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OZET

Giris ve Amag: Noronal hiicre uyarilmasinda etkisi bilinen karbonik anhidraz
(CA) izoenzimleri, yeni antiepileptik ilaclarin gelistirilmesindeki hedeflerden birisidir.
Eritrositlerde CA izoenzimlerinden 1 ve II baskin olarak bulunur ve bu enzimler,
hemoglobin dis1 proteinlerin %20'den fazlasini olusturur. CA I, 1I ve IV, eritrosit
membranindaki HCOgs™ tasiyicistyla fiziksel olarak iligkilidir ve bu tasiyicilarin
aktivitelerini diizenler. Lakozamid {ii¢lincii kusak bir antiepileptik ilagtir ve CA
inhibisyonu etkisine sahip oldugu ve bu etkisini enzimin ¢inko baglanma bolgesine
miidahale ederek gosterdigi kabul edilmektedir. Dolayisiyla bu inhibitor etki ile
lakozamidin eritrosit deformabilitesi tlizerinde olumsuz bir etkisi olabilecegi
diisiiniilebilir . Literatiirde bu konuda deneysel veya klinik bir ¢alisma bulunamamustir.
Bu ¢alismada lakozamid kronik kullaniminin, olasi eritrosit CA enzim inhibisyonu

tizerinden hemoreolojik etkilerinin belirlenmesi amaglandi.

Yontem: Otuz adet prepubertal disi Sprague Dawley cinsi sigan kontrol grubu
(n=6) ve ilag gruplarina (i¢ doz grubu n=8) randomize dagitilarak 4 gruba ayrildi.
Gruplar; kontrol (distile su, 21 giin, oral), 3LAC (3 mg/kg/g, 21 giin, oral), 10LAC (10
mg/kg/g, 21 giin, oral), 30LAC (30 mg/kg/g, 21 giin, oral) seklinde planlandi.

Literatiirde lakozamidin deneysel epilepsi modellerinde tercih edilen kronik
kullanim dozlar1 (3, 10 ve 30mg/kg/g) bu ¢alismada uygulanacak dozlar olarak
belirlendi. Her hayvan i¢in hesaplanan doz maksimum 0,6ml distile su igerisinde oral
gavaj yontemi ile 21 giin boyunca giinde tek doz halinde verildi. Tedavi siiresinin

sonunda siganlardan alinan kandan hemoreolojik parametreler degerlendirildi.

Bulgular: 10LAC grubunda tam kan viskozitesi kontrol ve 3LAC’a gore arttig1
saptandi (p=0,034 ve p=0,021). Yine 10LAC grubunun plazma viskozitesinin 3LAC
ve 30LAC’a gore arttigi goriildii (p=0,005 ve p= 0,012). Osmotik frajilite degerleri
acisindan tiim gruplar bir arada degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml1 farklilik bulunmasa da minimum hemolize sebep olan konsantrasyonlar
acisindan gruplar ikili kiyaslandiginda 30LAC ile kontrol grubu arasinda anlamli fark
saptandi (Mann Whitney-U p=0.014).

Vi



Sonug¢: Calismamizda lakozamidin belli dozda tam kan ve plazma viskozitesini
artiric1 etkisi oldugu ve yliksek dozda lakozamidin osmotik frajilite degisikligi ile
hemolize yatkinlig1 kolaylastirildig1 saptandi. Eritrositin yapisal veya fonksiyonel
hastaliklarinda ek olarak antiepileptik ihtiyact olmasi durumunda bu etkilerinin akilda

tutulmasi 6nem arz edebilir.

Anahtar Kelimeler: Lakozamid, Eritrosit Deformabilitesi, Karbonik Anhidraz

Inhibitri
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ABSTRACT

Introduction and Objective: Carbonic anhydrase (CA) isoenzymes, known
for their role in neuronal cell excitation, are targets in the development of new antie-
pileptic drugs. CA isoenzymes | and Il are predominantly found in erythrocytes and
constitute over 20% of non-hemoglobin proteins. CA I, 11, and IV are physically asso-
ciated with bicarbonate (HCO3-) transporters in the erythrocyte membrane and regu-
late their activities. Lacosamide is a third-generation antiepileptic drug, believed to
exert its CA inhibitory effect by interfering with the enzyme's zinc-binding site. The-
refore, this inhibitory effect might negatively impact erythrocyte deformability. No
experimental or clinical studies addressing this issue have been found in the literature.
This study aims to determine the hemorheological effects of chronic lacosamide use,

potentially through erythrocyte CA enzyme inhibition.

Method: Thirty prepubertal female Sprague Dawley rats were randomly divi-
ded into four groups: a control group (n=6) and three drug groups (n=8). The groups
were planned as follows: control (distilled water, 21 days, oral), 3LAC (3 mg/kg/day,
21 days, oral), 10LAC (10 mg/kg/day, 21 days, oral), and 30LAC (30 mg/kg/day, 21
days, oral). The chronic usage doses of lacosamide (3, 10, and 30 mg/kg/day) reported
in experimental epilepsy models were applied in this study. Each animal's calculated
dose was administered via oral gavage in a maximum of 0.6 ml distilled water once
daily for 21 days. At the end of the treatment period, hemorheological parameters were

evaluated from the blood collected from the rats.

Results: Whole blood viscosity in the 10LAC group was found to be signifi-
cantly higher than in the control and 3LAC groups (p=0.034 and p=0.021, respecti-
vely). Plasma viscosity in the 10LAC group was also significantly higher than in the
3LAC and 30LAC groups (p=0.005 and p=0.012, respectively). Although no statisti-
cally significant difference in osmotic fragility values was found between the groups,
a significant difference was observed between the 30LAC and control groups in terms

of minimal hemolysis concentrations (Mann-Whitney U p=0.014).

viii



Conclusion: Our study found that lacosamide has a dose-dependent effect in
increasing whole blood and plasma viscosity. Additionally, high doses of lacosamide
were observed to facilitate a tendency towards hemolysis through changes in osmotic
fragility. These effects should be taken into consideration when antiepileptic therapy
is required in conditions where erythrocyte structural or functional abnormalities are

present.

Keywords: Lacosamide, Erythrocyte Deformability, Carbonic Anhydrase Inhibitor



1. GIRIS VE AMAC

Eritrosit deformabilitesi, eritrositlerin hiicre zarlarinin esnek yapilari sayesinde
dis etkenlerle sekil degistirmesi ve bu etkenler ortadan kalktiginda yeniden eski haline
donebilme yetenegidir. Yaklasik 8 pum c¢apindaki eritrositler, bu 6zellik sayesinde 3
um ¢apindaki kilcal damarlardan gegebilirler. Cekirdeksiz yapilari, diistiik i¢
viskoziteleri, yliksek yilizey-hacim oranlar1 ve esnek zarlar1 bu yetenegi destekler. Zar
yapisinda veya i¢ viskoziteyi belirleyen proteinlerde meydana gelen bozulmalar
deformabilitenin zayiflamasina neden olur. Ortam pH'indaki diisiis, tuz dengesizlikleri
ve mekanik stres gibi faktorler de bu 6zelligi olumsuz etkiler. Deformabilitesi bozulan

hiicreler, kanin viskozitesini artirarak dolasim sorunlarina yol agabilir (1).

