksisite ve karaciger hiicre nekrozuna yol acarken, bazi durumlarda ise
immiinoalerjik mekanizmalar1 indiikleyen neoantijen olusumuna yol acabilmektedir.
(Pandit vd., 2012; Bjornsson, 2008). Siddetli karaciger hastaligi olan kisilerde bu durum
AEl’lerin serum proteinlerine baglanma kapasitesini etkileyerek toksisite riskini
arttirmaktadir. Bu nedenle, bu hassas popiilasyonda en uygun AE[l'in segilmesi son
derece 6nemlidir (Vidaurre vd., 2017). AEi'abagli olusan hepatotoksisiteyi dnlemek i¢in
bazi durumlarda ilacin dozunu azaltmak yeterli olurken, bazi durumlarda ise diisiik
dozlarda bile ila¢ kullanimini devam ettirmek giivenli olmamaktadir ( Ahmed ve
Siddigi, 2005). Fenitoin, karbamazepin veya valproat gibi klasik AE’ler ¢ogunlukla
hepatik metabolizma yoluyla elimine edildiginden bu ilaglarin kullanimi karaciger

yetmezligi olan hastalarda problemlere neden olabilmektedir (Asconape, 2014).
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Karaciger enzimlerden AST, ALT veya safra akis kolestazinda alkalin fosfataz
(ALP) ve gama-glutamil transferaz (GGT) tikanikligi hepatoseliiler hasarin belirleyici
olarak kabul edilmektedir. Karbamazepin, fenobarbital ve fenitoin gibi antiepileptikler
giiclii enzim indiikleyici, topiramat ise enzim indiikleyici Ozellikleri zayif bir
antiepilepktikdir. Birka¢ haftadan bir aya kadar bu enzim indiikleyicilerinden biriyle
tedavi sonucunda, ALT, AST, ALP ve GGT' diizeylerinde ylikselme goriilebilmektedir.
Spesifik olmayan bir karaciger hastaligi belirteci olan GGT diizeylerinde,
antiepileptiklerle tedavi sirasinda yine sik sik yiikselme goriilebilmektedir. Valproik asit
hari¢, diger antiepileptikler genelde yiiksek amonyak seviyelerine yol agmamaktadir.
Valproik asit tedavisi sirasinda serum amonyaginda iki ila {i¢ kat yiikselme ortaya
cikabilir ve bu genellikle 6nemsizdir. Bu ylikselme muhtemelen, azalan mitokondriyal
asetil CoA sentezinden kaynaklanir, bu da karbamoil fosfat sentetazin aktivatorii olan
N-asetilglutamatta bir azalmaya yol agmaktadir (Ahmed ve Siddigi, 2005). Kismi ve
tonik-klonik nébetlerin tedavisinde kullanilan ve gii¢lii bir antikonviilsan ajan olan
karbamazepin, karacigerde graniiloma olusumuna, kolestatik ve hepatoseliiler hasara
yol acabilmektedir (Pandit vd., 2012; Morales-Diaz vd., 1999). Valproik asit ise
hastalarin %20'sinde herhangi bir karaciger enziminin yiikselmesine sebep olabilmekte
ve karaciger transaminazlarin yilikselmesine yol acarak karaciger fonksiyonunu

bozmaktadir (Pandit vd., 2012; Longin vd., 2002).

2.4. Hepatotoksisite ile Tlgili Genel Bilgiler

Karaciger viicudumuzda ¢ok 6nemli fonksiyonlar1 yerine getiren, diger organ ve
sistemlerin normal fizyolojisini siirdiirebilmesi icin gerekli temel organdir. Insan
karacigeri oksidasyon, konjugasyon, izomerizasyon, hidrasyon ve baska yollarla
karbohidrat, protein ve yaglarin metabolizmasini kontrol ederek sindirim ve dolagim
sistemi lizerinde etki etmektedir. Cesitli farmasotik ilaglar, besin takviyeleri ve birgok
kimyasal maddeler karacigerde akut ve ya kronik olmakla siroz, hepatit, kolestatik
sarilik, karaciger kanseri gibi ciddi hastaliklara yol agabilmektedirler. Karaciger
hasarlar1 — hepatotoksisite, hepatotoksisiteye yol acan kimyasallara ise hepatotoksinler
ad1 verilmektedir (Pandit vd., 2012; Thompson vd., 2017).

Siddetli karin agrisi, bulant1 veya kusma, zayiflik, yorgunluk, yiiksek bilirubin
diizeyine bagl olarak cildin, gdzlerin ve mukoza zarlarinin sararmasina neden olan

sarilik (ikterus) goriiniimii, dokiintiiler, kasinti, ayaklarin ve bacaklarin sismesi, acik
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renkli digk1 ve koyu renkli idrar, kisa siirede anormal ve hizli kilo alim1 gibi semptomlar
var ise hepatotoksiste sdz konusu olmaktadir. Hepatotoksisite sirasinda gelisen olasi
karaciger hasarlar1 arasinda bolgesel nekroz, hepatit, kolestaz, steatoz, graniilom,
vaskiiler lezyonlar, neoplazma ve veno-okluziv gibi hastaliklar yer almaktadir (Singh
vd., 2011).

Bolgesel nekroz karaciger lobiiliiniin bir bolgesi ile smirli olup ¢ok yiiksek
diizeyde ALT diizeyi ve akut karaciger yetmezligine yol agan karaciger fonksiyon
bozuklugu olarak kendini gostermektedir (Singh vd., 2011).

Bolgesel nekroza parasetamol ve karbon tetraklorid gibi eksojen maddeler neden
olmaktadir (Boyd ve Bereczky, 1966; Mochizuki vd., 2009). Bunun disinda
amatoksinler, RNA sentezinin inhibisyonuna bagli protein sentezinin kesilmesine ve
bunun sonucu olarak karacigerin nekrozuna neden olmaktadir (Vetter, 1998).

Hepatit ise inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu ile iliskili bir hepatoseliiler nekroz
olup, viral, fokal ve kronik olmak iizere ii¢ kategoride karakterize edilmektedir (Singh
vd., 2011). Halotan immiin aracili hepatotoksisitenin bir 6érnegi olup hem hayvan hem
de insan c¢alismalarinda, hepatite neden oldugu bildirilmistir (Murray vd., 2008).
Izoniazid, asetaminofen, bromfenak, nevirapin, ritonavir, troglitazon ve fenitoin gibi
maddeler akut hepatite neden olan ajanlar sirasinda yer almaktadir (Kaplowitz, 2004;
Saukkonen vd., 2006).

Kronik hepatit klinik, serolojik ve histolojik ag¢idan otoimmiin hepatite benzer
olup, dantrolen, diklofenak, metildopa, minosiklin ve nitrofurantoin gibi ajanlardan
kaynaklanmaktadir (Singh vd., 2011; Kaplowitz, 2004).

Kolestaz etiyolojisi ile iliskili olarak anjiyotensin doniistiiriici  enzim
inhibitorleri, sulindak, klorpromazin, eritromisin ve amoksisilin gibi maddeler kolestaza
neden olmaktadir. Kolestaz tip karaciger hasar1 sarilik, kasinti ve safra akisi
bozukluklarina yol agmaktadir (Singh vd., 2011; Kaplowitz, 2004).

Steatoz veya karaciger yaglanmasi, obezite, insiilin direnci ve muhtemelen
trigliserit metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Ilag kaynakli steatoz
vakalariin ¢ogu geri doniisiimliidiir (Saukkonen vd., 2006). Steatoz tip karaciger hasari
trigliserid birikimi olarak ortaya ¢ikarak mikrovezikiiler ve makrovezikiiler karaciger
yaglanmasina neden olmaktadir. Mikrovezikiiler steatoza aspirin, ketoprofen,

tetrasiklin, niikleozid ters transkriptaz inhibitorleri ve valproik asit yol agabilirken,
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makrovezikiiler steatoza asetaminofen ve metotreksat gibi maddeler yol agmaktadir
(Singh vd., 2011).

Hepatik graniilomlar1, periportal veya portal alanlarda bulunan graniilomlar ile
iliskili olup sistemik wvaskiilit ve hipersensitivitenin Ozelliklerini gostermektedir.
Allopurinol, sitilfonamidler, pirazinamid, fenitoin, izoniazid, penisilin ve kinidin gibi
ilaglar graniilom tip karaciger hasarina yol agmaktadirlar (Singh vd., 2011; Chang ve
Schiano, 2007).

Kemoterapotik ilaglar anabolik steroidler vaskiiler endotele zarar vererek vaskiiler
lezyonlara neden olabilmektedirler. Vinil klorid, anabolik steroidler, arsenik ve torotrast
gibi toksinlere uzun siire maruz kalinmasi sonucunda hepatoseliiler karsinom,
anjiyosarkom ve karaciger adenomlar1 gibi neoplazmalar gelise bilmektedir. Karaciger
damarinin tikanmasi karacigere giden kan akisini engellemesi sonucu veno-okluziv
karaciger hasaria neden olmaktadir. Pirolizidin alkaloidleri, busulfan ve siklofosfamid

veno-okluziv hasara yol agan ajanlardir (Singh vd., 2011).

2.4.1. Tlaglarla indiiklenen hepatotoksisite

Olumsuz ilag reaksiyonlar1 karaciger hasarinin 6nemli nedenlerinden biri
olmaktadir. ABD'de akut karaciger yetmezliginin en sik nedenleri ilag kaynakli
hepatotoksisitedir. Karaciger, ilaglarin birgogunu metabolize etmekten sorumlu
oldugundan, ilaca bagli hasarin ana hedefi bu organ olmaktadir. Anestezikler, antikanser
ilaclar, antibiyotikler, anti tiiberkiiloz ajanlar, antiretroviraller ve kardiyak ilaglar dahil
olmak tizere birgok farmakolojik ajan karaciger hasarini indiikleyebilmektedir (David
ve Hamilton, 2010). Bazi ilaglar terapotik dozlarda kullanildiginda bile
hepatotoksisiteye yol agabilmektedir. Ilaca bagl karaciger hasari yalnizca ilacin ana
bilesiginden degil; dogrudan ya da dolayli olarak reaktif metabolitlerin olusumu yoluyla
da ortaya ¢ikmaktadir (Singh vd., 2011; Jaeschke vd., 2012).

llaglar hepatositlerde biyotransformasyon ile daha hidrofilik hale gelerek idrar
veya safrayla atilmaktadir. Karacigerde ilaglarin ugradigi kimyasal degisiklikler iki
biiyiik gruba ayrilmaktadir. Birinci grup faz I reaksiyonlar1 yani oksidatif, rediiktif ve
hidrolitik reaksiyonlari, ikincisi ise enzimatik sentezle ilaclara genellikle polar yapilarin
baglandig1 faz II reaksiyonlari; glukronat ve ya siilfat ile konjugasyon ve asetilasyon,
metilasyon reaksiyonlaridir.  Endoplazmik retikulumda Faz 1 reaksiyonlarn ile

metabolize olan ilaglar ayn1 yerde ya da aym hiicrenin sitozol kisminda biiyiik dl¢iide

21



P450 izoform (CYPler) enzimleri ile art arda konjuge edilmektedir. P450 enzim sistemi;
disaridan alinan ilaglar, kimyasal maddeler, ensektisidler, petrol tirlinleri gibi maddeleri
metabolize eden sistemdir. Faz I reaksiyonlari sonucunda olusan metabolitler genellikle
Faz II reaksiyonlarinin substratlar1 olmaktadir. Faz II reaksiyonlari sayesinde ilag
molekiilleri inaktif hale gelerek idrar veya safra ile atilabilen, suda ¢ozliniir metabolitler
haline déniistiiriilmektedirler (Ozdemir ve Karakurt, 2016; Yiiksel, 2001).
Hepatotoksisiteyi sinirlamak i¢in, Faz I {riinlerinin iiretim orani, karacigerin bunlari
etkisiz hale getirme kapasitesini agsmamalidir. Faz II konjugasyon reaksiyonlarindan
sorumlu bilesiklerin tiikkenmesi veya eksikligi, toksik metabolitlerin birikmesine neden

olabilmektedir (David ve Hamilton, 2010).

2.4.2. 1laca bagh karaciger hasarinin mekanizmalar

lag kaynakli karaciger hasari ilaglarmn piyasadan c¢ekilme nedenlerin biri
olmaktadir (Holt ve Ju, 2006). Bu geri ¢ekilmeler, ilaca ihtiyag duyan hastalar i¢in
acmaktadir (Aulbach ve Amuzie, 2017). Pazarlama icin onaylandiktan sonra
kesfedilen hepatotoksisite sebebiyle, trovafloksasin ve tolkapon dahil olmak iizere
birgok ilacin kullanimini sinirlanmustir (http-3).

Bazi ilaglar hakkinda karacigerde hasara neden oldugu konusunda bir¢ok vaka
raporlart mevcuttur. Bu vaka raporlar1 klorpromazin, halotan, izoniazid ve amoksisilin-
klavulanat gibi bir¢ok ilacin hepatotoksisiteye neden oldugu hakkinda bilgi saglamistir.
Bazi ilaglar ise yillarca pazarlanmasina ragmen, hakkinda sadece bir tek vaka raporu
veya ¢ok az karaciger hasari raporu yaymlanmistir (Bjornsson, 2016).

Hepatotoksisite mekanizmalarmi incelemek i¢in genelde, asetaminofen
kullanilmaktadir. Asetaminofen terapotik dozlarda giivenli olan, fakat asir1 dozda,
sentrilobiiler hepatik nekroz olusturarak akut karacier yetmezligine yol agabilen
popiiler bir analjeziktir. (Holt ve Ju, 2006). Asetaminofenin yaklasik %90°1 karacigerde
glukuronid (%40-67), siilfat (%20-46) veya sistein (%3) ile konjuge edilerek aktif ve
zararli olmayan metabolitlere doniistiiriilmektedir. %10’luk kisim ise, sitokrom P450
enzim sisteminin CYP2E1, CYP1A2, CYP3A4 ve CYP2A6 alt gruplar tarafindan
oksitlenerek yiiksek miktarda toksik olan n-asetil-p-benzokinonimine (NAPQI)

metabolize edilmektedir (Bertolini vd., 2006). Bu metabolit asetaminofenin doz agimi1
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zamani glutatyonu tiiketir ve hiicre proteinlerine kovalent baglanmay1 baslatir. Bunun
sonucunda kalsiyum homeostazi, mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres
geliserek hiicresel hasar ve oOliime yol agabilir. Birgok ilaca bagli hepatotoksisite
orneginde, hepatosit hasariin, diger hiicrelerin aktivasyonunu tetikledigi ve bu
durumun, bir iltihabi reaksiyonu veya adaptif bir immiin yanit1 baglattig1 bilinmektedir
(Holt ve Ju, 2006).