Eritrositlerde karbonik anhidraz (CA) izoenzimlerinden I ve II baskin olarak
bulunur ve bu enzimler, hemoglobin dis1 proteinlerin %20'den fazlasini olusturur. CA
I, 1l ve IV, eritrosit membranindaki HCO3" tasiyicilariyla fiziksel olarak iligkilidir ve

bu tastyicilarin aktivitelerini diizenler (2).

Lakozamid, (R)-2-asetamido-N-benzil-3-metoksipropiyonamid,  tgiincii
jenerasyon bir antiepileptik ilag olup, Amerika Birlesik Devletleri'nde 2008 ve 2014
yillarinda yetiskinlerde fokal epilepside ek ve monoterapi olarak kullanim ig¢in
onaylanmistir. Tirkiye'de ise 2012 yilinda 16 yas ve {lizeri hastalar igin
ruhsatlandirilmistir. Ilacin etkisi, aksiyon potansiyeli olusumu ve yayilimindan
sorumlu voltaj kapili sodyum kanallarinin yavas inaktivasyonu ile iliskilidir. Tkinci bir
etki mekanizmasi ise noronal farklilagma ve aksonal filizlenmede gorev alan
collapsine response mediator protein 2 (CRMP-2)'nin inhibisyonudur. Lakozamid,
yluksek oral biyoyararlanima sahip olup, diisiik oranda serum proteinlerine baglanir ve
mikrozomal P450 enzim sistemi ile minimal etkilesime girer (3,4). Ancak, farkli
tilkelerde ruhsatlandirma kosullar1 farkli oldugu i¢in ¢ocuklarda etkinlik ve glivenligi
konusunda yetiskinlere kiyasla daha sinirli klinik veriler mevcuttur. Yang ve
arkadaglarinin yaptig1 bir meta-analizde, ¢ocuklarda (siit cocuklugu dahil) lakozamid

kullanimina bagl olarak %31,5 oraninda tedavi gerektiren yan etkiler bildirilmistir.



En yaygin yan etkiler arasinda uyusma, bas donmesi, bulanti-kusma ve ataksi yer
almaktadir (5).

Topiramat, zonisamid ve sultiam gibi baz1 antiepileptiklerin etkilerinden biri
de CA aktivitesinin inhibisyonudur. Bununla birlikte, eski (valproik asit, fenitoin,
karbamazepin) ve yeni jenerasyon (levetirasetam, okskarbazepin, pregabalin vb.)
antiepileptiklerin CA enzim aktivitesi lizerindeki etkileri hakkinda literatiirde sinirh
bilgi mevcuttur. Literatiir incelendiginde yapilan deneysel caligmalarla topiramat,
levetirasetam ve zonisamidin eritrosit deformabilitesi iizerine etkilerinin incelendigi
goriilmiistiir. Bu ¢alismalarda, ozellikle topiramatin eritrosit deformabilitesinde
anlamli bir bozulmaya yol ag¢tigi, zonisamidin ve levetirasetamin ise bu konuda

anlaml1 bir etki gostermedigi tespit edilmistir (6,7)

Lakozamidin de CA inhibisyonu etkisine sahip oldugu ve bu etkisini enzimin
¢inko baglanma bolgesine miidahale ederek gosterdigi kabul edilmektedir. Dolayisiyla
bu inhibitdr etki nedeni ile lakozamidin eritrosit deformabilitesini olumsuz
etkileyebilecegi diisiiniilebilir . Literatiirde ulasabildigimiz kadariyla bu konuda
deneysel veya klinik bir ¢alisma bulunamamistir. Bu c¢alismada lakozamid kronik
kullaniminin, olast eritrosit CA enzim inhibisyonu iizerinden hemoreolojik

parametrelere etkisinin belirlenmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. HEMOREOLOJi

Reoloji, sivilarin akigini inceleyen bir bilim dalidir. Vaskiiler sistemdeki kan
akisini agiklayan reolojinin alt dali ise hemoreoloji olarak adlandirilir. Bu alanda,

kanin damarlar i¢inde nasil hareket ettigini anlamak esastir (8,9).

Kanin vaskiiler sistemdeki akis Ozelliklerini etkileyen baslica faktorler

sunlardir:

» Tam kan viskozitesi

* Plazma viskozitesi

» Hematokrit seviyesi

* Eritrosit deformabilitesi
« Eritrosit agregasyonu

 Fibrinojen konsantrasyonu(8)

2.1.1. Tam Kan Viskozitesi

Tam kan viskozitesi, kanin vaskiiler sistem i¢indeki genel davranigini gésteren
bir 6l¢iimdiir. Kan, sekilli elemanlar1 nedeniyle dolasim sisteminin ¢esitli bolgelerinde

farkl1 viskozite degerleri gosterebilir. Kanin viskozitesi arttikca, akis hizi azalir (8,9).

Tam kan viskozitesini etkileyen baslica faktorler sunlardir:

Kayma gerilimi ve kayma hiz1
- Plazma viskozitesi

- Hematokrit

- Eritrosit deformabilitesi

- Eritrosit agregasyonu

- Fibrinojen konsantrasyonu

- Viicut sicakligi (8).



2.1.2. Plazma Viskozitesi

Plazma viskozitesi, tam kan viskozitesini belirleyen temel faktorlerden biridir.
Diger tiim degigkenler sabit tutuldugunda, plazma viskozitesindeki artis tam kan
viskozitesini de artirir. Protein konsantrasyonundaki artig, plazma viskozitesinin
yukselmesine neden olur; ancak proteinlerin farkli sekil ve boyutlara sahip olmasi,

plazma viskozitesi lizerindeki etkilerini de farklilastiracaktir (8).

Plazma viskozitesi ile fibrinojen konsantrasyonu arasinda giiglii bir dogrusal
iliski oldugu gosterilmistir. Alblimin ile ise bu iligski daha zayiftir. Makroglobulinemi
ve hiperfibrinojenemi gibi patolojik durumlar, plazma viskozitesinin yiikselmesine
neden olur. Bu rahatsizliklarda yiiksek plazma viskozitesi yaygmn olarak
gozlemlenmektedir (10,11).