Karacigerde ilaca bagh toksik etkiye yol agan mekanizmalar genel olarak: Tip A
intrinsik ve Tip B idiyosenkratik mekanizmalar olarak gruplandiriimaktadir. Intrinsik
mekanizma doza bagimli olarak gelismektedir. Onceden tahmin edilebilmekte ve
genellikle asirt dozlarda ortaya ¢ikmaktadir. Direkt olarak hiicre ve organellerde hasara
neden olabilmektedir. Metobolik yollarla ve ya immiin mekanizma tizerinde in direkt
etki etmektedir. Idiyosenkratik mekanizma ise doza bagli olmaksizin, énceden var olan
karaciger hastaliklari, yas, cinsiyet, genetik ve cevresel faktorlerden kaynakli ortaya
cikmaktadir. Sik goriilmekte ve neredeyse tiim ilag siniflar1 idiyosenkratik tip
hepatotoksisiteye yol agabilmektedir (Arici, 2008; David ve Hamilton, 2010).
Idiyosenkrazi, klinik dzelliklerin varligina bagl olarak alerjik veya alerjik olmayabilir.
Alerjik hepatotoksisite immiin aracilikli olup ates, dokiintii ve adaptif bagisiklik sistemi
ile ilgili diger semptomlar gosteren klinik 6zellikleri vardir (Kaplowitz, 2004).

flag kaynakli karaciger hasarinin ana kategorileri genellikle hepatoseliiler,
kolestatik ve ya karma (hepatokolestatik hasar) olarak siniflandirilmaktadir. Akut
hepatit (hepatoseliiler hasar) serum aminotransferaz diizeyinin artmasi sonucu
gelisebilmektedir (Ersoy, 2012; Goktas vd., 2014).Bir hepatoseliiler hasar artisi
kolestatik hasara yol agmaktadir. Hepatokolestatik hasar ise hepatoseliiler ve kolestatik
hasarlarin klinik 6zelliklerini kendinde tasimaktadir (Holt ve Ju, 2006).

[lag kaynakli karaciger hasarinda éne siiriilen 5 temel mekanizma s6z konusudur

(Arict, 2008).

2.4.2.1. Hiicre ici iyon dengesinin bozulmasi
Faz I reaksiyonlarinda gorev alan sitokrom P450 enzimleri aracilifiyla ilaglarin
kovalent bag ile intraseliiler proteinlere baglanmasi sonucu hiicre i¢i kalsiyum dengesi

bozulur. Bu durum hiicrede sisme, zarda parcalanma ve hiicre yikimina yol agmaktadir

(Arici, 2008).
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2.4.2.2. Safra kanali hasar

Safra kanalikiil membranindaki tasiyici (transport) proteinleri etkileyen ilaglar
safra akisin1 bozabilir. Safra tuzlaria baglanan veya onlarin transportunu engelleyen
ilaclar safra sekresyonundan sorumlu bolgedeki aktin liflerinin yikimina neden olarak

safra sekresyonuna engel olup kolestaza neden olmaktadir (Arici, 2008).

2.4.2.3. Apoptozis

Safra asitlerinin hiicre igindeki birikimi sonucu apoptozis gelisebilmektedir.
Immiin sistem sitokinleri hiicre zedelenmesi durumunda uyarilarak aktiflesir ve hiicre

i¢i kaspazlari tetikleyerek apoptozisi tetiklemektedir (Arici, 2008).

2.4.2.4. Immiin mekanizma

Karaciger hem dogustan gelen, hem de adaptif bagisiklik sistemi bilesenlerini
icermektedir. Ilaclar kiiciik molekiiller oldugu i¢in genelde immiin cevap olusturmazlar.
Ancak biyotransformasyon sonucu p450 enzim reaksiyonlari sirasinda olusan biyoaktif
ilag metabolitleri hiicre proteinlerine baglanarak antijen sunan hiicreler iizerinde doku
uyumu kompleksinin molekiillerine maruz kalmaktadir. Bunun sonucunda “adduct
“denilen antijen gibi algilanan bilesikler olustururlar. Bu bilesiklerin hepatosit ylizeyine
taginmast ile antikor olusumu ve humoral immunite uyarilmaktadir. Bu etkilesim
hepatosite yonelik bagisiklik yanitini tetiklemektedir (David ve Hamilton, 2010; Arici,
2008).

2.4.2.5. Mitokondriyal disfonksiyon

[laca bagl mitokondriyal disfonksiyona katkida bulunan dogrudan mitokondriyal
DNA’y1 etkileyen, yag asitlerinin beta oksidasyonunun inhibisyonu, solunum zinciri
enzimlerinin inhibisyonu gibi ¢esitli mekanizmalar vardir. Serbest yag asitleri
metabolize olamaz ve bunun sonucunda laktat ve reaktif oksijen tiirlerinin seviyeleri
artar. Bu radikaller mitokondriyal DNA’y1 zedeler (David ve Hamilton, 2010; Aric,
2008).

Bazi ilaglar karacigerdeki mitokondriyal fonksiyonu ciddi sekilde degistirerek,
hipoglisemi ve ensefalopati ile iligkili, potansiyel olarak siddetli bir lezyon olan
mikrovezikiiler steatozu indiikleyebilir. Bunun yani sira bazi hastalarda mitokondriyal
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disfonksiyon yoluyla ilaca bagh laktik asidoz ve rabdomiyoliz gibi karaciger hasar1 da
gelismektedir. Ilag kaynakli mitokondriyal disfonksiyonun neden oldugu karaciger
hasar1 klinik c¢alismalarin erken donemini veya pazarlama sonrasi ilag alimini
tetikleyebildiginden, klinik oncesi giivenlik ¢alismalar1 sirasinda saptanmalidir. Yeni
gelistirilen ilaglarin mitokondriyal yag asidi oksidasyonu (FAQO) ve oksidatif
fosforilasyon (OXPHOS) siirecini etkileyip etkilemedigini, hepatik mitokondriyal
DNA'y1 (mtDNA) tiiketip sizmadigin1 veya mitokondriyal gegirgenligi tetikleyebildigini

belirlemek i¢in birkag in vitro ve in vivo inceleme yapilmaktadir (Labbe vd., 2008).

2.4.3. 1laglarin neden oldugu karaciger hasarim etkileyen risk faktorleri

Karaciger hasarinin olusmasma ilacin kimyasal oOzellikleri, ¢evresel faktorler
(6rnegin, es zamanh ilag veya alkol kullanimi), yas, cinsiyet, diger hastaliklar (6rn, HIV
veya diyabet) ve genetik faktorler (ilacin karacigerde metabolizma, detoksifikasyon ve
tasinmasini kontrol eden genler) gibi risk faktorleri de etki etmektedir (Kaplowitz,
2004). Yeni doganlar, bebekler, ergenler ve yetigskinler arasinda ila¢ toksisitesine
yatkinlik farmakokinetik siireclerin yasa bagli olgunlagsmasindan kaynakli farklilik
gdsterebilmektedir. Ornegin karacigerde biyokimyasal olaylar1 gergeklestiren ve aymi
zamanda ¢ogu ilact metabolize eden CYP 450 izoenzimleri dogum sirasinda bebeklerde
yetiskin insan degerlerinin sadece %350'sidir, fakat ilk aylarda bu degerler hizla
degismektedir (Ferrajolo vd., 2010). Genellikle ¢ocuklarin ilaca bagli hepatotoksiste
icin daha diislik risk altinda olmalarina ragmen, viral tedavide kullanilan valproat ve
aspirinin ¢ocuklarda hepatotoksisite gelistirme riskini artirdig1 bilinmektedir (Fisher vd.,
2015).

40 yasindan biiytik kisiler, ilag atilimi1 ve ayni anda birden fazla ila¢g alimindan
dolayr normal olarak karaciger hasarina daha duyarli olmaktadir Yag gibi cinsiyet de
ilaca bagli karaciger toksisitesine olan duyarliligi etkileyebilmektedir. Kadinlarin,
otoimmiin aracili ilaca bagl karaciger hepatotoksisitesine ve izoniazid, halotan ve
eritromisin gibi ilaglarin, erkeklerin ise azatiyoprin ve amoksisilin-klavunatin neden
oldugu karaciger hasarina karsi daha hassas oldugu bildirilmistir. CYP450'deki
mutasyonlar veya faz 1l enzim genleri, mitokondriyal DNA ve antioksidan genler gibi
genetik faktorlerin, ilaca bagli karaciger hasarina, oOzellikle de idiosinkratik ilag

reaksiyonlarina énemli 6l¢iide katkida bulundugu disiiniilmektedir (Shehu vd., 2017).
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Idiyosinkratik hepatotoksisite patogonezini 6grenmeye yonelik bir ¢alismada ilag
metabolizmasinda rol oynayan genler incelenmistir. Sitokrom P450, N-asetiltransferaz2,
UDP-glukuronosiltransferazlar ve glutatyon S-transferazlar gibi ilag metabolize edici
enzimlerdeki  polimorfizmlerin, spesifik ilaglara bagli olarak ilaca bagh
hepatotoksisitenin iligkili oldugu bulunmustur (Fisher vd., 2015). Bunun disinda
merkezi sinir sistemi iizerinde etki eden ilaglar ve antimikrobiyal maddeler ¢ocuklarda
ilaca bagl karaciger hasarmin daha yaygin nedenlerinden biri olmaktadir (Chalasani
vd., 2014). Aym1 zamanda idiyosinkratik hepatotoksistede biyolojik cinsiyet de rol
oynamaktadir. Baz1 aragtirmalar, kadinlarda ilaca bagl karaciger hasar1 i¢in genel risk
artis1 olmamasina ragmen, erkeklerin akut/fulminan karaciger yetmezligine daha yatkin
olduklarin1 gostermektedir (Fisher vd., 2015).

Ilaca bagl karaciger hasarinin kadinlarda gelisme riskinin daha yiiksek olduguna
dair hi¢ bir kanmit olmasa da, minosiklin, metildopa, diklofenak, nitrofurantoin ve
nevirapin gibi bazi ilaglarin kadinlarda yiliksek bir karaciger hasari riski oldugu
saptanmistir. Kadinlarda minosiklin, metildopa, diklofenak ve nitrofurantoinin neden
oldugu karaciger hasar1 otoimmiin hepatiti andiran kronik hepatittir. Nevirapine bagl
hepatoksisite, ozellikle de CD4 + hiicre sayimi daha yiiksek olan kadinlarda daha
yaygin olmaktadir. Hamile kadinlarda regeteli ilaglarin kullaniminin sinirli olmasindan
dolayls, ilaca bagli karaciger hasarina nadiren rastlanilmaktadir. flaca bagl karaciger
hasarina olan duyarliligi tetrasiklin digindaki herhangi bir ajanin hamileligin kendi
basina artirdigimi gosteren kanit yoktur. Gebe kadinlarda yiliksek doz intravendz
tetrasiklin karaciger hasarina neden oldugu bilinmektedir, ancak giliniimiizde intravendz
tetrasiklin nadiren kullanilmaktadir. Hayvan deneyleri, diyabetin, asetaminofen,
metotreksat ve anti-tiiberkiiloz ilaglar1 gibi bazi bilesiklerin neden oldugu karaciger
hasarma olan duyarlilifi arttirdigin1  gdstermesine ragmen, seker hastaligt olan
insanlarda tiim nedenlere bagli hepatotoksiste riskini artirdigin1 gosteren higbir kanit
yoktur (Chalasani vd., 2014).

Degisken ozellikli binlerce farkli kimyasal bilesene bagli hepatotoksiste genetik
ve nongenetik faktorlerle birlikte farkli bir dizi karaciger hasar1 olusturmaktadir. Insan
l6kosit antijeni (HLA) genleri, antijen tanima ve bagisiklik fonksiyonunda yer alan,
idiyosinkratik kaynakli karaciger hasarinda rol oynadigi diisliniilen majoér doku
komplekslerinin bilesenlerini kodlamaktadir. Calismalar, HLA genotiplerinin ilag

kaynakli karaciger hasar1 gelistirme riskini degistirdigine dair gii¢lii kanitlar elde
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edilemese da spesifik ilaglara yanit olarak spesifik HLA genotipleri ve hasar modelleri
arasinda birgok iliski oldugu ortaya ¢ikmaya baslamistir (Fisher vd., 2015). "Hapten
hipotezi", bir bireyin ilag kaynakli karaciger hasarina olan duyarlilifi, bir ilacin veya
metabolitlerinin bir hiicresel veya dolagimdaki proteine kovalent baglanmasi sonucunda
meydana gelen kompleksin spesifik bir HLA molekiiliiniin peptit-baglanma yolu ile
etkilesimi ile belirlendigini belirtir. Alternatif olarak, "farmakolojik etkilesim (pi)
kavram1", immiin aracili karaciger hasarina yol agan bir ilag veya ilag metabolitinin, T
hiicresi aktivasyonunu tetiklemek icin dogrudan HLA molekiiline veya T hiicresi

reseptoriine baglanabilecegini ortaya koymaktadir (Kullak-Ublick vd., 2017).

2.5. Hepatotoksisitenin Biyogostergeleri

llagla indiiklenen idiyosinkratik karaciger hasarmin insidansmnin diisiik olmasinin
yani sira, giivenilir bir diagnostik biyobelirte¢ ve in vitro toksikoloji test sistemlerinin
olmamast  ilaca  bagli  hepatotoksisite =~ mekanizmalarinin  tanimlanmasini
zorlagtirmaktadir (Tujios ve Fontana,2011).

Hepatotoksisitenin klinik teshisi 6nceden var olan karaciger hastaligi, hastalar
tarafindan ¢oklu ilag kullanimi, giivenilir tarama yontemleri ve tani standartlarinin
olmamasi gibi faktorler nedeniyle sorun olmaya devam etmektedir (Holt ve Ju, 2006).
Giliniimiizde ilaca bagli hepatotoksisitenin degerlendirilmesi amaciyla serumdaki total
bilirubin konsantrasyonu (TB), serumda ALP (alkalen fosfataz), ALT ve AST
seviyeleri, tanida kullanilan klasik biyogostergeler kullanilmaktadir (Goktas vd., 2014;
Holt ve Ju, 2006).

Serum karaciger enzimlerinin seviyesini Olgen testler “karaciger fonksiyon
testleri” olarak da adlandirilmaktadir. Ancak karaciger fonksiyonundan ziyade hepatosit
biitiinliigiinti veya kolestazi yansitmaktadirlar. Gliniimiizde, geleneksel (klasik) ve yeni
olarak adlandirilan iki genis karaciger hasar1 biyogdstergesi sinifi vardir. Geleneksel
biyogostergeler ¢cogu kez standart bir ilag gelistirme programinin bir pargasi olan klinik
kimya belirtegleridir. Hepatoseliiler ve hepatobiliyer hasarlar1 degerlendirmek i¢in en az
dort serum parametresinin  kullanilmast  gerekmektedir. ALT, AST, sorbitol
dehidrojenaz (SDH), glutamat dehidrojenaz (GLDH) gibi parametreler hepatoseliiler
hasar1 belirlerken ALP, GGT, TB, total safra asitleri gibi parametrelerse hepatobiliyer
hasarlar1 belirlemektedir. Bu serum parametreleri arasinda ALT, AST, ALP ve TB

insanlarda karaciger hasarini tanimlamak i¢in sik kullanilmaktadirlar (Giannini vd.,
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2005; Aulbach ve Amuzie, 2017). Kolestatik tip karaciger hasarlarinin belirlenmesinde
konjuge bilirubin, GGT ve ALP diizeylerindeki yiikseklikleri de degerlendirmek
gerekmektedir (Akarca vd., 2007; Goktas vd., 2014).