2.1.3. Kayma Stresi ve Kayma Hizi

“Tam kanin viskozitesi, belli bir kayma hizinda (shear rate) kanin akima
gosterdigi direng (shearstress) olarak tanimlanir.”Kanin viskozitesi, kayma stresi ve
kayma hiziyla degisir ve kanin dogal akis direncini belirler.(12)”Matematiksel olarak
viskoziteyi tanimlamak gerekirse, kayma stresinin kayma hizina bdliinmesiyle
viskozite degeri elde edilir. Viskozitenin artmasi, belirli bir kayma hizin1 saglamak
icin gereken kayma stresinin de artmasina neden olur. Viskozite kavrami, ilk kez
Newton tarafindan, bir sivinin uygulanan kuvvetle orantili sekilde akacagini 6ne siiren
bir prensip ile tanmitilmistir. Newtoniyen sivilarda, viskozite kayma hizindan
bagimsizdir. Su ve plazma Newtoniyen sivilarin Orneklerindendir, ¢iinkii kayma
hizlar1 degisse bile viskoziteleri sabit kalir. Ancak, ylizyilin baglarinda tam kanin
Newtoniyen bir siv1 gibi davranmadigi kanitlanmistir. Newtoniyen olmayan sivilar,
ornegin tam kanin, vizkositesi akis hizina bagli olarak degisiklik gosterir. Kanin
damarlarimizda farkli bolgelerde farkli kayma hizlarina sahip oldugu goézlemlenmistir.
Bu nedenle, kanin damarlarimizda nasil aktigini anlamak i¢in ¢esitli kayma hizlarinda

viskoziteyi 6lgmek ve degerlendirmek gerekebilir (8,13).



2.1.4. Hematokrit

Kirmizi kan hiicrelerinin hacminin tam kan hacmine oran1 hematokrit olarak
adlandirilir ve yiizde olarak ifade edilir (8). Tam kan viskozitesi ile hematokrit
arasinda dogrusal bir iligki oldugu rapor edilmistir. Ancak, bu dogrusal iligki sadece
hematokrit seviyeleri %20 ile %60 arasinda oldugunda gecerlidir. Bu durum, yiiksek
hematokrit seviyelerinde viskozitenin hizla artmasina neden olur (14). Diisiik kayma
hizlarinda, artan eritrosit say1s1 hiicrelerin agregasyonunu artirarak hiicrelerin hacmini

ve kanin viskozitesini yiikseltir (15).

2.1.5. Eritrosit Deformabiltesi

Deformabilite, bir eritrositin mekanik zorlanmalara karsi sekil degistirme
kapasitesini ifade eder. Normal eritrosit membrani son derece esnek bir yapiya sahiptir
ve bu 0zellik, hiicrenin dolagim sirasinda maruz kaldig: strese hizli bir sekilde adapte
olmasint miimkiin kilar (2). Eritrositlerin deforme olabilme yetenegi, hiicrenin

geometrisi, zarinin esnekligi ve i¢ viskozitesiyle baglantilidir(8).

Insan eritrosit hiicre zarmin yapisal organizasyonu, 4 ay siiresince yapisal
biitiinliigiinii korurken, dolasimda geri doniisiimlii olarak biiyiikk deformasyonlar
gecirebilmesine olanak tanir. Hiicre zar1 oldukca elastik bir yapiya sahiptir ve
uygulanan sivi streslerine hizla yanit verebilme yetenegindedir. Normal bir eritrosit,
dogrusal olarak yaklasik %250 oraninda boyutunu degistirebilirken, yiizey alaninda
%3 ila %4'lik bir artis hiicrenin parcalanmasina neden olur. Bu nedenle hem
laboratuvar ortaminda hem de canli organizmalarda indiiklenen eritrosit
deformasyonlarinda zar yiizey alaninda kayda deger bir degisiklik gozlenmez. Hiicre
yaslandikga, eritrositlerin yiizey alani ve hacmi biiyiik 6l¢lide azalirken, hemoglobin
kaybi daha sinirli olur. Sonug olarak, eritrositlerin yogunlugu, 120 giinlik 6miirleri

boyunca kademeli olarak artis gosterir (2).

Eritrosit deformabilite yetenegindeki birincil dis faktoér, hiicre yiizey
alan/hacim oramdir(16). Insan eritrositleri, istirahat durumundayken genis bikonkav

bir disk formunda olup, ¢aplar1 yaklasik 8 pm, ortalama hiicre hacimleri ise 90 fL



civarindadir. Kirmizi kan hiicrelerinin yiizey alani ortalama olarak 140 pm?’dir(1). Bu
bikonkav yapi, esit hacimde bir kiireye kiyasla yaklasik %40 daha fazla yiizey alam
sunar. Hiicrelerin deformasyon yetenegi ise bu fazladan yiizey alani/hacim oranina
baglhdir; eger bu oran yeterli olmasaydi, hiicreler sekil degistirme yetenegini
kaybederdi (2). Bu yiizey alani, eritrositlerin dar kilcal damarlar ve dalak
siniizoidlerinden gecerken tek eksenli olarak deforme olabilmesine olanak tanir (17).
Eritrositlerin sekli, hiicrelerin yasina bagli olarak degisiklik gosterir; yenidoganlarin
eritrositleri, yetigkinlere kiyasla daha biiyiikk bir hacme ve ortalama ylizey alanina

sahiptir (1).

Eritrositlerin deformabilite yeteneginde 6nemli bir baska unsur, hiicre igi
hemoglobin konsantrasyonu tarafindan belirlenen sitoplazmik viskozitedir (2).
Eritrositlerin i¢ viskozitesinin belirlenmesinde hemoglobin konsantrasyonu (MCHC)
en onemli faktordir (18). Memelilerin cekirdeksiz eritrositlerde, ortalama hiicre
hemoglobin konsantrasyonlari belirli bir zaman diliminde dar bir aralikta (30-35 g/dL)
tutulurken, hiicre hacmi olduk¢a genis bir degisim gosterebilir (20-200 fL).
Hemoglobin ¢dzeltisinin viskozitesi, ortalama hiicre hemoglobin konsantrasyonu 37
g/dL oldugunda hizli bir artig gosterir. 27 g/dL hemoglobin konsantrasyonunda
viskozite sadece 5 santipoise (cp) iken, bu deger 37 g/dL’ye ¢iktiginda 15 cp’ye
yiikselir. Ortalama hiicre hemoglobin konsantrasyonu 40 g/dL’ye ulastiginda,
viskozite de ani bir artisla 45 cp’ye ¢ikar. Konsantrasyon 45 g/dL oldugunda viskozite
170 cp’ye ulasirken, 50 g/dL.’de bu deger 650 cp’ye kadar yiikselir (2).