Karaciger enzimleri olan ALT ve AST hepatositlerden sentezlenmektedir. ALT
karacigere spesifik enzim olup beyin, pankreas ve kan hiicrelerinde de bulunarak
mitokondride iiretilmektedir. Aminotransferazlar hepatit gibi karaciger hastaliklarinin
ve karaciger hiicre hasarinin tanisinda faydali olan hassas bir gosterge olmaktadir
(Sentiirk vd., 2004; Ersoy, 2012). Karaciger hiicre dokusunda hasar gelistiginde her iki
enzim kana artan miktarda salinmaktadir. Karaciger hiicre hasari derecesi ile
aminotransferaz seviyeleri arasinda zayif bir korelasyon mevcut olmaktadir (Pratt ve
Kaplan, 2000). Karacigerde ALT, yalnizca hiicresel sitoplazmada lokalize olurken, AST
hem sitoplazmada hem de mitokondride yerlesim gostermektedir. Karacigerdeki akut ve
ya kronik hasarlar bu enzimlerin serum diizeylerinde yiikselmeye yol agmaktadir. Her
iki enzim de piridoksal-5'-fosfata (B6 vitamini) ihtiya¢ duymaktadir. Piridoksal-5'-fosfat
eksikliginin ALT aktivitesi lizerindeki etkisi AST'den daha fazladir. Alkolizm ve
hemodiyaliz hastalarinda B6 vitamini eksikligi goriildiigiinden gercekte olmalari
gerektiginden daha diislik saptanabilmektedirler. Aminotransferaz seviyesi normalin iist
sinirinin 10 mislinden fazla oldugunda daima akut bir karaciger hasarinin oldugunu
gostermektedir. Higbir hastalik olmadan transaminazlarin  immunoglobulinlerle
kompleks yaptigi durumlarda da enzim yiiksek olabilmektedir. Bu durumda AST veya
ALT ‘den biri ¢ok yiiksekken digeri normal bulunmaktadir. Hemoliz, ¢esitli organ
nekrozlart ve iskemileri karaciger dis1 transaminaz yiiksekligi yapan nedenler arasinda
yer almaktadirlar. Bu sebepler goz oniinde bulundurularak ila¢ ve bitkisel ila¢ dykiisii
ve karacigere ait hastaliklar sirasiyla gézden gegirilmelidir (Akarca vd., 2007; Giannini
vd., 2005). Belirtilen enzim diizeylerinde bir artis olmasi yalnizca ilaca bagh
olmaksizin, viral hepatit, yagli karaciger hastaligi ve karaciger kanseri gibi birgcok
hastalik siirecinde de ortaya cikabilmektedir. Bu da bu biyobelirtegler ilaca bagh
karaciger hasarini belirlemekte yetersiz oldugunu gostermektedir (Ozer vd., 2008).

Bu tanisal biyobelirtecler, ilagla indiiklenen karaciger hasar1 ve karaciger
anormalligi i¢in 1yi endikasyonlar saglasalar da karaciger transplantasyonuna gerek
kalmadan lezyonun siddeti veya ¢oziiniirliik olasiligina dair bilgi vermezler (Gao vd.,
2017). Keratin-18, sitokrom C, glutamat dehidrojenaz (GLDH), yiiksek mobiliteli B1

protein grubu, malat dehidrojenaz (MDH), piirin niikleozid fosforilaz ve sorbitol
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dehidrojenaz (SDH) gibi molekiiler proteinler giiniimiizde ilaglarin neden oldugu
karaciger hasari i¢in gelistirilmeye calisilan biyogdstergeler arasinda yer almaktadirlar
(Goktas vd., 2014). Hepatotoksisiteni gosteren biyogostergelerin tanimlanmasi,
gecerliligi ve yeterliligi, kopriileme g¢alismalarina yardimer olarak, hem farmakoloji
uzmanlar1 hem de kimyacilar i¢in gilivenli ila¢ tasarimi konusunda bilgilendirmek i¢in

olanaklar saglayabilir ve ilag gelistirme hizin1 hizlandirabilir (Antoine vd., 2009).

2.5.1. Alanin amintransferaz

Hepatositin sitozolunda lokalize olan ALT kromozom 8'in uzun kolunda bulunan
bir gen tarafindan kodlanan 496 amino asitten olugmaktadir. Yar1 dmrii 46-48 saat
arasinda olmaktadir. ALT enzimi amino gruplarinin L-alaninden a-ketoglutaratik asit
transferini katalize ederek karacigerde L-glutamat ve piriivik asite doniismektedir. Bu
reaksiyon trikarboksilik asit dongiisiiniin ciddi bir islemi olmaktadir (Liu vd., 2014).

Glnliik ALT seviyesi %10 ila %30 arasinda degismektedir. Bunu yani sira
Ogleden sonra ALT diizeyi sabahin erken saatlerine gore %45 daha yiiksek
olabilmektedir. Serum ALT aktivitesi karaciger hastaliginin giivenilir bir belirteci
olarak kabul edilmistir. Karacigerdeki ALT seviyesi serumdaki diizeyinin yaklasik 3000
kat1 oldugundan hepatoseliiler hasar veya 6liim durumunda, hasarli yag hiicrelerinin
salmimi serumda Ol¢iilen ALT aktivitesini arttirmaktadir (Kim vd., 2008).

Yas ve cinsiyet gibi faktorler ALT seviyelerini etkileyebilmektedir. ALT
diizeylerinde cinsiyete dayali farkliliklarin, erkekler ve kadinlar arasindaki hormonal
farkliliklara baglh oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan arastirmalarda asir fiziksel eforun,
ALT'de kisa siireli, geri doniisiimlii bir yiikselmeye neden olabilecegi bildirilmistir.
Viral hepatit enfeksiyonu, asir1 alkol alimi, bagimsiz karaciger yaglanmasi, otoimmiin
hepatit, baz1 ilaglar ALT ylikselmelerine neden olabilecek klinik faktorlerdir. ALT
yiikselmesine karsi kahve alimi koruyucu bir faktér olabilmektedir. Ek olarak,
metabolik hastaliklar, ¢olyak hastaligi, kas yaralanmasi ve az da olsa hemokromatoz
gibi bazi karaciger digi hastaliklar da kronik ALT yiiksekligine neden olabilecek
faktorler arasinda yer almaktadir (Liu vd., 2014).

Serum ALT olglimii, klinik laboratuvarda kullanilan, kolayca temin edilebilen, bir
biyokimyasal analiz olup, sadece karaciger hastaligini degil ayn1 zamanda genel saglik
durumunu izlemek i¢in de dl¢iilmektedir (Liu vd., 2014). Hepatoseliiller hasara neden

olan hastalik durumlarinda artan serum ALT seviyelerinin dl¢imii karaciger hastaligi
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stirecini etkili bir sekilde tanimlayabilir. ALT seviyelerinin belirlenmesi zamani, ALT
miktart normal araligin iist sinirinin 5 katindan daha yiiksek seviyelerdeyse ciddi, aktif
bir karaciger hastalig1 siirecine isaret etmektedir. ALT seviyeleri normal seviyenin 15
katindan daha yiiksek oldugu zaman, siddetli akut karaciger hiicresi hasari oldugunu
gosterir. Aragtirmalar sonucu edinilen biyokimyasal, klinik ve epidemiyolojik bilgiler,
ALT'nin asemptomatik karaciger hastaliginin erken teshisi ve diger erken olim
nedenleri i¢in bir tarama testi olarak faydali olabilecegini gostermektedir ALT taramasi
yapilmasi i¢in ilk olarak énemli saglik sorununun olmasi ve bu sorunun dogal tarihgesi
iyi anlagilmalidir. Tespit edilebilir erken bir evrenin olmasi hastaligini tespit etmek
amaciyla yapilan ALT ile tarama icin genis firsatlar saglamaktadir. Basit bir kan testi
olan ALT, mamografi, kolon kanseri tarama yontemleri ve serum kolesterol 6l¢iimii gibi

diger birgok test gibi kabul edilebilen bir testtir (Kim vd., 2008).

2.5.2. Aspartat aminotransferaz

AST (veya serum glutamik oksaloasetat transaminaz) protein liretmeye yardimci
olan bir baska karaciger enzimidir (Singh vd., 2011). Ayn1 zamanda aspartat ve alfa-
ketoglutaratin oksaloasetat ve glutata doniisiimiinii katalize eden bir transaminaz
enzimidir (Washington ve Hoosier, 2012). Bunun i¢in kofaktoér olarak piridoksal-5-
fosfat (PP) gerekmektedir (Hoffmann ve Solter,2008).

Hepatositlerin hem mitokondri hem de sitozolunda mevcut olan sitozolik ve
mitokondriyal formlar1 gergek izoenzimleri olup,  immiinolojik olarak farkli
olmaktadirlar. Insan karacigerindeki AST seviyelerinin yaklasik % 80'i mitokondriyal
izoenzimden, dolasimdaki AST seviyesinin ¢ogu ise sitozolik izoenzimden
kaynaklanmaktadir (Thapa ve Walia, 2006). AST-nin serum seviyelerindeki
degisiklikler karaciger hasarmin tespit edilmesinde kullanilmaktadir (Teranishi vd.,
1978). Karacigerdeki AST seviyesi serumdaki diizeyinden yaklagik 7000 kat daha fazla,
yar1 dmri ise 17 £ 5 saat olmaktadir (Sonsuz, 2007).

AST, amino grubunun aspartat ve glutamat arasinda geri doniisiimlii transferini
katalize etmktedir. Hepatositlerin hasar gérmesi durumunda AST hiicre dis1 bolmeye
sizarak serum AST diizeyinde yiikselmeye neden olur (Aulbach ve Amuzie, 2017). Ek
olarak morarma, travma, nekroz, enfeksiyon karaciger veya kas neoplazisi sonrasida da
AST konsantrasyonlarinda yiikselme goriilebilmektedir. AST, NADH (nikotinamid

adenin dintikleotit) oksidasyon yontemi kullanilarak ol¢iilmektedir (Washington ve
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Hoosier, 2012). AST, beyin, miyokard hiicreleri ve iskelet kasi hiicreleri gibi diger
dokularda da bulunmasi nedeniyle ALT'ye gore karaciger hasari i¢in daha az spesifik
bir biyobelirte¢ olarak kabul edilir. Ekstrahepatik ve hepatik yaralanma arasindaki farki
ayirt etmek igin bazi durumlarda AST / ALT orami kullanilmaktadir. AST / ALT

oraninin 2:1 olmasi hepatik hasarin gostergesidir (Gwaltney-Brant, 2016).

2.5.3. Alkalen fosfataz

Fosfat grubunu cesitli proteinlerden ve niikleotitlerden uzaklastiran bir hidrolaz
olan ALP kolestatik karaciger hasarmin biyogdstergesi olarak kullanilmaktadir
(Aulbach ve Amuzie, 2017). Kolestatik hasarda ALP’deki artts AST ve ALT’deki
artistan ¢ok daha fazla oldugu i¢in kolestatik hasar1 en iyi ALP diizeyi belirlemektedir
(Savas, 2014).

2.5.4. Ure

Baslica olarak karacigerde hepatositler igerisinde metabolize edilen amino
asitlerden ve disiik seviyelerde diger dokularda bulunan iire siklusu enzimleri
tarafindan tretilmektedir. Kan iire azotu (BUN) klinisyenler tarafindan genelde bobrek
fonksiyonlarimi degerlendirmek amaciyla kullanilmaktadir. Bunun yani sira tire miktari
baz1 ilaglara (Ornegin parasetamol) bagli hepatotoksisitenin de biyogostergesi
olabilmektedir. Parasetamol doz asimi sonrasi hastalarin ¢ogunda diisiik serum {ire
konsantrasyonlarina rastlanmas1 hepatotoksisite igin yiiksek oranda risk faktorii olmasi
ile agiklanmaktadir (Wang vd., 2014; Waring vd., 2017). Akut hepatit A'da kan iire
azotu seviyesinin 36 mg/L-in lizerinde olmasi, mortalitenin bir gostergesidir (vd., 2014).

Ure siklusu enzimleri olan karbamoilfosfat sentaz, ornitin transkarbamilaz,
argininosiiksinat sentaz, argininosuksinat liyaz, arginaz (ARG) ve N-asetilglutamat
sentaz karaciger homojenatlarindan ¢ok saf formda izole edilebilir ve kantitatif olarak
Olciilebilmektdirler. Karacigerdeki bu dlglimler mevcut enzim miktarinin bir gostergesi
olarak kullanilmaktadir (Brown vd., 1967). Ure siklusu enzimi olan arginaz 1 (Arg-1)
argininin iire ve ornitin parcalanmasini katalize eden karacigere 6zgii bir hidrolazdir.
Yapilan bazi arastirmalarda ARG-1'in erken baslangicli bir karaciger hasar1 belirteci

oldugu bildirilmistir (Aulbach ve Amuzie, 2017).
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Sicanlarda tiyoasetamid kaynakli akut ve kronik histopatolojik karaciger
hasarinda argininaz 1, serum AST ve ALT enzim aktivitelerinin 6l¢iilmesi sonucunda
test edilen enzimler arasinda serum seviyelerinde en erken ve en biiyiik artis1 argininaz
1 gostermistir. Yapilan bir diger calismada karaciger naklinden sonra karaciger
fonksiyon testleri degerlendirilmis ve arginaz | seviyesinin hizla azaldig: bildirilmistir
(Ozer vd., 2008).

2.5.5. Gama-glutamil transpeptidaz

GGT, karaciger hasar1 ile aktivitesi artabilecek nispeten spesifik olmayan bir
enzim olsa da, ALP yiikselmelerinin biliyer hasarla iliskili oldugunu dogrulamak i¢in
ALP ile birlikte kullanilmaktadir (Gwaltney-Brant, 2016). GGT, biiyiik 6l¢iide, safra
kanal1 epitel hiicresinde sentezlenmekte olsa da hepatositleri etkileyen patolojilerde de
siklikla yliksek diizeylerde bulunmaktadir. Hepatit C, ilaglara bagl kolestaz ve alkolik
karaciger hastaliginda ALT ve AST ile birlikte GGT diizeylerinde de Onemli bir
yiikseklik goriilmektedir. GGT normal sinirda oldugu halde ALP yiiksekligi s6z konusu
ise bu yiikseklik kemik kokenli olabilmektedir (Sentiirk vd., 2004).

2.5.6. Total Bilirubin

TB, ekstrahepatik kaynaklardan ve konjuge hepatik bilirubinden elde edilen
konjuge olmayan bilirubinin toplami olmaktadir (Gwaltney-Brant, 2016). Ayni
zamanda, yaslanan kirmizi kan hiicrelerinin sarimst yesil bir parcalanma tirliniidiir
(Aulbach ve Amuzie, 2017). Hem total hem de konjuge bilirubin diizeylerindeki artis,
genel karaciger fonksiyonunun 6l¢iimlerinin, serum enzim seviyelerindeki yiikselmeler
ise karaciger toksisitesinin gostergesi olmaktadir (Singh vd., 2011). Bilirubin
seviyelerindeki yiikselmeler genellikle kolestazin gostergesi olsa da, eritrosit yikimi,
metabolize edici enzimlerin ilagla inhibe edilmesi ve karaciger metabolizma
enzimlerinin inhibisyonu gibi durumlarda da goriilebilmektedir (Aulbach ve Amuzie,
2017).

2.6. Oksidatif Stress ve Biyogostergeleri
Yasam i¢in 6nemli bir unsur olan oksijen hiicre islevi ig¢in gerekli faktordiir.

Solunum zincirinde meydana gelen bir dizi biyokimyasal reaksiyonda dnemli bir rol
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oynamaktadir. Hiicreler enerji liretmek i¢in oksijen kullandiklarinda, mitokondride
gerekli olan enerjiyi saglayan ATP (adenozin trifosfat) iiretilmesinin sonucunda reaktif
azot ve ROT gibi serbest radikaller ortaya ¢ikmaktadir. Bu yan iiriinler normal hiicre
metabolizmasi kaynakli olabilecegi gibi, sigara dumani, ila¢ ve radyasyon gibi ¢esitli
etkenlerden dolayr da iretilebilmektedir. ROT, viicudun metabolik reaksiyonlar
sirasinda dogal olarak kiigiik miktarlarda iiretilen ve yaglar, proteinler veya DNA gibi
karmasik hiicresel molekiiller ile reaksiyona girebilen ve bunlara zarar verebilen kiigiik,
yiikksek oranda reaktif, oksijen igeren molekiillerdir. Karacigerde sitokrom P450
molekiilleri tarafindan katalize edilen biyokimyasal reaksiyonlarda molekiiler oksijen
kullanilmas: sonucunda da az miktarda ROT iretilmektedir(Pham-Huy, 2008; Wu ve
Cederbaum, 2003).

Stiperoksit radikali (O2’), hidrojen peroksit radikali (H20,), hidroksil radikali
(HO"), nitrik oksit radikali (NO), hipokloréz asit radikali (HOCI), singlet oksijen
radikali (O,), alkil radikali (R), peroksil radikali (ROO"), organik peroksit radikali
(RCOO), (perhidroksil) radikali (HO;") ve alkoksil radikali (RO) baslica reaktif oksijen
tirleridir (Altiner vd., 2017). Asir1 miktarda fretilen serbest radikallarin viicutta
birikmeleri sonucunda hiicre zari, lipid, protein, lipoprotein ve DNA gibi yapilari
degistire bilen oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir (Pham-Huy, 2008).

Oksidatif stres terimi biyolojide ilk kez 1991°de Sies tarafindan tanitilan terimdir
(Kelly, 2003). Fizyolojik sartlarda insan viicudunda olusan ROT ile antioksidan
savunmas1 bir denge halindedir. Yogun ROT f{iretimi ya da viicudun antioksidan
savunmasi ile hiicrelerin lipid tabakasinin peroksidasyonuna neden olan serbest radikal
tiretimi arasindaki dengesizlik oksidatif stres olarak tanimlanmaktadir (Mercan, 2004;
Koken vd., 2004). Reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerinin artmasi sonucunda ortaya
cikan oksidatif stres, lipidlerin ve diger makromolekiillerin oksidatif tahribatina yol
acarak hiicrenin nekroz ve Oliimiine, bunun sonucunda da doku hasar1 ve kronik
hastaliklara sebep olmaktadir (Wu ve Cederbaum, 2003; Sezer ve Keskin, 2014).

[aglarm etkinliginin degerlendirilmesi ve gesitli patolojik durumlarin arastiriimast
acisindan gerekli olan oksidatif stresin degerlendirilmesinde kullanilabilecek
biyobelirtegler dogru bir sekilde belirlenmelidir. Oksidatif hasara karsi tam olarak
korunamayan viicut bilesenlerinin serbest radikallerden zarar gérmesi sonucunda ortaya
¢ikan oksidatif iriinler genellikle belirte¢ olarak kullanilmaktadirlar (Yoshikawa ve

Naito, 2002). Serbest radikallerin etkileri ile makromolekiillerin oksidatif stresi
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sonucunda olusan malondialdehit (MDA) , protein karbonil (PCO), 8-hidroksiguanin (8-
OHG) gibi maddelerin dokularda ve viicut sivilarinda ¢esitli biyokimyasal yontemlerle
dl¢iilmesi oksidatif hasarin gdstergeleri olabilmektedir (Ozcan vd., 2015).

Oksidatif stresin gostergeleri arasinda stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)

aktiviteleri, glutatyon (GSH), nitrik oksit (NO) ve malondialdehit (MDA) diizeyleri yer
almaktadir (Kurutas vd., 2009).
SOD oksijen radikallerine kars1 savunmada 6nemli rol oynamakla birlikte, nitrik oksit
inaktivasyonu ve peroksinitrit olusumunu inhibe ederek endotelyal ve mitokondriyal
disfonksiyonu Onlemekte, solunum zincirinde {iretilen oksijen radikallerini
temizlemektedir (Kuyumcu ve Aycan, 2018).

MDA lipid peroksidasyonunun en Onemli iriinlerinden biri olup, hiicre
membranindaki iyon degisimini etkileyerek iyon gecirgenligi ve enzim aktivitesindeki
degisiklikler gibi yan etkilere neden olmaktadir. MDA, nitrojenlerle reaksiyona
girebileceginden kaynakli olarak, mutajenik, genotoksik ve karsinojenik olmaktadir.
Kanser, kronik obstriiktif hastalik, astim ve kardiyovaskiiler gibi bir¢cok hastalikta
oksidatif stresi belirlemek i¢in kullanilan biyogdstergedir (Kuyumcu ve Aycan, 2018).

En etkili enzimlerden biri olan CAT’in asir1 ekspresyonu, hiicreleri ve
organizmalar1 (6rnegin transgenik fareleri) oksidatif zorluga daha az duyarli hale
getirmektedir (Gasparovic vd., 2010).

GSH hiicrede tripeptid (glutamik asit) olarak sentezlenmektedir. Eritrositler harig
tim hiicrelerde goriiliir ve hiicrelerde 2 formda: oksit ve indirgeyici olarak
bulunmaktadir. GSH  antioksidan  savunma, elektrofilik  ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, sinyal transdiiksiyonu ile regiile edilmis yanitlarin diizenlenmesi,
deoksiriboniikleotid sentezi, immiinolojik yanitlarin diizenlenmesi, lokotrien ve
prostaglandin metabolizmasi gibi ¢esitli proseslerde yer almaktadir (Kuyumcu ve
Aycan, 2018).

Lipid peroksidasyonu MDA'dan kaynaklanan oksidatif stres gostergesi olmaktadir
(Kuyumcu ve Aycan, 2018). Reaktif oksijen tiirlerinin artmasi biyolojik membranlarda
bulunan poliansatiire yag asitlerinde oksidasyona yol acarak lipit peroksidasyonunu
baslatmaktadirlar. Lipit peroksidasyon reaksiyonlar1 sonucunda olusan lipit
hidroperoksitleri ve aldehitler, TBARS (Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler) olarak
adlandirilmaktadir (Ozcan vd., 2015; Koken vd., 2004).
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Hidroksil radikali ve diger reaktif oksijen tiirleri hiicre i¢i proteinler lizerinde geri-
dontisimlii veya geri-donisiimsiiz oksidatif modifikasyona ve buna bagli olarak
oksidatif hasara yol agmaktadir. Protein oksidasyonu zamani protein yapilarinin yan

zincirleri iizerinde karbonil gruplar olusmaktadir. (Ozcan vd., 2015).

2.6.1. Hepatotoksisite gelisiminde oksidatif stresin 6nemi

Karaciger antioksidan savunmalarinin ¢ogu aslinda parankimal hiicrelerle smnirl
olmasma ragmen, karaciger enzimik olan ve olmayan antioksidanlar agisindan iyi
donanimli bir organdir (Parola ve Robino, 2001). Reaktif oksijen tiirlerinin hem insan
hepatosit apoptozunu hem de nekrozu hipoksi ve hipoksi-reoksijenasyon (H-R)
sliresince diizenledigi bilinmektedir (Bhogal vd., 2012). Karaciger oksidatif stresin
zararli etkilerine kars1 savunmasiz bir organdir (Yew vd., 2018).

Oksidatif stres patolojik mekanizmaya bagli olarak karaciger hasarinin baslamasi
ve ilerlemesine neden olmaktadir. Alkol, ilaglar, ¢evresel kirleticiler gibi birgok risk
faktorii, karacigerde oksidatif strese neden olabilmektedir. Karacigerde bulunan
parankimal hiicreler, oksidatif strese bagli yaralanmaya maruz kalan birincil hiicreler
olmaktadirlar (Li vd., 2015). Parankimal hiicrelerdeki mitokondri, mikrozomlar ve
peroksizomlar, esas olarak karaciger yag asidi oksidasyon gen ekspresyonuna bagl
olan, niikleer reseptorlerin peroksizom proliferator-aktive reseptor (PPAR) ailesinden
olan ve baslica olarak karacigerde yer alan PPAR« iizerinde diizenleyici ROT iiretebilir
(Li vd., 2015; Aydogan vd., 2013).

Bunun disinda, Kupffer hiicreleri, hepatik stellat hiicreleri ve endotelyal hiicreler
de potansiyel olarak oksidatif strese bagli molekiillere daha fazla maruz kalan duyarh
hiicrelerdir. Oksidatif stresin neden oldugu lipit peroksidasyonu tarafindan hepatik
stellat hiicrelerinin proliferasyonu ve kollajen sentezi tetiklenmektedir. Reaktif oksijen
ve azot tirlerinin iretimi ilaca bagli karaciger hasarmin gostergeleri olmaktadir.
Analjezik ve kanser ilaglar1 dahil olmakla bir ¢ok ilag karacigerde antioksidanlarin
tikenmesi ve lipit peroksidasyonun artmasimna sebep olarak oksidatif strese yol
agmaktadir. Ornegin, bagirsak hastaliklarinda iltihabi tedavi etmek igin kullanilan bir
ilag olan siilfasalazinin hepatik oksidatif hasar1 indiikledigi belirlenmistir. Oral olarak
uygulanan siilfasazin SOD’U azaltirken, CAT aktivitesini artirir. Diger bir 6rnek ise
kansere bagli hiperkalsemiyi tedavi etmek i¢in kullanilan zoledronik asit karacigerde

oksidatif stresi indiikleyebilir. Karacigerde MDA ve nitrik oksit seviyelerinin énemli
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derecede yiikselmesi ve antioksidan seviyesini azaltabildigini gosteren GSH
diizeylerinin azalmasi zoledronik aside bagli oksidatif stresin biyogostergesi olmaktadir

(Li vd., 2015).

2.7. Hepatotoksisitenin in vitro Degerlendirilmesi

Her yil gelistirilmekte olan ilag numunelerinin sayisi artmaktadir. Giivenlik
acisindan bu ilaglar piyasaya ¢ikmadan oOnce preklinik caligmalarda c¢ok sayida
laboratuvar hayvanlar1 kullanilarak test edilmektedir. Klinik arastirmalar sirasinda ve ya
piyasaya giriste pek ¢ok ila¢ geri ¢ekilebilmektedir. Arastirmacilar, yillardir ilaca bagl
karaciger toksisitesini belirlemek amaciyla kullanilan hayvan testleri i¢in gilivenilir
alternatifler aramiglar ve bu siiregte primer hepatositler, 6liimsiizlestirilmis hiicre hatlar
ve hepatoseliiler karsinoma hiicre hatlar1 gibi birkag in vitro model kullanmislardir.
(Van den Hof vd., 2014).

Hiicre hatlari, ilaclarin test edilmesi, molekiiler mekanizmalarin tanimlanmasi,
cevresel etkilerin anlasilmasi amacgli  birgok c¢alismalarda uzun zamandir
kullanilmaktadir. Bir hiicre dizisinin en 6nemli 6zelligi, kaynaklandiklari organizmayla
olan genotip ve karyotip benzerlikleridir. Hiicre kiiltiirlerinin kullanilacag: bir arastirma
projesine baslamadan o©nce kullanilan hiicre hattinin  karyotipini dogrulamak
gerekmektedir (Y1lmaz vd., 2018).

[lag metabolizmas1 ve hepatotoksisite calismalari igin kiiltiirlenmis birincil insan
hepatositleri altin standart olmaktadir. Hepatotoksisitenin degerlendirilmesi agisindan
fenotipik dengesizlikler, hiicre hasar1 i¢in karaciger dokusunun kit ve diizensiz
mevcudiyeti, farkli donodrlerden elde edilen hepatositlerde hepatik fonksiyonlarin
yiiksek degiskenligi gibi bir¢ok sorunu asmak i¢in birka¢ hepatik hiicresel model
gelistirilmistir. Hepatosit karsinomdan tiireyen hiicre hatlarinin kolay kullanimlari, sabit
fenotipi ve uzun 6miirlii olmas1 gibi faktorler g6z oniine alindiginda biiylik avantajlar
sagladig1 goriilmektedir. (Donato vd., 2013).

Insanda in vivo durumlari iyi tanimlanmak acisindan in vitro toksisite testleri icin
birincil insan hepatositlerinin kullanilmas1 gerektigi diisiiniilmektedir. Ancak birincil
insan hepatositleri elde etmesi zor oldugu icin, yani taze insan karacigeri 6rneklerinin
kit kullanilabilirligi, karmasik izolasyon prosediirleri, sinirli yagam siiresi, bireyler arasi
degiskenlik ve maliyet, bu tiir in vitro sistemlerin taranmasinda kullanilmasi i¢in ciddi

kisitlamalar olusturmaktadir. Bunun disinda insan hepatositleri bireysel farkliliklar
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gostere bildiginden kimyasallarin taranmasi sonuglar1 da farklilik gosterecektir (Van
den Hof vd., 2014; Gerets vd., 2012).

Ilag toksikolojisini degerlendirmek igin kok hiicre kaynakl1 hepatositler degerli bir
model olarak onerilmistir. Kok hiicre kaynakli hepatositler insan kaynakli indiiklenmis
pluripotent kok hiicre kaynakli (QIA7) ve embriyonik kok hiicre kaynakli (WAO1)
hepatositlere ayrilmaktadirlar. Kok hiicre kaynakli hepatositlerin mevcudiyeti ve
tekrarlana bilirligi, toksikoloji ve farmasotik liretimde in vitro toksisite test modelleri
icin yararli kaynaklardir. Oliimsiizlestirilmis hiicre hatlar1 HepG2 de dahil olmak,
kimyasal risk degerlendirmesi ig¢in son zamanlarda degistirilmis modeller olarak
kullanilmaktadir. Bunun yani sira kdk hiicre kaynakli hepatositler in vitro toksik test
modellerinde uygulandiginda, kok hiicrelerden kendiliginden tiiretilen hiicresel
heterojenligin kimyasallarin toksisitesini nasil yansittigin1 gosteren c¢ok az kanit
bulunmaktadir. Kok hiicrelerden iiretilen hepatosit kiiltlirleri, hepatotoksisite
analizlerinde kullanilmak tizere alternatif olarak kabul edilecek birincil hepatositlere
benzer 6zelliklere sahip yiiksek bir hiicre yilizdesi sergilemelidir (Kang vd., 2016).

Oliimsiizlestirilmis karaciger kaynakli hiicre hatlar1 fenotipik sabitliyi ve sinirsiz
kullanilabilirlikleri nedeniyle ila¢ metabolizmasini incelemek amaciyla alternatif olarak
onerilmistir. Insan hepatoseliiler karsinoma hiicre hatti HepG2 hiicreleri ilk alternatif
olmaktadir. Bu hiicreler normal karaciger hiicrelerinin genotipik 6zelliklerinin gogunu
gosterebilmektedir (Gerets vd., 2012). Gegmiste, HepG2 hiicrelerinin, birincil insan
hepatositlerine ¢ok az benzerlik gosterdigi diistinlilmiistiir. Ancak, son zamanlarda,
HepG2 hiicrelerinin fenotipinin kiiltiir kosullarina bagli oldugu ortaya c¢ikmistir
(Ghallab, 2014).