Kirmizi kan hiicreleri, sekil degisikligi sirasinda hemoglobin konsatrasyonunu
dar bir sinirda titizlikle kontrol ederek sitoplazmik viskozitenin degisimini en aza
indirir. Hemoglobin konsantrasyonunun 37 g/dL'yi asmasi, hiicrelerin esneme ya da
kivrilma sonrasinda orijinal formunu geri kazanma hizin1 ciddi bi¢imde azaltir. Bu
nedenle, artan i¢ viskozite, hiicrelerin dar kilcal damarlara hizlica uyum saglama
kapasitesini ve dolayisiyla dokulara oksijen taginmasini tehlikeye sokar. Bunun yani
sira, hiicrenin su kaybina bagli olarak sitoplazmik viskozitenin artmasi, eritrositlerin

omriinii ¢ok az etkiler (2).



2.2. OSMOTIK FRAJILITE TESTI

Hemoglobinin olusturdugu osmotik etki nedeniyle eritrositlerin iglerindeki sivi
miktarin1 artirma egilimi gosterirler. Hiicre icgine asirt sivi girigini engelleyen
mekanizmalardan birisi Na+/K+ aktif transport pompasidir. Bu pompada sodyum
hiicre disina atilirken, hiicre i¢ine su girisini dengeler. Ancak, bu pompanin kapasitesi
asilirsa, eritrositler siser ve yuvarlak bir sekil alir. Hipotonik ¢6zeltilerde su, hizla
hiicre zarin1 geger ve hiicreyi genisletir. Bu olgu "osmotik sisme" olarak bilinir. Hiicre
hacmi artarken ylizey alani yetersiz kaldig1 i¢in zar pargalanir ve hemoglobin gibi

biiyiik molekiiller serbest kalir (19).

Farkli hipotonik tuz ¢ozeltilerine eritrositler eklenerek, hiicrelerin hemolize
kars1 direnci test edilir. Bu test "osmotik frajilite testi (OFT)" olarak adlandirilir.
Hiicrelerin g¢esitli hipotonik derisimlerde parcalanma orani, ¢Ozeltiye salinan
hemoglobinin kolorimetrik 6l¢limiiyle hesaplanir. Elde edilen sonuglar, eritrositlerin
tamamen pargalandig1 en diisiik tuz derisimi ile karsilastirilir. Ornegin, %0,85 NaCl
cozeltisinde eritrositler herhangi bir sekil degisikligi gostermezken, %0,50-0,45
¢ozeltilerinde hemoliz baglar. En diisiik derisimlerde (%0,30-0,20 NaCl) ise tiim

eritrositler hemolize ugrar.

2.3. KARBONIK ANHIDRAZ ENZIMLERI

CA enzimleri, CO2’nin HCOs ve protonlara doniistimiinii katalize eden 6nemli
metalloenzimlerdir. Bugiine kadar alfa, beta, gama, sigma ve zeta olmak {iizere bes
farkli CA ailesi tanimlanmistir. Alfa-CA'lar omurgalilarda, protozoa, algler ve yesil
bitkilerin sitoplazmasinda bulunurken, beta-CA'lar ¢ogunlukla bazi bakterilerde
mevcuttur. Gama-CA'lar arkea ve bazi bakterilerde goriiliirken, sigma ve zeta CA'lar
yalnizca deniz diatomlarinda bulunur. Bu enzimler solunum, CO2/ HCO3" dengesi, pH
diizenlemesi, elektrolit salgisi, biyosentetik reaksiyonlar (6rnegin glukoneogenez,
lipogenez, iiregenez), kemik rezorpsiyonu ve tiimor olusumu gibi birgok fizyolojik ve

patolojik siirecte dnemli roller tistlenir (20).



Insanlarda bugiine kadar 16 farkli alfa-CA izoformu izole edilmistir. Bu
izoformlardan yalmzca 12'si katalitik olarak aktiftir, geri kalanlar ise enzimatik
aktivite gostermez ve CA ile iliskili proteinler olarak tanimlanir. CA izoformlari,
cesitli hiicre alt1 bolgelerinde farkli kinetik 6zellikler ve inhibitdr duyarliliklarryla
birlikte benzersiz doku ekspresyon paternlerine sahiptir. (21). CA VI, tiikiirtik ve siit
icinde salgilanan bir izoenzimdir. Bazi alfa-CA’lar sitoplazmada bulunur; bunlar
arasinda CA I, CA II, CA III, CA VII ve CA XIII sayilabilir. Digerleri ise zarla
baglantilidir ve CA 1V, CA IX, CA XII, CA XIV ile CA XV'yi igerir. Mitokondri
icinde yer alan izoenzimler ise CA VA ve CA VB'dir. Ayrica, katalitik form olarak
bilinen ve karbonik anhidraz ile iligkili proteinler (CARP)’den olan CARP VIII, CARP
X ve CARP Xl de sitoplazmada bulunur (20). Bu izoenzimler, dokulardaki
dagilimlarina ve katalitik kapasitelerine gore farklilik gosterir. Sitozolik izoenzimler
arasinda CA I, eritrositlerde ve sindirim sisteminde yayginken, CA II esas olarak
sindirim sistemi, goz, bobrek, kemik osteoklastlari, beyin, akciger, eritrositler ve
testislerde bulunur (21). CA izoformlar1 I, II ve IV, solunum siireci ve asit-baz
dengesinin korunmasinda iglev goriirler. Bu izoenzimler, CO2 ve HCO3  ’iin
metabolize edildigi dokulardan atilmin gergeklestigi alanlara (akcigerler ve
bobrekler) tasinmasina yardimci olurken, ayni zamanda kilcal damarlar ve akciger
mikrodamarlarindan CO2 atilimin1 kolaylastirir (22). Aynm1 zamanda bobrek
tiibiillerinden H+ iyonlarinin atilmasini ve Henle'nin ¢ikan kolundan HCO3™ ’iin geri
emilmesini destekler. Izoenzimler II ve VA, glukoneogenez, yag asitlerinin
biyosentezi veya pirimidin bazlarinin iiretimi gibi metabolik siire¢ler icin HCO3"
saglarlar. Memelilerde CA I, CA III, CA VI ve katalitik CARP'lerin kesin islevleri tam
olarak anlagilmasa da, bu enzimlerin hem normal fizyolojik siireclerde hem de

hastaliklarda 6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir (20).
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Sekil 1: CA II kristal yapisi

CO2 (pdb 2VVA) ve HCO3- (pdb 2VVB) ile kompleks halinde CA |1 kristal yapisinin siiperpozisyonu

2.4. KARBONIK ANHIDRAZ iNHiBiTORLERI

CA’lar, vicut iginde CO2 ve HCO3  ’iin dokular ile akcigerler arasinda
taginmasi, pH ve CO2 dengesinin korunmasi, ¢esitli doku ve organlarda elektrolit
salgilanmas1 gibi kritik islevlere sahiptir. Ayrica, glukoneogenez, yag sentezi, iire
iretimi, kemik yikimi, kalsifikasyon ve tiimor olusumu gibi 6nemli biyokimyasal

stireglerde de gorev alirlar (23).