[lag metabolizmasinda ve hepatotoksisite galismalarinda yaygin olarak kullanilan
insan ve kemirgen hepatoma hiicre hatlar1 ve 6zellikleri asagida gosterilmisdir.

Hep G2 - CYP1A1 indiiksiyonu, CYP1A1 aracili biyoaktivasyon, biyoaktivitesi
miimkiin olmayan bilesiklerin toksisite riskinin degerlendirilmesi amagh ve yaygin
olarak vaccinia viriisii veya adenoviral vektor ile cDNA CYP ifadesi i¢in konakgi
hiicreler olarak kullanilmaktadir (Donato vd., 2013).

Mz-Hep-1 - CYP1Al'in AhR aracili indiiksiyonu i¢in kullanilmaktadir (Donato
vd., 2013).

Hep3B - CYP1AI indiiksiyonu ve metabolizmanin aracilik ettigi hepatotoksisite
¢alismalari i¢in kullanilmaktadir(Donato vd., 2013).
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Fa2N4 — Cesitli CYP enzimlerinin (CYP1A2, CYP2C9 ve CYP3A)
indiiksiyonunun yiiksek verimli degerlendirmesi amacglh kullanilmaktadir (Donato vd.,
2013).

HuH7 - CYP3A4 bagimli metabolizma c¢alismalar1 i¢in (konfluent kiiltiirler) ve
biyolojik olarak aktif olmayan bilesiklerin hepatotoksisite ¢alismalar1 igin
kullanilmaktadir (Donato vd., 2013).

BC2 (4 hafta kiiltiirleri) — nadir olarak kullanilmaktadir (Donato ve ark., 2013).

HepaRG (farklilasmis) - ilag metabolizmasi ¢alismalari, CYP enzimlerinin
(baslica olarak CYP1A2 ve CYP3A4) indiiksiyon g¢aligsmalari, biyolojik olarak aktif
olmayan bilesiklerin hepatoksisite ¢aligmalari, uzun siireli (4 hafta) hepatotoksisite
calismalari i¢in kullanilmaktadir (Donato vd., 2013).

HA4IIE (sigan) - CYPIA indiiksiyon ¢aligsmalari, metabolizmaya bagimli olmayan
toksisite ¢alismalari, yaygin olarak adenoviral vektorler ile cDNA CYP ekspresyonu
i¢in konakge1 hiicreler olarak kullanilmaktadir (Donato vd., 2013).

Fao (sican) - CYP1A indiiksiyon ¢aligmalar1 ve metabolizmaya bagimli olmayan
toksisite ¢alismalari i¢in kullanilmaktadir (Donato vd., 2013).

Hepa 1clc7 (fare) - CYPIA indiiksiyon ¢alismalari ve metabolizma aracili
olmayan hepatotoksisite ¢alismalari i¢in kullanilmaktadir (Donato vd., 2013).

Karaciger hiicre hatlart toksik maddelerin tespiti ve hiicresel toksisite
mekanizmalarmin degerlendirilmesinde toksikolojik ve farmakolojik testler i¢in en iyi
se¢cim olmaktadirlar. Toksisitenin anlasilmasinda birgok hepatik in vitro model
kullanilmaktadir. HepG2, Hep3B, HBG ve HepaRG gibi hiicre hatlar1 karaciger
toksisitesinin in vitro degerlendirmesinde kullanilan, genellikle oliimsiizlestirilmis
karaciger kaynakli hiicre hatlaridir. Bir toksik maddenin sitotoksisitesinin analizi i¢in
gerekli spesifik test se¢imi, in vitro hiicre kiltirii modelleri, kimyasallarin
fizikokimyasal ozellikleri, kiiltiir platformlari, sitotoksisite mekanizmas: ve tespit
yontemleri gibi ¢esitli faktorlerle iliskilidir (Jain vd., 2018).

[lag niteligi tasiyan veya toksisitesi arastirilan maddelerin degerlendirilmesi
amaciyla hiicre kiiltiriinde gerceklestirilen 6l¢im yontemleri in vitro sitotoksisite
testleri adlanmaktadir. Hiicre kiiltiirli, ¢ok hiicreli organizmalara ait hiicrelerin, uygun
ortamda 0Ozel olarak tasarlanmis kaplarda, 1s1, nem, besin gibi kontrollii ortam
sartlarinda yasatilmasidir (Tokur ve Aksoy, 2017). Hiicre parametrelerinde gore

hiicresel hasar tespiti i¢in uygulanan sitotoksisite testleri asagida belirtilmistir:
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1. Hiicre sayist: Tripan mavisi, metilen mavisi boyama deneyi, ALP tahlili, resazurin,
stilforhodamin B deneyi

2. Hiicre canliligi: Laktat dehidrojenaz (LDH) deneyi, Alamar mavisi, floresan diasetat,
Calcein-AM

3. Membran gegirgenligi: 3-(4, 5-Dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum bromiir,
LDH, anneksin, granzim bazli, kaspaz bazli deney

4. Hiicresel adenozin trifosfat (ATP): ATP bazl1 liiminesans deneyi

5. Glikoz: Floresan glikoz analogu

6. Hiicre i¢i kalsiyum: Fluo-322, Fluo-422

7. Lizozomal aktivite: Notr Kirmizist deneyi, katepsin D aktivite deneyi, granzim bazli
deney

8. Niikleer yap1: Propidium boya, etidyum homodimer, BrdU, DAPI, TUNEL deneyi

9. Toplam hiicresel protein: SRB tahlili (Jain vd., 2018).

2.8. Tez Kapsaminda Kullanilan Antiepileptik Ilaclar ve Hepatotoksisite Riskleri

2.8.1. Karbamazepin
2.8.1.1. Endikasyonlar:

Karbamazepin, fokal (kompleks parsiyel) ve jeneralize tonik-klonik ndbetlerin
tedavisinde kullanilan bir AED’dir (Vickery vd., 2017). Antiepileptik etkisinin yan1 sira
nevraljilerin, 6zellikle de trigeminal ve glossofarengeal sinirlerden kaynaklananlar
nevraljilerin tedavisinde de etkili oldugu bilinmektedir (Forbes vd., 1992). Etiket dis1
kullanimlar1 arasinda sizofreni ve sizoaffektif bozuklugunun, huzursuz bacak
sendromunun tedavisinde, lityum ile benzer etkinlige sahip oldugundan akut manik
ataklarin tedavisinde, demans hastalarinda ajitasyon ve saldirganligin azaltilmasi
amaciyla da kullanilmaktadir. En belirgin etiket dist kullanim durumlar1 néropatik agri

ve fibromiyalji tedavisi olmaktadir (Maan ve Saadabadi, 2018).

2.8.1.2. Etki mekanizmasi

Karbamazepin, noronal hiicre zarlarinda bulunan voltaja bagli sodyum kanallarini
bloke ederek antiepileptik etkisini gostermektedir (Dean, 2018). Bunun disinda L tipi
kalsiyum kanallarinin inhibe edilmesi yolu ile etki ettigi disliniilmektedir

(Panayiotopoulos, 2005) Yapilan bir c¢alismada karbamazepinin terapotik
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konsantrasyonlarinin varhiginda voltaja bagh K™ akimlarini arttirdig1 saptanmistir (Zona
vd., 1990). Yapilan bir¢ok arastirmalar sonucunda karbamazepinin serotonerjik
sistemde hiicre dis1 serotonin konsantrasyonunun arttirilmasi, dopaminerjik sistemde
dopaminerjik iletimin arttirilmasi, glutamerjik sistemde glutamat saliniminin
inhibisyonu, cAMP-de (siklik adenozin monofosfat) bazal ve uyarilmis cAMP
seviyesinin diismesi yolu ile ve periferik tip benzodiazepin PBR reseptorlerinde
PBR'lerle etkilesime girerek etki ettigi bildirilmistir (Ambrosio vd., 2002).
Karbamazepin uygulamasi sonucunda astrosit ve siganlarin adenozin A; reseptorlerinin
yukari regiilasyonunu indiikledigi ve Van Calker ve arkadaslarinin yaptigi calismada
karbamazepinin yiiksek afiniteli Ay, adenozin reseptorlerinin antagonisti degil agonisti

oldugu belirlenmistir (Ambrosio vd., 2002; Calker vd., 1991).

2.8.1.3. Absorpsiyonu

Karbamazepinin oral yolla kullanildiginda, yiiksek biyoyararlanim ile absorbe
olmaktadir. Plazma proteinle % 75 oranda baglanmakta ve farkli denekler arasinda ¢ok
az degisiklik gostermektedir. Tek oral dozda Tegretol (karbamazepinin ticari adi)
alimindan 24 saat sonra emilim yavaslamaktadir. Bazi hastalarda yavas emilim avantajh
goriinmektedir.  Yapilan arasgtirmalar sonucunda ilacin surup formiilasyonunun
absorpsiyonu daha hizli oldugu bildirilmistir (Bertilsson ve Tomson, 1986).
Karbamazepinin  formiilasyonlarinda oral biyoyararlanim esdeger olsa da,
formiilasyonlarin absorpsiyon oranlari farklilik gdsterebilmektedir. Insan kullanimi i¢in
intravendz karbamazepin formu mevcut olmadigindan, mutlak biyoyararlanim tam
olarak bilinmemektedir. Gida ile eszamanli kullanimi1, orani etkilese emilim derecesini
etkilememektedir. FDA, rutubetin karbamazepin tabletlerin potansiyelini iigte bir veya
daha fazla azaltabilecegini ve bu nedenle, tabletler serin ve kuru bir yerde muhafaza

edilmesi gerektigini bildirmistir (Garnett vd., 2012).

2.8.1.4. Dagilim

Hayvanlar tizerinde yapilan ¢alismalarda, karbamazepinin, karaciger, bobrek ve
beyin gibi yiiksek kan akisli organlarda daha yiiksek konsantrasyonlar elde ederek,
cesitli organlara ve dokulara herhangi bir sekilde hizla dagildigi bildirilmistir. Beyin

omurilik sivisi, beyin, duodenal sivilar, safra ve tiikiiriikte de tespit edilmistir. Beyin
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omurilik sivisinda karbamzepinin metaboliti olan 10,11-epoksit metabolitine
rastlanilmustir. Ilag, plasentayr hizla gegerek karacigerde, bobreklerde ve yiiksek
konsantrasyonda fetal dokuda birikir. Anne siitiindeki karbamazepin konsantrasyonu,
annenin plazmasindaki konsantrasyonun yaklasik %25-60"1 kadardir. Dagilim hacmi

yasa gore farklilik gostermektedir (Garnett vd., 2012).

2.8.1.5. Metabolizmas:

Etkili bir AEI olan karbamazepin, karacigerde giiclii bir mikrozomal enzim
indiikleyicisi olup, hepatik P450 3A ailesi olan mikrozomal enzimler tarafindan
metabolize edilmektedir. Metabolizmasi zamani 06nce 10,11-epoksit tiirevine
dontismektedir. Bu reaksiyon temel olarak CYP3A4 tarafindan katalize edilir, ancak
CYP2C8'in de bir rol oynadigi bildirilmis ve CYP3A5'in de dahil edilmesi onerilmistir.
Bu tiirevin antikonviilzif etkinlik gosterdigi ve norotoksik oldugu ileri stirilmiistiir.
Hepatik metabolizma karbamazepinin viicuttan atilmasmin ana yolu olmaktadir.
(Mahesweri vd., 2014; Panayiotopoulos, 2005). Ek olarak, CYP1A2 araciligiyla dort
olasi fenolik {irtin, 1-, 2-, 3- ve 4-hidroksikarbamazepin olusmasina neden olan aromatik
hidroksilasyon yolu da karbamazepin metabolizmasinin bir yoludur. Karbamazepinin
konjugasyon reaksiyonlar1 glukuronidasyon ve siilfatlama i¢ermekte ve metabolitleri
genellikle {iglincii en 6nemli biyotransformasyon yolu olarak kabul edilmektedir.
Glukuronidasyon reaksiyonlart tiridin difosfat glukuronosil transferazlar(UGT'ler) ile
katalize edilmektedir. Bu reaksiyonlardan sorumlu spesifik UGT izoformu heniiz

belirlenememistir (Luer ve Penzak, 2016).

2.8.1.6. Eliminasyonu

Karbamazepinin klirensi yasa bagli olup, cocuklarda daha yiiksek, yash
hastalarda ise daha diisiik klirensler bildirilmistir. Karbamazepin, gebeligin iiglincii
trimesterinde daha hizli bir sekilde atilmaktadir. Onemli karaciger hastalign olan
hastalarda karbamazepin klirensinde azalma goriile bilir. Bobrek hastaligi ve diyaliz ise
karbamazepinin klirensini degistirmemektedir. Metabolizmanin ardindan ana ilag ve

olusan metabolitleri idrar ve safra yoluyla elimine edilmektedir (Luer ve Penzak, 2016).
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2.8.1.7. Advers etkileri

Karbamazepinin yan etki profilinde bilissel islev, dikkat veya davraniglarda
onemli etkisi olmadig1 ve nadiren hayati tehdit eden durumlar1 yer almaktadir. Diger
AEI’lerde oldugu gibi Karbamazepinin de yan etkilerinin cogu merkezi sinir sistemi ile
iligkilidir. Bulanti, bas agrisi, bas donmesi, koordinasyon bozuklugu, yorgunluk ve
diplopi en sik goriilen yan etkileridir. Nistagmus, tremor ve ataksi gibi yan etkiler geri
doniistimlii olup, genellikle doza bagl olarak gelismektedir. Karbamazepinin konjestif
kalp yetmezligi, hasta sinlis sendromu, hipertansiyon ve bradikardi veya dahil
kardiyovaskiiler anormallikler gibi yan etkileri nadir de olsa goriilebilmektedir.
Karbamazepin kaynakli akut interstisyel nefrit nedeniyle akut bobrek yetmezligi
vakalari bildirilmistir (Holmes, 2002).

2.8.1.8. Hepatotoksisitesi

Karbamazepin ile iligkili hepatotoksisite ates ve anormal karaciger fonksiyon
testleri ile ortaya cikan graniillomatdz hepatit seklinde asir1 duyarli bir reaksiyon
seklinde ve ya akut hepatit ve hepatoseliiller nekroz ile dokiintii, ates, hepatit ve
lenfadenopati, safra yolu iltihabin1 simiile ederek dogrudan ilag toksisitesinden
kaynaklanmaktadir (Ahmed ve Siddigi, 2005). Karbamazepin ile iligkili hepatoseliiler
tipte olan karaciger hasarmin oliime veya karaciger transplantasyonuna yol agtigi
bildirilen vaka raporlarinda, karaciger biyopsisi yapilan tiim hastalarda hepatik nekroz
mevcut oldugu bildirilmistir. Karbamazepine bagl kolestatik tip karaciger hasarlar
cogunlukla iyi huylu olsa da, koti sonuglar dogurdugu da bilinmektedir. Son
zamanlarda 6nemli bir prognostik faktor olarak kabul edilen diger bir faktor, tedavinin
stiresidir (Bjornsson, 2008).