Farkl1 hastaliklarin uzun siireli tedavisinde CA inhibitorlerinin faydali oldugu
kanitlanmus, diiiretik, glokom karsit1 ve epilepsi tedavisinde kullanilan ajanlar arasinda
yer almiglardir. Bu inhibitdrlere 6rnek olarak asetazolamid, brinzolamid, dorzolamid,
tolsultazolamid, metazolamid, diklofenamid, zonisamid, topiramat ve etokszolamid
verilebilir. Ancak, bu ilaglarin ciddi yan etkileri sebebiyle, farkli organizmalarda
emilim, dagilim, metabolizma ve atilim siireglerinin titizlikle incelenmesine ihtiyag

duyulmaktadir (21).

Son arastirmalar, diisiik CO2 seviyeleri ve alkalozun, ndral uyarilabilirligi

artirarak nobet olusumuna katkida bulundugunu agik¢a gdstermistir. Bu bulgular,



CA’larin  epilepsi patogenezinde Onemli roller oynayabilecegini ortaya
koymaktadir(24). Yapilan c¢alismalar, beyindeki CA izoformlarinin nobet
olusumuyla iligkili patolojik siireclerde yer aldigimi isaret etmektedir. Epileptik
beyinde CA II ve CA XII seviyelerinin yiikseldigi, CA VII eksikligi olan farelerde
ise deneysel nobetlerin olusturulamadig1 goriilmiistiir. Ozellikle CA 11, VII ve XIV
izoformlarinin epilepsi ile baglantili oldugu diisiiniilerek, bu izoformlara yonelik
secici inhibitorler Onerilmistir. asetazolamid, zonisamid, metazolamid ve topiramat
gibi ajanlar antiepileptik olarak kullanilmistir. zonisamid ve topiramat, giiniimiizde
klinik uygulamada yaygin olarak ek tedavi yontemleri arasinda yer almakta olan
nobet ilaglaridir. Bununla birlikte, CA izoformlarinin genis bir yelpazede inhibe
edilmesi, bu ilaclarin sadece CA inhibitorii olmaktan o6te etkiler gosterdigini
disiindiirmektedir. Ayrica, bu ajanlarin klinik kullanimlari, hastalarda bazi
istenmeyen yan etkilere yol agabilmektedir(24). Yakin donemde epilepsi tedavisinde
yeni nesil antiepileptik ilaclar kullanilmaya baslanmis ve bu ilaglarin, eski
jenerasyon antiepileptik ilaglara kiyasla daha etkili ve daha iyi tolere edilebilir
oldugu rapor edilmistir. Bilinen CA inhibitorii olan antiepileptik ilaglar disinda, eski
ve yeni nesil antiepileptik ilaglarin insan eritrositlerinde CA enzim aktivitesi
tizerindeki etkilerini aragtirmay1 farkli ¢calismalar yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismalardan
birinde karbamazepin, fenitoin sodyum, sodyum valproat (eski nesil) ile
levetirasetam, pregabalin, gabapentin ve okskarbazepin’in (yeni nesil) CA enzim
aktivitesi tizerindeki inhibisyon veya aktivasyon etkileri in vitro ortamda test
edilmistir. Calisma sonucunda, levetirasetamin CA I ve II enzim aktiviteleri iizerinde

en giiclii inhibitdr etkiye sahip oldugu ortaya koyulmustur (17).

CA inhibitorlerinin antikonviilzan etkilerinin mekanizmalarindan biri, HCO3"
iyonlarinin hareketi nedeniyle gama aminobiitirik asit (GABA) A reseptorlerindeki
iyon akimlarindaki degisikliklerle baglantili olarak membran voltajini etkilemesidir.
GABA, beyindeki ana inhibitdr ndrotransmitterdir. Ancak bazi spesifik kosullarda,
Ozellikle erken gelisim asamalarinda ve epilepsi gibi durumlarda, GABA'nin
depolarize edici etkiler gosterebilecegi bilinmektedir. GABA'ya bagli uyarilmanin,
ozellikle CA II ve CA VII enzim aktiviteleri ile iliskili oldugu tespit edilmistir. CA

inhibitdrlerinin ndronal uyarilabilirlikte azalmaya yol agan bir bagka olas1 mekanizma
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ise, NMDA (N-Metil D-Aspartat) reseptorlerinin magnezyum tarafindan siirekli olarak

bloke edilmesinin artmasidir (24).

Amerikan yiyecek ve ila¢ dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis veya klinik
asamada deneme siirecinde olan 20'den fazla CA inhibitorii bulunmaktadir. Bu
bilesiklerin ¢ogu siilfonamid bazli olup, viicutta sistemik bir etki gostermektedir.
Mevcut CA inhibitérlerinin izoformlara 6zgii olmayisindan kaynaklanan mide
bulantis1 ve depresyona bagli yorgunluk gibi ¢ok c¢esitli yan etkileri vardir. Ancak,
insanlarda bulunan 16 CA izoformunun aktif bolgeleri dizi ve yapisal olarak
benzerlikler gdsterdigi i¢in izoforma 6zgii inhibitorlerin tasarimi zor olmaktadir. Yap1
tabanli ilag tasarim yontemleri, belirli izoformlara 6zgii kalintilar1 tanimlamay1 ve
bunlar1 kullanmay1 amacglamaktadir. Ayrica, kiikiirt bazli bilesiklere alerjisi olan
bireyler siilfonamid tedavisine uygun degildir. Izoforma 6zgii klasik olmayan CA

inhibitorlerinin gelistirilmesi igin ¢alismalar devam etmektedir (25).

2.5. LAKOZAMID

Lakozamid ii¢lincii kugak bir antiepileptik ilagtir ve kimyasal yapist R-2-
asetamido-N-benzil-3-metoksipropiyonamittir. Yetiskin fokal epilepsi hastalarinda ek
ve monoterapi kullanimi i¢in 2008 ve 2014 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde
onay almustir. 2011 yilinda Avrupa’da 6 yas istii ¢ocuklarda, iilkemizde ise 2012
yilinda 16 yas istli kullanimi i¢in ruhsatlandirilmistir(3,4).