Karbamazepinin hepatotoksik reaksiyonlari genellikle tedavinin baglamasindan 3-
4 hafta sonra meydana gelmektedir. Belirtiler genellikle ilag kesildikten sonra
diizelmektedir. Baz1 durumlardaysa 6liimciil hepatotoksisite ilag kesilmesinden sonra
bile ortaya ¢ikabilmektedir (Ahmed ve Siddigi, 2005). Ortalama 30 hafta karbamazepin
ile tedavi goren hastalarda ciddi karaciger hasar1 gelistigi ve uzun vadeli karbamazepin
kullaniminin bir risk faktorii olabilecegi bildirilmistir (lida vd., 2015). Karbamazepin
kullanimina iliskin graniilomat6éz hepatit, hepatik nekroz ve immiinoalerjik hepatit gibi

yan etkiler bildirilmistir (Bjornsson, 2008).
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2.8.2. Perampanel

2.8.2.1. Endikasyonlar:

Perampanel, 12 yas ve lstii hastalarda kismi baslangi¢li, birincil jeneralize tonik-
klonik ndbetlerin ek tedavisi i¢in kullanilmak itizere 27 Temmuz 2012 tarihinden
itibaren Avrupa Komisyonu'ndan ve 22 Ekim 2012 tarihinde ise FDA tarafindan
pazarlama onay1 almis antiepileptiktir (Faulkner, 2014; Majid vd., 2016). Perampanel'in
kismi baslangicli ndbet tipi hari¢ baska herhangi bir ndbet tipi i¢in etkinligi hakkinda
bilgi yoktur. Epilepsi disindaki endikasyonlarindan post-hipoksik miyoklonusda
kullanimi bildirilmistir. Perampanelile kronik tedaviye baslandiginda, son ndbetin
ardindan en az 2 yil kullanilmaya devam etmek gerekir. ilag etkisizse veya kismen
etkiliyse, hastanin nobet tipi, epilepsi sendromu i¢in uygun olan baska bir AEI ile
degistirilir veya birlikte kullanilir (Patsalos ve Bourgeois, 2014).

2.8.2.2. Etki mekanizmasi

Perampanel, oral olarak aktif, yarismasiz bir a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazol-propiyonik asit (AMPA) reseptor antagonisti olup, hiicre i¢i kalsiyumdaki
AMPA kaynakli artislar1 inhibe ederek ndronal uyarila bilirligi azalmaktadir. AMPA
reseptorii nobetlerin olugmasi ve yayilmasinda rol oynadigi i¢in, perampanel
antiepileptik 6zelliklere sahip oldugunu gosterebilir (Patsalos ve Bourgeois, 2014). Bir
iyonotropik glutamat reseptorii sinifi olan AMPA reseptorleri, epileptik aktivitenin
olugsmas1t ve yayillmasinda Onemli bir rol oynamaktadirlar. Glutamat, ndronal
proseslerde epileptik aktivitenin iiretilmesinde ve yayilmasinda rol oynayan uyarici
amino asitlerden tiirevidir. Norotransmisyonda yer alan glutamat reseptorleri,
iyonotropik ve metabotropik olarak smiflandirilmaktadirlar. Iyonotropik reseptorler,
glutamat ile baglandiginda sodyum, potasyum ve kalsiyum akisina izin veren N-metil-
D-aspartik asit (NMDA), kainik asit ve  AMPA gibi spesifik agonistler olarak
siniflandirilir. AMPA reseptorleri santral sinir sistemindeki uyarici sinapslarda lokalize
olmakta ve burada hizli uyaric1 postsinaptik ndtransmisyonun baglica aracilar1 olarak
gorev yapmaktadirlar. (French vd., 2012; Tsai vd., 2018). In vitro calismalar,
Perampanelin AMPA reseptoriinde segici, rekabetci olmayan bir antagonist oldugunu
gostermektedir (Patsalos, 2015). Sinir sisteminde, glutamatin biiyiikk bir uyarici

norotransmiter oldugu bilinmesine ragmen insanlarda Perampanelin kesin antiepileptik
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mekanizmasi bilinmemektedir. Calismalar, AMPA reseptorii antagonizminin, ndbet
olusumunu ve yayilmasini inhibe etmenin yani sira asiri uyarilma ve antikonviilsan
etkilere neden olabilecegini ve AMPA reseptorii antagonistleri noronal 6liimii onleye
bilecegini gostermektedir (Greenwood ve Valdes, 2016). Perampanel sinapslarda farkli
fizyolojik rollere sahip farkli bir iyonotropik glutamat reseptorii sinifi olan ve nobet
olusumunda 6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilen NMDA reseptorlerini inhibe etmez
(French vd., 2012). Her ne kadar NMDA reseptorii blokaji bazi AEI’lerin (6rnegin
felbamat) etkilerine katkida bulunabilse de segici NMDA reseptorii antagonistlerinin
epilepsi tedavisinde faydali olmalar1 muhtemel degildir (French vd., 2012; Rogawski,
2011).

2.8.2.3. Absorpsiyonu

Perampanelin ortalama mutlak oral biyoyararlanimi 100% olup, gastrointestinal
kanaldan hizla emilmektedir (Patsalos, 2015). Yiyeceklerin birlikte alinmasi orani 2 saat

kadar azaltsa da, emilim derecesini diisirmemektedir (Patsalos ve Bourgeois, 2014).

2.8.2.4. Dagilinu

Perampanelin plazma protein baglanma orani yiiksek olup yaklasik % 95-96
teskil etmektedir. Esas olarak albiimin ve al-asit glikoprotein ile ve daha az oranda
yglobulin ile baglanmaktadir. Hafif ve orta siddetli karaciger yetmezligi, perampanelin
plazma proteinine baglanma derecesini azaltmaktadir. Perampanelin kan/plazma orani

0,55-0,59 —dir (http-4).

2.8.2.5. Metabolizma

Perampanel, esas olarak karacigerde CYP3A4 ve CYP3AS5 tarafindan metabolize
edilmektedir. Sicanlarda ve maymunlarda, degismeyen perampanel plazmadaki ana
bilesen olmasmma ragmen, dolasimda az miktarda metabolit gozlemlenmektedir.
Insanlarda ise, dolasimdaki metabolitlerin miktar1 degismemis Perampanele gore diisiik
olmaktadir. Bazi1 metabolitler AMPA reseptorlerini inhibe etse de, metabolitlerin

Perampanelin terapotik aktivitesine katkisinin  6nemsiz oldugu varsayilmaktadir

(Rektor, 2013).
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2.8.2.6. Eliminasyonu

Yetiskin  saghikli  goniilliillerde perampanelin  plazma yar1 Omrii, tek
uygulamasindan sonra 51-129 saat (ortalama 105), ¢oklu doz uygulamasindan sonra ise
66-90 saattir. Enzim olusturan yardimci ilaglarin varliginda, perampanel i¢in yar1 dmiir
degerleri 25 saattir. Uygulanan dozun yaklasik% 2'si idrarda degismemis perampanel

olarak renal yolla atilir (Patsalos ve Bourgeois, 2014).

2.8.2.7. Advers etkileri

Perampanel kullanan hastalarda en sik goriilen olumsuz ilag reaksiyonlar1 bag
donmesi, uyku hali, yorgunluk, sinirlilik, bulanti olarak bildirilmektedir. Hastalarin
rahatsiz eden olumsuz reaksiyonlar genel olarak biligsel ve psikiyatrik yan etkiler
olmaktadir. Yiiksek dozlarda perampanel alan hastalarda depresyon ve saldirganlik
gorildiigi bildirilmistir (Rugg-Gunn, 2014). Advers etki riski, tedavinin ilk birkag
ayinda daha fazla ortaya ¢ikmaktadir. Daha yavas titrasyon bazi olumsuz etkilerin
goriilme sikligini ve siddetini azaltabilmektedir (Patsalos ve Bourgeois, 2014).

2.8.2.8. Hepatotoksisitesi

Bir arastirmada perampanel karaciger toksisitesi arastirilmistir. Bu arastirmada ile
perampanel ile tedavi edilen 1038 hasta (2 mg, n = 180; 4 mg, n = 172; 8 mg, n = 431,
12 mg, n = 255) ve plasebo ile tedavi edilen 442 hastada ALP, ALT, AST, GGT ve TB
degerler1 tedavinin bagslangicinda ve sonunda normal diizeylerde olmustur.
Hepatobiliyer parametrelere bagli olumsuz durumlar, toplam perampanel tedavisi goren
hastalarin %0,4'tinde (n = 4) meydana geldi. Plasebo ile tedavi edilen hastalarda
olumsuz durumlar gozlemlenmedi (n = 0). Sonug¢ olarak perampanelin karaciger
toksisitesi i¢in diislik potansiyele sahip oldugu ve karaciger fonksiyon testlerinde klinik
olarak 6nemli bir etkisi olmadig belirlenmistir (Laurenza vd., 2015).

Perampanelin yaygin hepatik biyotransformasyonuna ragmen karaciger ile olasi
bir iligkisi saptanmamigtir (Vidaurre vd., 2017). Halen karaciger hastaligi bulunanlarda
ve karaciger yetmezligi olanlarda kullanimu ile iliskili verilerin olmadig: da bir gergektir

(http-5).
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Maddeler

Karbamazepin

Perampanel

Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM)

Tripsin-EDTA ¢6zeltisi
Penisilin-streptomisin ¢ozeltisi
Dimetil siilfoksit (DMSO)

Fosfat tamponu ¢ozeltisi

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
bromiir (MTT)

FITC Annexin V Apoptoz Kiti
2’ 7'-Diklorofluoresin diasetat
tert-Biitil hidroperoksit, %70

Trikloro asetik asit

Etanol

3.2. Kullanilan Cihazlar

Biyogiivenlik kabini
Buzdolab:

Buz makinasi

Derin dondurucu (-20°C)
Derin dondurucu (-80°C)
ELISA plak okuyucusu

Akis sitometre cihazi

Enjektor filtresi (0,2 um por biiyiikliigii)

: Sigma-Aldrich

: Sigma-Aldrich

: Wisent Bio Products

: Wisent Bio Products

: Wisent Bio Products

: Carlo Erba

: Biomatik

tetrazolyum

: Sigma-Aldrich

: BD Biosciences

: Santo Cruz Biotechnology

: ACROS Organics

: Sigma-Aldrich

: Merck

- Heal Force HF Safe 1800

. Arcelik 2470 NEX

: Kale Kd 030

. Argelik 2470 NEX

. Argelik 2470 NEX

: Biotek Eon

: BD Biosciences FACS Avia Il

» Aisimo
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Kilitli kapakli mini santrifiij tiipleri (2 mL) : Nest

Hassas terazi : Ohaus Pioneer PA64

Hiicre kiiltiir kab1 (25 ve 75 cm®) - Nest

Hiicre plagi (6, 24 ve 96 kuyucuklu) - Nest

Ters mikroskopi : Leica DMil

Inkiibatér (CO, doniisiimlii) : Thermo Fisher Scientific Hera Cell 240
Kriyo tiip - Nest

Otoklav : Hirayama HG-80

Otomatik pipet (10, 20, 100, 200 ve 1000 uL) : Eppendorf

Polipropilen tiip (15 ve 50 mL) - Nest

Sogutmali santrifiij : Eppendorf Centrifuge 5810 R
Steril polipropilen santrifiij tiipii (15 ve 50 mL) : Nest

Steril serolojik pipet (5, 10, 25 ve 50 mL) :LP

Termostatl su banyosu : Wise Clean Wisd WUC-DO06H
Vorteks : Bio-Rad BR-2000

Hiicre Sayim Cihazi : Bio-Rad TC20

Pipet ucu (10, 20, 100, 200, 300 ve 1000 pL) . Nest
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4. YONTEMLER

Tezde arastirilmasi planlanan AEI’lerin hepatotoksisitesinin arastirilmasinda insan
hepatoseliiler karsinoma hiicre hatti HepG2 (ATCC® HB-8065™) hiicreleri
kullanilmistir. Besiyeri olarak %210 fetal bovin serum (FBS) ve %1 penisilin-
streptomisin (100 1U/mL-100 mg/mL) antibiyotik ¢ozeltisi ilave edilmis Dulbecco's
Minimum Essential Medium (DMEM) kullanilmistir (Al-Sayed ve Esmat, 2016).

4.1. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Deneylerde kullanilan HepG2 hiicrelerinin ¢ogaltilmast ve deneye hazirlanmasi
i¢in 2-3 giinde bir rutin olarak pasajlama islemi yapilmistir. Inkiibatérden alinan hiicre
kiiltiir sisesi, Oli hiicrelerin besiyeri ¢ozeltisine ge¢mesini saglamak icin nazikge
calkalanarak ortamdaki besiyeri uzaklastirilmistir. Hiicre kiiltiir sisesine 5 mL fosfat
tamponu ilavesi ile hiicreleri yikama islemi gergeklestirilmis ve yikama ¢ozeltisi
ortamdan uzaklastirilmistir. Kiiltiir sisesine tripsin EDTA ¢ozeltisi (1X) ilave edildikten
sonra inkiibatorde yaklasik 5 dakika bekletilmistir (% 5 CO2, % 95 nem ve 37 °C). Siire
sonunda inkiibatorden alinan kiiltiir siselerinin tizerine besiyeri ilave edilerek hiicreler
siispanse edilmis ve 1:2, 1:3 boliinerek yeni kiiltiir sigelerine aktarilmigtir. Kiiltiir

sigeleri inkiibatore konularak inkiibasyona birakilmistir.

4.2. Hiicrelere MTT Sitotoksisite Testinin Uygulanmasi

MTT  (3-[4,5-dimetil tiyazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolium bromiir) canl
hiicrelerdeki metabolik aktivitenin 6lgiilmesinde kullanilmaktadir. Tetrazolium tuzlari,
metabolizma ve solunum zinciri intakt hiicrelerde mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz
enzimi ile formazana doniismektedir. Mitokondriyal siiksinat dehidrojenaz sar1 renkli
tetrazolyum tuzunu elektron kenetli reaktif varliginda ¢oziiniir turuncu renkli formazana
dontistirmektedir(Altintop vd., 2018; Mosmann, 1983; Riss vd., 2016)

Inkiibatdrden alinan hiicre kiiltiir sisesi icindeki besiyeri uzaklastirilds.

Kiiltiir flasklarinda yetistirilen hiicreler tripsin-EDTA ¢ozeltisi (1X) (75 cm?® lik
flasklara 3-5 mL, 25 cm?’lik flasklara 1-3 mL) ile muamele edilmistir.

5 dakika inkiibatorde bekletilen hiicrelere mikroskopta bakilarak yiizeyden ayrilip

ayrilmadiklar1 kontrol edilmistir. Nazik¢e vurularak hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi
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saglanmasindan sonra hiicrelerin tizerine tripsin-EDTA ¢6zeltisinin iki kati hacimde
besiyeri ilave edilmistir.

Pipet yardimiyla santrifiij tiipiine alinmig, +4°C’de 1200 rpm hizda 5 dakika
santrifiij edilerek slipernatant kismi1 uzaklagtirilmistir.

Hiicre pelleti lizerine uygun hacimde besiyeri eklenerek pipet yardimiyla nazikge
hiicre slispansiyonu olusumu saglanmistir.