Oral yoldan verilen lakozamid ile saglikl1 yetiskinlerde yapilan farmakokinetik
caligmalar, lakozamidin oral biyoyararlaniminin neredeyse %100 oldugunu
gostermektedir. Oral lakozamid uygulanmasindan 1 ila 4 saat sonra ilag plazmadaki
en yiiksek seviyesine ulagsmaktadir ve eliminasyon yari dmrii ortalama 13 saattir.
Lakozamid demetilasyon ile primer metaboliti olan bir O-desmetil metabolitine
dontisiir; lakozamid ve major metaboliti baslica bobrekler yoluyla atilir. lakozamidin
proteinlere baglanma orani da minimal oldugundan (%15), yer degistirme ilag-ilag
etkilesimi riski diisiiktiir. Lakosamidin sitokrom P-450 izoenzimlerinin inhibitorii veya

indiikleyicisi olarak etki ettigine dair bir gosterge yoktur(3).
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Lakozamid antiepileptik etkisini baslica iki mekanizma ile gosterir;

1- Aksiyon potansiyelinin olusumu ve yayilimindan sorumlu voltaj kapili
sodyum kanallarinin yavas inaktivasyonu
2- Noronal farklilasma, polarizasyon ve aksonal filizlenmede rol alan

collapsine response mediator protein 2 (CRMP-2)inhibisyonu(3)

Antiepileptik etkileri disinda lakozamidin ayn1 zamanda CA inhibit6r etkinligi
oldugu ve bu etkisini enzimin ¢inko baglanma bdlgesi iizerinden gdsterdigi
diistiniilmektedir. Dolayisiyla bu inhibitor etkiye bagl olarak lakozamidin eritrosit
deformabilite yetenegi lizerine olumsuz etkisi olabilecegi diisiiniilebilir. Literatiirde bu

konuda deneysel veya klinik bir ¢alisma bulunamamuistir (20).

2.6.1. Lakozamidin Yan Etkileri

Farkli tilkelerde ruhsatlandirilmasinin farki olmasi nedeniyle ilacin etkinlik ve
giivenligi konusunda klinik ¢alismalar ¢ocuklarda yetiskinlere gore kisith sayidadir.
Yang ve ark. bir meta- analiz ¢alismasinda siit ¢ocuklugu da dahil olmak iizere
cocukluklarda lakozamid kullanimina baglh ortalama %31,5 tedavi gerektirebilecek
yan etki bildirilmistir. Diger antiepileptiklerde oldugu gibi en sik uyusma, bas donmesi

ve uyku hali gériilmektedir (5).

2020 yilinda yayinlanan bir derlemede ise lakozamidin yaygin yan etkileri
olarak bas donmesi, bas agrisi, uyusukluk, mide bulantisi/kusma ve diplopi gortildiigii,
bulgularin daha ¢ok ila¢ kullaniminin ilk 3 ayinda ortaya ¢iktig1 ve cogunlukla iyi
tolere edildigi belirtilmistir (4).
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3. GEREC YONTEM

3.1. DENEY HAYVANLARI

Calisma oncesi Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
onay alindi1 (No: G.U.ET24.055). Calismada ortalama agirliklar1 60+20 g olan 30 adet
prepubertal disi Sprague Dawley cinsi sican kullanildi. Deney hayvanlart Gazi
Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkezi’nden temin edildi. Sicanlar 12 saat aydinlik karanlik dongiisiinde, normal
atmosfer kosullarinda yasatildi. Kontrol grubu ilagsiz sekilde, ilag gruplari ise
3mg/kg/g, 10mg/kg/g,30mg/kg/g dozlarda ilag alacak sekilde planlandi (26). Siganlar
kontrol grubu 6, ilag¢ gruplar1 8’er hayvan olacak sekilde randomize dagitilarak 4 gruba

ayrildi.

Kontrol (distile su, 21 giin, oral)
3LAC (3 mg/kg/g, 21 giin, oral)
10LAC (10 mg/kg/g, 21 giin, oral)
30LAC (30 mg/kg/g, 21 giin, oral)

Deney protokolii: Lakozamidin ticari olarak eczanelerde satilan formu alinarak
toz haline getirildi ve her hayvan i¢in uygun olan doz hesaplanarak minimum 0,2 ml,
maksimum 0,6ml olacak sekilde distile su igerisinde, oral gavaj yontemi ile, 21 giin
boyunca, her giin ayni saatte, glinde tek doz halinde verildi. Tedavi siiresinin sonunda
siganlar ketamin ile anestezi altinda intrakardiyak kan alinarak feda edildi. Kan
alimirken kullanilan enjektorler heparinize edilerek pihtilasma engellendi. Sonrasinda
hizla kanin bir kismi ile hematokrit 6l¢limii yapilirken bir kismu sitratl tiiplere alinarak
eritrosit deformabilitesini degerlendirmek i¢in tam kan viskozitesi ile plazma

vizkositesi tayini ve OFT’de kullanild.

Tam kan ve plazma viskozite tayini Vilastic Bioprofiler (Vilastic Scientific,
Inc., Austin, Texas, United States) cihazi ile yapildi. Oncelikle yaklasik 0,5 ml kan ile
tam kan viskozite tayini yapilip daha sonra kalan kan 3500 rpm ’de 15 dakika santrifiij
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edilerek plazma kism ayrildi ve plazma viskozitesi 6l¢iildii. Olgiimler arasinda tiim
sistem koaglile materyal kalmadigindan emin olunacak sekilde serum fizyolojik ile
yikandi. Viskozimetre olarak bilinen bu cihaz i¢ine aldig1 6rnegi ince bir zar iizerinde
12 farkli hizda kaydirarak akima karsi 6rnegin gosterdigi direnci (vizkozitesini)
olgmektedir. Ornekler arasinda karsilastirmanin uygun sekilde yapilabilmesi igin
sonuglar hematokrit diizeyine gére normalize edildi. Orneklerin hematokrit diizeyi

dl¢iimii manuel olarak Gazi Universitesi Fizyoloji Arastirma Laboratuvari’nda yapildi.

OFT i¢in konsantrasyonlart %0,20 — 0,70 arasinda degisen 11 farkli NaCl
coOzeltisi, fosfat tamponu kullanilarak pH 7,2 olacak sekilde hazirlandi ve standart
santrifiij tiiplerine yerlestirildi. Her tiipe 200uL taze heparinize kan eklendi, tiipler
birkag kez ters ¢evrilerek sollisyonun karismasi saglandiktan sonra 37 °C’de 30 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon periyodundan sonra tiipler 5 dk 1500 rpm’de santrifiij edildi.
Her 6rnegin hemoglobin konsantrasyonu spektrofotometre kullanilarak 540 nm de
olciildi, %0,20’lik NaCl soliisyonundaki hemoglobin diizeyi %100 kabul edilerek
diger Orneklerdeki hemoglobin konsantrasyonu yiizde olarak hesaplandi. Bu testte

yiiksek hemoglobin konsantrasyonu eritrosit frajilitesinin arttigin1 gosterir.