10 pL hiicre siispansiyonu i¢indeki hiicre sayisi, 10 pL Trypan mavisi soliisyonu
ile boyanarak cihaz yardimiyla otomatik hiicre sayimi gergeklestirilmistir.

HepG2 hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara 1 x 10* hiicre/100 pL olacak sekilde
hesaplama yapilarak kuyucuklara eklenerek 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kiiltiir plakalarmin iist kismi ters cevrilerek
uzaklastirildi.

Hiicreler fosfat tamponu ile yikandi ve yikama ¢6zeltisi ortamdan uzaklastirilarak
karbamazepin ve perampanel’in 1 —0,000316 mM araliginda olacak sekilde hazirlanmis
farkli konsantrasyonu 8 tekrarla, hiicre kiiltiir plakasinin her bir kuyucuklarina ilave
edilmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklardaki g¢ozeltiler hiicre kiiltiir
plakasi ters ¢evrilerek uzaklastirilmistir.

Fosfat tamponu c¢ozeltisi (PBS) ile hazirlanmig 100 pL MTT ¢ozeltisi (0,5
mg/mL) kuyucuklara eklenerek 3 saat inkiibasyona birakilmistir.

3 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklardaki MTT ¢ozeltisi
uzaklagtirilmagtir.

Karbamazepin icin etanol, perampanel i¢in dimetilsiilfoksit (DMSO) (100
uL/kuyucuk) kullanarak kuyucuklarda olusan formazan tuzlari ¢oziilmiistiir.

Daha sonra hiicre kiiltiir plakasinin optik dansisitesi (OD) 540 nm’de okunmustur.

Karbamazepin ve perampanelin non-linecer regresyon analizi ile inhibitor
konsantrasyon 50 degeri hesaplandi ve sitotoksik 6zellikleri yorumlanmistir. (Altintop
vd., 2018).

MTT sitotoksisite testi karbamazepin ve perampanel igin 3 kez tekrarlandi.

Karbamazepin ve perampanelin’in stok ¢ozeltileri besiyerinde hazirlandi.
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4.3. Apoptoz ol¢iimii (Flow (Akis) Sitometrik Yontem)

Hiicre apoptoz uyarisi alirsa hiicre zarinin sitoplazmik yiizeyindeki lipid sirasinda
bulunan fosfatidilserin hiicre zarinin dis lipid tabakasina gegcmektedir. Bu yer degistirme
apoptozun erken doneminde ger¢eklesmektedir (Shehu vd., 2017; Giiles ve Eren, 2008).
Anneksin V fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in, bu protein floresan bir
madde ile (FITC) isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilmektedir. Bu
baglanma orani da akig sitometri cihazi ile olgiilebilmektedir. Nekrotik hiicrelerde de
anneksin baglanmas1 goriilebilecegi i¢in ayrica vital bir boya olan propidiyum iyodiir
(PI) boyamasi da yapilmaktadir. Canli hiicrelerin zarlar1 saglam oldugu i¢in PI boyasi
ile  boyanmamaktadir. Canli hiicreler FITC(-)/PI(-), erken apoptotik hiicreler
FITC(+)/PI(-) ve ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicreler FITC(+)/PI(+) olarak ayirt
edilmektedir ( Banfalvi, 2016; Giiles ve Eren, 2008).

Yukarida anlatildigr gibi hazirlanan hiicre siispansiyonu icindeki hiicre sayisi
belirlendikten sonra HepG2 hiicreleri 6 kuyucuklu plaklara 1x10%kuyucuk olacak
sekilde ekilerek 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri uzaklastirilarak MTT sitotoksisite sonuglarina
gore karbamazepin ve perampanel’in 0,3-0,2-0,1 mM olacak sekilde hazirlanmig 3
farkli konsantrasyonu 2 tekrarli olacak sekilde hiicre kiiltiir plakasinin her bir
kuyucuguna uygulandi ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Siire sonunda besiyeri toplanarak hiicreler fosfat tamponu (PBS) ile yikanmis ve
kuyucuklara tripsin EDTA ¢ozeltisi (1X) eklenerek 5 dakika inkiibatorde bekletilmistir.
Hiicre kiiltiir plakasinin her bir kuyucuguna besiyeri ilave edildi ve pipetleme ile hiicre
slispansiyonu hazirlanmaistir.

Her bir kuyucuktaki hiicre siispansiyonu uygun santrifiij tiipiine aktarilarak 1200
rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

Siipernatant ortamdan uzaklagtirilmig ve hiicre pelletine 100 uL “Binding buffer”
ilave edilmistir.

Daha sonra tiipe 5 pLL Anneksin-5, FITC ve 10 uL Pl ilave edilerek 15 dakika
karanlik ortamda oda sicakliginda inkiibe edildi.

Stire sonunda tiipe 400 pL “Binding buffer” ilave edilerek hiicreler tekrar

stispanse edilmistir.
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Deney prosediirleri tamamlandiktan sonra 60 dakika igerisinde Anadolu
Universitesi  Bitki, ilag ve Bilimsel Arastirmalar Merkezi, Hiicre Kiiltiirii
Laboratuvarinda bulunan Akis Sitometri cihazinda analiz gergeklestirilmistir.

Akis sitometri testi karbamazepin ve perampanel i¢in 3 kez tekrarlanmastir.

4.4. Biyokimyasal Analiz

Yukarida anlatildigr gibi hazirlanan hiicre siispansiyonu ig¢indeki hiicre sayisi
belirlendikten sonra HepG2 hiicreleri 25 cm®lik hiicre kiiltiir sisesine 5x10° hiicre

olacak sekilde ekilip 24 saat inkiibasyona birakimilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri uzaklastirilmistir. Ardindan MTT sitotoksisite
sonuglarina gore karbamazepin ve perampanelin 0,316-0,1-0,0316 mM olacak sekilde
hazirlanmig 3 farkli konsantrasyonu farkl hiicre kiiltiir siselerine uygulanmig ve 72 saat
inkiibasyona birakilmiltir.

Siire sonunda hiicre kiiltiir sisesindeki besiyerleri toplanmis ve +4 °C, 1200 g, 5
dakika satrifiij edilmistir.

Siipernatantta ELISA kit prosediiriine uygun olarak AST, ALT, iire ve TB

seviyeleri belirlenmistir.

4.5. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Belirlenmesi

Yukarida anlatildig1r gibi hazirlanan hiicre siispansiyonu ig¢indeki hiicre sayisi
belirlendikten sonra HepG2 hiicreleri her bir kuyucukta 5x10 4 hiicre olacak sekilde
96’11k hiicre kiiltiir plakasina ekilip 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri uzaklastirilmistir.

Ardindan MTT sitotoksisite sonuglarina gore karbamazepin ve perampanel’in
0,316-0,1-0,0316 mM olacak sekilde hazirlanmig 3 farkli konsantrasyonu ortama ilave
edilmis ve 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir.

Siire sonunda hiicre kiiltiir plakasinin her bir kuyucuguna besiyerinde hazirlanmis
20 uM DCFH-DA c¢ozeltisi her kuyucuga ilave edilerek 30 dk inkiibasyon birakilmistir.

Siire sonunda besiyeri ortamdan uzaklastirilarak hiicreler soguk fosfat tamponu ile

yikanmustir.
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Yikama ¢ozeltisi ortamdan uzaklastirildiktan sonra hiicre kiiltiir plakasinin 485
nm eksitasyon ve 530 nm emisyon dalga boylarinda floresans Ol¢iimii
gergeklestirimistir.

Deneylerde pozitif kontrol olarak 0,5 mM t-BOOH ¢6zeltisi kullanlmustir.

4.6. Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak sunulmustur. Istatistiksel
degerlendirmeler GraphPad Prism 5 programinda tek yonlii varyans analizi ve ardindan
Tukey ¢ok yonlii karsilastirma testi ile gergeklestirilmistir. P<0,05 degerler istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

Yaygin olarak kullanilan bazi antikonviilsan ajanlarin (valproat, fenitoin,
karbamazepin) idiyosenkratik kaynakli karaciger hasarina yol actig1 bildirilmistir (http-
2) llag kaynakli hepatotoksisite vaka raporlarmin biiyiikk bir kismmi AEl'ler
olusturmaktadir. Kismi ve tonik-klonik nobetlerin tedavisinde kullanilan ve giiclii bir
antikonviilsan ajan olan karbamazepin, karacigerde graniiloma olusumuna, kolestatik ve
hepatoseliiler hasara yol agabilme potansiyeli bilinmektedir (Pandit vd., 2012; Morales-
Diaz vd., 1999). Bunun yanisira perampanel 2012 tarihinde ise FDA tarafindan
pazarlama onay1 almis AMPA antagonisti antiepileptiktir (Faulkner, 2014; Majid vd.,
2016). Hepatik biyotransformasyona ugramasina ragmen hepatotoksisitesinin
incelendigi ¢alisma verilerinin azligi dikkat ¢ekmektedir (Vidaurre vd., 2017). Bu
sepele bu tez ¢aligmasinda HepG2 hiicreleri kullanilarak perampanelin karbamazepine
kiyasla hepatotoksik etki potansiyelinin arastirilmast amaglanmistir.  Primer
hepatositlerle karsilastirildiginda HepG2 hiicrelerini biyotransformasyonun faz | ve 1l
reaksiyonlarinda rol oynayan spesifik sitokrom (CYP) P450 enzim diizeylerinin diisiik
oldugu bilinmesine ragmen, bu hiicre dizisi hala bir¢ok toksikoloji c¢aligmasinda
kullanilmaktadir. Bunun yani sira HepG2 hiicrelerinin UDP-glukuronosil - transferazlar
hari¢ bir dizi faz Il enzimine sahip oldugu bilinmektedir (Van den Hof vd., 2014,
Summeren vd., 2011). Baz1 aragtirmacilar HepG2 hiicreleri kullanilarak ROT olusumu,
glutatyon tiikenmesi ve membran biitiinliigiinii 6lgmenin miimkiin oldugunu ve bunun
da sitotoksisiteyi hassas bir sekilde taramak i¢in kullanilabilecegini gostermistir. ROT
olusumu ve glutatyon tilkenmesi, ilaca bagl hepatotoksisitenin iki dnemli mekanizmasi
olup, hiicresel organellerde etkili olmaktadir (Van den Hof vd., 2014). Brien ve
arkadaslarinin ~ yuriittiigi  bir ¢alismada HepG2 hiicrelerinin  hepatotoksisite
degerlendirilmesinde %80- duyarlilik ve %90 spesifite saptamistir (O’Brien vd., 2006).
[laca bagl karaciger hasarini erken asamada belirlemek igin de HepG2 hiicrelerinin in
vitro transkriptomik analizinin de basarili olacagi tahmin edilmektedir (Van den Hof
vd., 2014). Hepatotoksik etkinin belirlenmesi i¢in MTT ile sitotoksisite tayini,
apopotoz/nekroz ve canli hiicre iizerinde etkilerinin incelenmesi, ROT seviyelerinin
belirlenmesi ve hepatotoksisitenin 6nemli biyolojik belirteclerinden olan ALT, AST, iire

ve TB seviyelerinin tespiti gergeklestirilmistir.
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5.1. MTT Yontemi ile Bilesiklerin Sitotoksik Etki Sonug¢lari

Karbamazepin
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Sekil 5.1. Karbamazepin’e ait % hiicre inhibisyon degerleri

Karbamazepine maruz birakilan HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligi 0,00316 mM
icin %4,83; 0,001 mM i¢in %5,78; 0,000316 mM icin %40,16 oraninda azalmistir.
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Sekil 5.2. Perampanel’e ait % hiicre inhibisyon degerleri

Perampanele maruz birakilan HepG2 hiicrelerinde hiicre canlilig1 0,0316 mM ig¢in
%5,33; 0,01 mM igin %5,56; 0,00316 mM i¢in %23,7; 0,001 mM i¢in %39,6; 0,00316

mM i¢in %66,34 oraninda azalmistir.
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Toksik maddelere maruz kaldiktan sonra sitotoksisiteyi belirlemek i¢in hiicre
canliligi deneyi olan MTT testi siklikla kullanilmaktadir (Fotakis ve Timbrell, 2005).
Canli hiicrelerin metabolik aktivitesini Olgen ve giinlimiizde en c¢ok kullanilan
yontemlerden bir tanesi olan Kkolorimetrik 3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difenil
tetrazolyum bromiir (MTT) mikroplak testi 1983 yilinda Mosmann tarafindan,
gelistirilmistir. MTT bir tetrazolyum tuzudur (Mosmann, 1983). MTT, canli hiicrelerin
mitokondrisinde mitokondriyal siiksinat dehidrojenazin etkisiyle mor renkli formazana
indirgenmektedir (Jain ve ark., 2018). Olii hiicrelerin MTT'yi formazana déniistiireme
kabiliyeti olmadig1 i¢in renk olusumu sadece canli kalan hiicreleri isaret etmektedir
(Riss vd., 2016).

Karbamazepin hiicre canlilig1 iizerinde test edilen konsantrasyonlarinda %350
hiicre canliligin1 inhibe etme potansiyeline arastirilan en yiiksek dozda ulasmazken
perampanel i¢in hesaplanan ICso degeri 0,5 £0,09’dur. Yapilan bir ¢alismada da
glioblastoma hiicre hattinda perampanelin hiicre farklilasmasini ve proliferasyonunu
onledigi belirlenmistir (Lange vd., 2019). Sonuglardan hareketle, perampanelin
sitotoksik etkisinin HepG2 hiicreleri lizerinden karbamazepine gore fazla oldugu

sOylenebilir.

5.2. Anneksin V/PI yontemi ile bilesiklerin apoptotik etki sonuclari

Akis sitometrisi c¢aligmalari, karbamazepinve perampanel icin stimiile edilmis

hiicresel 6liim yolaginin apoptoz oldugu belirlenmistir.

Karbamazepin ve perampanel’in akis sitometrik analiz diyagramlari, sirasiyla
Sekil 5.3 ve Sekil 5.4'te sunulmustur. Analiz edilen 3 farkli konsantrasyon i¢in,

canli/apoptotik/nekrotik hiicre yilizdeleri Cizelge 5.1’de sunulmustur.
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Sekil 5.3. HepG?2 hiicre hatti igin karbamazepin’in akis sitometrik analiz diyagram

Ust sol kadran nekrotik (Q1; Anneksin V-negatif/Pl-pozitif); iist sag kadran geg 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/PI-negatif).
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Sekil 5.4. HepG?2 hiicre hatti i¢in perampanel’in akis sitometrik analiz diyagrami

Ust sol kadran nekrotik (Q1; Anneksin V-negatif/Pl-pozitif); iist sag kadran geg 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/PI-negatif).
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Cizelge 5.1. Perampanel ve karbamazepin icin farkll konsantrasyonlarda canli/nekrotik/apoptotik hiicre

yiizdesi

Madde uM Q1 Q2 Q3 Q4

100 2,3 59 85,4 6,4

Perampanel 200 4,0 6,6 84,4 51
300 6,6 10,0 78,9 4,5

31,6 2,6 4,8 87,6 50

Karbamazepin 100 4,1 4,6 86,6 4,6
316 3,2 4,3 84,7 7,8

flaca bagli karaciger toksisitesinin gostergelerinden biri olan hiicre dliimii tipleri
apoptoz ve nekrozun belirlenmesinde anneksin V yontemi ile akis sitometrisi yaygin
olarak kullanilmaktadir (Shehu vd., 2017; Giiles ve Eren, 2008). Anneksin V
membranlarin dig yilizeylerinde plazma membranlarinin i¢ tarafindan tutularak agiga
¢ikan fosfatidilserine baglanarak floresan bir madde (6rn. FITC) ile boyanarak apoptotik
hiicreleri goriiniir hale getirir. Ardindan flow sitometri (akis sitometrisi) ile 6lgiilerek
apoptozis sirasinda ortaya c¢ikan hiicre yilizeyindeki degisiklikleri belirlemek
miimkiindiir (Giiles ve Eren, 2008; Nakata vd., 1999). Apoptotik ve nekrotik hiicreler
arasinda ayrim yapmak amaciyla ek boyama olarak propidyum iyodiir eklenmektedir
(Banfalvi, 2016; Giiles ve Eren, 2008).

Calismamizda kullanilan ajanlarin apopotozu nekrozdan daha fazla indiikledigi
gosterilmis olup, HepG2 hiicre hattinda karbamazepinin histon deasetilaz (HDAC)
tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla yapilan bir ¢alismada karbamazepin ve ana
aktif metaboliti olan karbamazepin-10,11-epoksitin etkili HDAC inhibitorii oldugu
belirlenmistir. Karbamazepinin hiicre 6liimiinii tetiklemesinin HDAC inhibitorii
olabilme etkisine baglandig1 goriilmiistiir (Beutler vd., 2005). HDAC inhibisyonu ise
hiicre farklilasmasini, hiicre 6liimiinii arttirmaktadir. Karbamazepinin ayn: zamanda
cesitli mekanizmalarala da apoptozu indiikledigi bilinmektedir (Zhang ve Zhong, 2014).
Perampanelin ise kalsiyum influksunun normal bir sekilde devam etmesini saglayarak
hiicre canliligina katkida bulundugu belirtilmistir (Babu ve Gupta, 2018). Bu sebeple

perampanelin nekrozdan ziyade apoptozu indiiklemesi de sasirtict goriilmemektedir.
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5.3. Biyokimyasal parametrelerin seviyelerinin belirlenmesi

Biyokimyasal karaciger testleri semptomatik ve asemptomatik karaciger hastaligi
olan hastalar1 degerlendirmek amaciyla siklikla kullanilmaktadir (Hasan ve Owyed,
2003). Serum ALT ve AST seviyelerinin dl¢iimii karaciger hasarlarmni etkili bir sekilde
tanimlayabilmektedir (Kim vd., 2008; Teranishi vd., 1978). Ure ve TB miktari
Olctimleri genelde bobrek fonksiyonlarii degerlendirmek amaciyla kullanilsa da, bazi
ilaglara bagli gelisen hepatotoksisitenin de biyogéstergesi olabilmektedir (Wang vd.,
2014; Waring vd., 2007). Biyokimyasal analiz sonuglar1 Cizelge 5.2° de gésterilmistir.

Cizelge 5.2. Biyokimyasal analiz sonug¢lari

Biyokimyasal Biiyiime Solvent

Parametreler Kontrol kontrol I£536 K100 KBS P08 P200 P100

Ure 329+ 331+ 4137+ 3507+ 381+ 3807+ 38+ 2,52+
0,09 0,09 0,05(*) 0,09(*) 0,09(*) 0099 0,09 (* 0,08(*

TB 0012+ 0011+ 001+ 001+ 002+ 002+ 001+ 0,03+
0001 0,007 0001 0005  0,010(* 0,010(* 0,002 0,009 (*)

AST 9,1+ 9,09+ 163+ 11,167+ 6,1+ 203+ 17,2+ 6,03+
0,26 0072  147(% 1259 0,854 1,47(%)  1,31(*) 1,00

ALT 5,9+ 651+ 817+ 517+ 313+ 11267+ 8+I(%) 26093(;*)
0,78 0,79 1,04 (%) 0,96 0,96(*)  1,17(% *

(*) Kontrolden farkli (p < 0.05)

Hepatik enzim indiiksiyonu karbamazepin ile tedavide sik karsilasilan bir etki
olup, hastalarin %5 ila %10'unda asemptomatik karaciger enzimlerinin yiikselmesi
goriilebilmektedir. Karbamazepine bagli hepatotoksisite kolestazli, asir1 duyarlhiliga
bagl bir graniilomatéz hepatit ve kolestazsiz akut hepatit ve hepatoseliiler nekroz
olmakla iki sekilde goriilmektedir (Holmes, 2002). Karbamazepinin hepatotoksik
potansiyeli ve hepatik enzimleri (ALT, AST, ALP, GGT) indiikleyebildigi ¢esitli
caligmalar ile gosterilmistir (Hussein vd., 2013; Hadzagic-Catibusic vd., 2017). Bu tez
caligmasinda da karbamazepin ile en yiiksek dozda ALT ve AST seviyelerinde anlamli
artiglar dikkat ¢cekmektedir. Bunun disinda da hepatik sentezin gostergesi olan iire
miktarinda da diisiik doz hari¢ anlamh artiglar goriilmektedir. Bu noktada da

karbamazepinin ure siklusunu bozdugu ¢esitli ¢alismalar ile gosterilmistir. Sonug olarak
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tez calismasinda, karbamazepinin beklenen hepatotoksisitesi biyolojik belirtegler ile de
gosterilmistir.

Perampanel ise diisiik doz hari¢ ALT, AST, iire seviyelerini anlamli olarak
arttirirken, TB seviyelerinde de 0,3 ve 0,1 mM dozda anlamli artiglara yol agmustir.
Yapilan bir c¢alismada perampanelin bazi durumlarda Kkaraciger enzimlerini
indiikleyebilecegi gosterilmistir (Novy vd., 2014). Perampanelin farmakokinetiginin
hafif ila orta siddette karaciger yetmezligi olan degerlendirilmesi sonucunda kullanilan
perampanel dozunun 8 mg't gegmemesi ve siddetli karaciger yetmezligi olan hastalarda
kullanilmamasi gerektigi bildirilmistir (http-6). Tedaviye direngli status epileptikusu
olan hastalarda perampanelin advers etkilerini degerlendirmek amaciyla yapilan bir
calismada spesifik bir tedavi gerektirmeyen hafif dereceli kolestatik karaciger hasari
gbzlemlenmistir. Bu hastalarda hepatik kan testlerindeki degisikliklerin incelenmesi
sonucunda ALT >5x normalin iist stnir1 (UNS), ALP > 2 x UNS veya ALT >3 x UNS,
bilirubin konsantrasyonu ise >2 x UNS olarak tamimlanmistir (Beretta vd., 2017).
Hakkinda limitli veriye sahip perampanel karbamazepine kiyasla benzer hepatotoksisite
riskini biyolojik gostergelerde yaptigi anlamli artislar ile gostermistir. Etkiledigi
biyolojik gdstergeler bakimindan hepatoseliiler, hepatobiliyer ve ayni zamanda hepatik

sentez kapasitesinde bozulmalara yol agmasi miimkiin olabilir.

5.4. ROT miktarinin belirlenmesi

[aglarm etkinliginin degerlendirilmesi ve gesitli patolojik durumlarin arastiriimasi
acisindan gerekli olan bir diger durum oksidatif strestir (Yoshikawa ve Naito, 2002).
Oksidatif stress antioksidan savunmasinin azalmast ve yogun ROT iiretimine bagli
olarak biyomolekiillerde bazi modifikasyonlarin gelismesi sonucunda ortaya
cikmaktadir (Koken vd., 2004). ROT'u ve oksidatif stresi belirlemek igin 2,7-
dikloroflorosein (H,DCF) boyasi ile yapilan DCFDA yontemi en yaygin olarak
kullanilan yontemdir (Jambunathan, 2010).

Karaciger ROT tarafindan saldirtya ugrayan o©nemli bir organdir. ROT
mitokondriyal fonksiyonlarda degisikliklere neden olarak sitokin ekspresyonunu
modiile eder, immiin yanitlar1 degistirir ve hepatoselliiler yaralanma, apoptoz veya
hiicre o6liimii ve karaciger fibrozisi ile sonuclanan sinyal kaskadlarini aktive eder.
Birgok karaciger hastaligi, yilksek ROT diizeylerine baglh olarak oksidatif protein ve

lipit modifikasyonunun biiyiikliiglinlin, hastaligin ciddiyeti ile iligkili oldugunu ve
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hastaligin ilerlemesiyle baglantili oldugunu kanitlayan 6nemli veriler bulunmaktadir
(Sanchez-Valle vd., 2012 ).
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Sekil 5.5. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan karbamazepin ve perampanelin
uygulanan hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin seviyeleri

Karbamazepin uygulanan hiicrelerde DCF floresans yogunlugu 0,316mM t-
BOOH i¢in 0,133; 0,AmM igin 0,112; 0,316mM i¢in 0,106; Perampanel uygulanan
hiicrelerde ise hiicrelerde DCF floresans yogunlugu 0,316mM i¢in 0,142; 0,1mM i¢in
0,134; 0,316mM i¢in 0,109 olarak ol¢tilmiistiir.

Hem karbamazepin hem de perampanel pozitif kontrol t-BOOH a gére DCF
diizeylerini dolayisiyla H,O; olusumunu arttirmistir. Bazi ¢aligsmalar sonucunda P450
enzimleri gibi hepatik ila¢ metabolize eden enzimler tarafindan olusturulan reaktif
metabolitlerin ve bunu takiben endojen proteinlerle ilave olusumun, karbamazepimin
neden oldugu karaciger hasarinin gelisiminde rolii oldugunu ortaya koymaktadir (lida
vd., 2015; Panayiotopoulos, 2005). Insanlarda nadir fakat ciddi karaciger hasarma
neden oldugu bilinmekle birlikte karbamazepin metabolizmasimin karaciger hasari
gelisimindeki rolii tam olarak anlagilmamistir (lida vd., 2015). Sican modeli ile yapilan
bir c¢alismada 2-hidroksi karbamazepin ve 3-hidroksi karbamazepin metabolitleri
olusumunun karaciger hasarinin gelisimine katkist oldugu bildirilmistir (Sasaki vd.,
2016). Eghbal ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada karbamazepinin oksidatif stresi
indiikledigini, ROT formasyonu ve lipid peroksidasyon iriinlerinin artmasini gdsterdi.

Hepatositlerin enerji iireten ve anahtar organelleri olarak mitokondri iizerindeki etkisi
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degerlendirilmesi sonucunda karbamazepinin mitokondriyal membran potansiyelinin
azalttig1 sican hepatositlerinde karbamazepin toksisitesi konsantrasyona bagimli olup,
hepatositlerin 400 uM karbamazepin ile inkiibasyonu, hiicrelerin% 50'sinin 2 saatte
Olmesine neden oldugu (LC50 = 400 uM) da bildirilmistir (Eghbal vd., 2013).
Karbamazepin ile indiiklenen oksidatif stres bizim sonuglarimizda da goriilmektedir. Bu
noktada perampanelin karbamazepine benzer sekilde oksidatif stresi indiiklemis olmasi
dikkat cekicidir. Perampanel, %90 oraninda hepatik metabolizmaya maruz kalmaktadir.
Karacigerde oksidasyon ve ardindan glukuronidasyon ile yogun sekilde metabolize
olarak hicbiri farmakolojik olarak aktif olmayan 13 metabolit olusturmaktadir.
Metabolizmasinda CYP3AS disinda CYP3A4'{in de perampanelin metabolizmasinda rol
oynadig1 disiiniilmektedir (Besag ve Patsalos, 2016; Patsalos, 2015; Franco vd., 2013).
Perampanelin  sitokrom P450 hepatik enzimlerinin indiikleyicisi oldugu da
bilinmektedir. Bu da karbamazepin ve diger bir ka¢ AED’ler gibi serum
konsantrasyonlarinda azalmalara neden olmaktadir (Faulkner ve Burke, 2013).
Rekombinant insan CYP enzimleri ve insan karaciger mikrozomlar1 kullanilarak yapilan
in vitro caligmalarda perampanelin oksidatif metabolizmaya ugradigi ve oksidatif
metabolizmaya CYP3A4 veya CYP3AS5 izoenzimlerinin aracilik ettigi gosterilmistir
(Plosker, 2012; Patsalos, 2015). Perampanel ile indiiklenen oksidatif stresi tiim bu

durumlar ile iliskilendirmek miimkiindiir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Karbamazepin fokal ve jeneralize tonik-klonik nobetlerin tedavisinde kullanilan
birinci jenerasyon bir antiepileptiktir. Perampanel ise 12 yas ve lstii hastalarda kismi
baslangi¢li, birincil jeneralize tonik-klonik nébetlerin ek tedavisi i¢in kullanilan ti¢iincii
jenerasyon yeni bir AEl’dir. Tez kapsaminda calisilan perampanelin hepatik
metabolizmaya yaygin bir sekilde ugradig diisiiniildiigiinde hakkinda yapilmis yeterli
sayida hepatotoksisite ¢alismasinin olmamasi ¢ok dikkat cekicidir. Bu, noktadan
haraketle hepatotoksisitesi bilinen ve yaygm kullanilan karbamazepine kiyasla
perampanelin sitotoksik etkileri, hepatik hasarin biyogostergeleri olan biyokimyasal
parametreler ve ROT karaciger toksisitesinin in vitro degerlendirmesinde kullanilan,
insan hepatoseliiler karsinoma hiicre hattt HepG2 {izerinde incelenmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda her iki ajanin HepG2 hiicre hattinda sitotoksik etki gosterdigi, hepatik
biyobelirteglerde artisa sebep oldugu ve oksidatif stresi indiikledigi sonucuna
vartlmistir. Tim bu parametreler dikkate alindiginda perampanelin de karbamazepin
gibi hepatotoksiste riskine sahip olabilecegi ve 6nemli derecede advers etki potansiyeli
de olusturabilecegi goz Oniinde bulundurulmalidir. Elde edilen sonuglara esasen tez
kapsaminda incelenen ajanlarin hiicre 6liim sekli olan nekrozdan ziyade, karacigerde
programlastirilmis hiicre 6liimii olan apoptozu indiikleyerek hiicre Oliimiine sebep
oldugu goézlemlenmistir. Bu da nekroza goérece organizma i¢in daha tercih edilir bir
durumdur. Bu tez calismasi ile epilepsi tedavisinde siklikla kullanilan karbamazepin ve
yeni ajan ve hakkinda yetersiz veri bulunan perampanelin hem hepatotoksisite izlemi
gerceklestirilmis hem de preklinik donemde tespiti oldukga zor olan ilaca bagh
hepatotoksisite i¢in de diger ilaglar agisindan pratik bir izlem metodu ortaya konmustur.
Fakat, hepatotoksisite belirteglerinin zenginlestirildigi yeni c¢aligmalara, karaciger
bozukluklarina sahip insanlardan veri toplanildig1 ve daha genis 6l¢ekli epidemiyolojik
calismalara da ihtiyag duyulmaktadir. Ilerleyen calismalarda, perampanelin
hepatotoksik etki potansiyeli hem insan temelli ¢alismalar hem de diger modeller ile
arastirtlmali klinisyenler de bu konuda hassas davranarak terapdtik izlem siireglerini ve
beraberinde kullanilan ilaglar ve 6zel durumlar ile ilgili hasta popiilasyonlarin

bilgilendirmeyi ihmal etmemelidirler.
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