OFT verilerini degerlendirmek icin kullanilan parametreler sekil 2°’de 6rnek
olarak gosterilmistir (Sekil, Dr. Ogretim Uyesi Ayse Meltem Sevgili’den izin alinarak
TGA proje sonug raporundan alinmistir) (27). Sekilde gosterilen maksimum degert;
eritrositin  hemolizinin tamamlanmadan hemen Onceki konsantrasyonu temsil
etmektedir. %90 hemoliz, %90’1n lizerinde hemolize sebep olan ilk konsantrasyonu;
maksimum degisim konsantrasyonu bir dnceki tampon soliisyonda goriilen hemolize
gore en bliylik farkin goriildiigli konsantrasyonu, maksimum degisim yiizdesi;
maksimum degisim konsantrasyonu ile bir onceki konsantrasyon arasindaki yiizde
hemoliz farkini ve minimum ise hemolizin basladigi konsantrasyonu ifade eder.
Osmotik Frajilite Katsayis1 (OFK) ise minimum hemoliz goriilen konsantrasyon ile
maksimum hemoliz goriilen konsantrasyon degerlerinin birbirine oranini ifade eder.

Istatistiksel analizde kullanilacak veriler Sekil 3’te 6rneklendirilmistir.
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0.3 0.55 1.833 | 0.35 38.1 0.45

Sekil 3: Osmotik Frajilite Testi Veri Seti

3.2. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Deneyler sonucu elde edilen veriler Jamovi istatistik programi kullanilarak

degerlendirildi. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak belirtildi. Tiim gruplarin

beraber degerlendirilmesinde non-parametrik tek yonli ANOVA (Kruskal-Wallis)

testi kullamldu. Ikili gruplar Mann-Whitney U testi kullanilarak karsilastirildi. Veriler

%95 giiven diizeyinde incelenecek p degeri 0,05’ten kiigiik ise testler anlamli kabul

edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya kontrol grubunda 6, ilag gruplarinda 8’er hayvan ile baglanilmistir.
Kontrol grubundaki 1 hayvandan sakrifikasyon sirasinda alinan kanin pihtili gelmesi
nedeniyle vizkozite ve osmotik frajiilite calisilamamis ve hayvan calisma dis1
birakilarak kontrol grubu n=5 sayisi ile devam edilmistir. 10LAC grubunda 1
hayvandan alinan kanin hemolizli olmas1 sebebiyle 6l¢timler yapilamamis olup hayvan
calisma dis1 birakilmis ve n:7 ile caligmaya devam edilmistir. 30LAC grubunda
calismanin 16. gliniinde 1 hayvanin exitus olmasi, 1 hayvandan da sakrifkasyon
sirasinda kan alinamamasi sebebiyle n=6 sayisi ile ¢alismaya devam edilmistir.

Calisma grubunun bazi tanimlayic1 parametreleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1: Calisma grubunun tanimlayici parametreleri

GRUP KONTROL(n=5)  3LAC(n=8) 10LAC(n=7) 30LAC(n=6)

Ortalama SS(+) Ortalama SS(x) Ortalama SS(+) Ortalama SS (¥)

Ik Agirlik (gr) 56,5 10,1 57,7 7,44 53,9 4,33 57,9 7,71
Ik Kan Sekeri

91 9,77 103 14 100 16,4 101 17,4
(mg/dl)
Son Agirlik (gr) 104 16,4 110 16,9 104 8,47 108 18,1

Son Kan Sekeri

97,8 7,85 97,3 15,3 92,7 10 84,5 13,6
(mg/dl)

Hematokrit (%) 39,3 3,01 38,9 1,77 41,7 3,16 38,6 2,72

*Tablo 1 verilerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamigtir
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Gruplarin ¢alismaya dahil edilis sirasinda olgiilen ilk agirlik ortalamalar;
kontrol grubunda 56,5+10,1 gr, 3LAC grubunda 57,7+ 7,44 gr, 10LAC grubunda
53,944,33 gr, son olarak 30LAC grubunda 57,9+7,71 gr olarak Ol¢lilmiistiir.
Calismaya dahil edilis sirasinda bakilan ilk agirliklar agisindan karsilastirildiginda
istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (Kruskal Wallis

p=0,749) (Sekil 4).
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Sekil 4: Calismaya dahil edilis sirasinda bakilan ilk agirliklar agisindan gruplarin
karsilastirilmast
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Gruplarin ¢alismaya dahil edilis sirasinda 6l¢iilen ilk kan sekeri ortalamalari;
kontrol grubunda 91+9,77 mg/dl, 3LAC grubunda 103+ 14 mg/dl, 10LAC grubunda
100+ 16,4mg/dl, son olarak 30LAC grubunda 101+ 17,4 mg/dl olarak dl¢tilmistiir.
Calismaya dahil edilis sirasinda bakilan ilk kan sekeri agisindan gruplar
karsilastirildiginda  istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli  bir fark
bulunmamaktadir (Kruskal Wallis p=0,455) (Sekil 5). Gruplar ilk agirlik ve kan glukoz
konsantrasyonu acisindan degerlendirildiginde anlamli bir farklilik bulunamamais

olmas1 hayvanlarin gruplara homojen dagildigini géstermektedir.
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Sekil 5: Calismaya dahil edilis sirasinda bakilan ilk kan sekeri degerleri agisindan
gruplarin karsilastirilmasi
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Gruplarin ¢alismanin sonlandirilmasi sirasinda bakilan son agirliklarinin
ortalamalari; kontrol grubunda 104+16,4 gr, 3LAC grubunda 110+ 16,9 gr, 10LAC
grubunda 104+£8,47 gr, son olarak 30LAC grubunda 108,9+18,1 gr olarak dl¢iilmiistiir.
Calismanin sonlandirilmasi sirasinda, sakrifikasyon oOncesinde bakilan agirliklar
acisindan gruplar karsilagtirildiginda istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir

fark bulunmamaktadir (Kruskal Wallis p=0,798) (Sekil 6).
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Sekil 6: Deney sonunda bakilan agirliklar a¢isindan gruplar karsilastirilmasi
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Gruplarin ¢alismanin sonlandirilmas1 sirasinda bakilan son kan sekeri
ortalamalari; kontrol grubunda 97,8+7,85 mg/dl, 3LAC grubunda 97,3+ 15,3 mg/dl,
10LAC grubunda 92,7+10 mg/dl, son olarak 30LAC grubunda 84,5+13,6 mg/dl olarak
Olciilmiistiir. Calismanin sonlandirilmasi sirasinda, sakrifikasyon oncesinde bakilan
kan sekeri degerleri agisindan gruplar karsilastirildiginda istatistiksel olarak gruplar

arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (Kruskal Wallis p=0,254) (Sekil 7).
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100

SON KAN SEKERI (mg/dl)
&8

70
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Sekil 7: Deney sonunda bakilan kan sekeri degerleri agisindan gruplarin
karsilastirilmasi
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Hematokrit degerlerinin ortalamalarina bakildiginda kontrol grubunda
39,3+£3,01 %, 3LAC grubunda 38,9+1,77 %, 10LAC grubunda 41,7£3,16 %, son
olarak 30LAC grubunda 38,6+ 2,72 % olarak Olgiilmiistiir. Hematokrit degerleri
karsilagtirildiginda  istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli  bir fark

bulunmamaktadir (Kruskal Wallis p=0,245) (Sekil 8).
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Sekil 8: Hematokrit degerleri agisindan gruplarin karsilastiriimasi
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Tablo 2: Siirekli verilerin ortalama ve standart sapmalari

GRUP

KONTROL(n=5)

3LAC(n=8)

10LAC(n=7)

30LAC(n=6)

Ortalam

SS (%)

Ortalama

SS (%)

Ortalama

SS (1)

Ortalama | SS (%)

Tam Kan
Viskozitesi
(cP)*

4,16

0,25

4,09

0,31

4,76%

0,37

4,47 0,42

Plazma
Viskozitesi
(cP)*

1,16

0,05

1,1

0,04

1,3600

0,29

1,11 0,02

Ozmotik
Frajilite
Katsayisi

1,88

0,65

1,91

0,54

2,27

0,36

2,13 0,27

Maximum
Degisim
Yiizdesi (%)

60,6

10

55,3

9,04

55,7

15,9

57,3 15,8

cP:santipoise

* Kruskal Wallis testinde P<0,05

# Ikili karsilastirmada kontrol grubundan farkli P<0,05

Ikili karsilastirmada 3LAC grubundan farkli P<0,05

Q ikili karsilastirmada 30LAC grubundan farkli P<0,05

Tablo 3: Kesikli verilerin ortanca ve minimum-maksimum degerleri

GRUP

KONTROL(n=5)

3LAC(n=8)

10LAC(n=7)

30LAC(n=6)

Ortanca

Min-
Max

Ortanca

Min-
Max

Min-

Ortanca Max

Min-

Ortanca Max

Maximum
Hemoliz
Konsantrasyonu
(%) *

0,3 |0.25-05

0,325

0.25-
0.45

0.25-

0,25 0.35

0.25-

03 0.35

Minimum
Hemoliz
Konsantrasyonu
(%) *

0.55-

0.6 | 065

0,625

0.55-
0.7

0,65 [0.5-0.7

0.65-

#
0.65" | 165

%90°1n
Uzerinde
Hemolize
Sebep Olan
Konsantasyon
(%) *

0,45 |0.35-0.5

0,45

0.35-
0.5

0.35-

0,40 05

0.4-

0,425 05

Maximum
Degisim
Konsantrasyonu
(%) *

0,5 0.5-0.5

0,5

0.45-
0.55

0,525 |0.5-0.6

0.5-

0.5 0.55

*Kesikli sayisal veriler kullanildigi i¢in ortalama degil ortanca hesaplanmistir

# ikili karsilastirmada kontrol grubundan farkli P<0,05
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Tablo 4: Calisma grubunun istatistiksel analizi

4 df p

Ik Agirlik 1.218 3 0.749
[k Kan Sekeri 2.612 3 0.455
Son Agirlik 1.013 3 0.798
Son Kan Sekeri 4.070 3 0.254
Hematokrit 4.154 3 0.245
Kan Viskozitesi 8.136 3 0043
Plazma Viskozitesi 11.715 3 0.008
Maximum Hemoliz Konsantrasyonu 2.581 3 0.461
Minimum Hemoliz Konsantrasyonu 3.777 3 0.287
Ozmotik Frajilite Katsayis1 1.464 3 0.691
%90’1n Uzerinde Hemolize Sebep Olan Konsantasyon 0.702 3 0.873
Maximum Degisim Yiizdesi 0.930 3 0.818
Maximum Degigsim Konsantrasyonu 5.454 3 0.141

*Kruskal-Wallis analizi kullanilarak hesaplanmistir, p<0,05 anlamli kabul edilmistir.
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Tam kan viskozitesi ortalamalar1 kontrol grubunda 4,16+ 0,25 cP, 3LAC
grubunda 4,09+ 0,31 cP, 10LAC grubunda 4,76+ 0,37 cP, 30LAC grubunda
4,47+0,42 cP olarak o6lclilmiistiir. Gruplar tam kan viskoziteleri agisindan
karsilastirildiginda istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmustur
(Kruskal Wallis p=0,043). Gruplar Mann Whitney-U testi ile ikili olarak
karsilastirildi. Kontrol grubu ile 10LAC grubu (Mann Whitney-U p=0,034) ve 3LAC
grubu ile 10 LAC grubu (Mann Whitney-U p=0,021) arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark goriildi (Sekil 9).
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Sekil 9: Tam kan viskozitesi degerleri agisindan gruplarin karsilagtirilmasi
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Plazma viskozitesi ortalamalari kontrol grubunda 1,16+ 0,05 cP 3LAC
grubunda 1,1+ 0,04 cP 10LAC grubunda 1,36 £0,29 cP, 30LAC grubunda 1,11 +£0,02
cP olarak o6l¢iilmiistiir. Gruplar plazma viskoziteleri agisindan karsilastirildiginda
istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmustur (Kruskal Wallis
p=0,008). Gruplar Mann Whitney-U testi ile ikili olarak karsilastirildi. 3LAC ile
10LAC grubu (Mann Whitney-U p=0,005) ve 10LAC grubu ile 30 LAC grubu (Mann
Whitney-U p=0,012) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (Sekil 10).

p=0,005 p=0,012

I
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Sekil 10: Plazma viskozitesi degerleri agisindan gruplarin karsilagtirilmasi
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Osmotik frajilite katsayisi ortalamalar1 kontrol grubunda 1,88+ 0,65, 3LAC
grubunda 1,91+ 0,54, 10LAC grubunda 2,27+ 0,36, 30LAC grubunda 2,13+ 0,27
olarak 6l¢iilmiistiir. Gruplar ozmotik frajilite katsayisi1 acisindan karsilastirildiginda

istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (Kruskal Wallis

p=0,691) (Sekil 11).
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Sekil 11: Ozmotik frajilite katsayis1 agisindan gruplarin karsilagtirilmasi
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Maksimum degisim ylizdesinin ortalamalari kontrol grubunda 60,6+10 %,
3LAC grubunda 55,3+ 9,04 %, 10LAC grubunda 55,7+ 15,9 %, 30LAC grubunda
57,3+ 15,8 % olarak ol¢iilmiistiir. Gruplar maksimum degisim yiizdeleri agisindan
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmamaisgtir

(Kruskal Wallis p=0,818) (Sekil 12).
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Sekil 12: Hemolizdeki maksimum degisim yiizdeleri a¢isindan  gruplarin
karsilastirilmasi
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Maksimum degisim konsantrasyon degerleri incelendiginde kontrol grubunun
ortancast 0,5 (0,5-0,5) %NaCl(w/v), 3LAC grubunun ortancas:1 0,5 (0,45-0,55)
%NaCl(w/v), 10LAC grubunun ortancasi 0,525(0,5-0,6) %NaCl(w/v), 30LAC
grubunun ortancasi 0,5(0,5-0,55) %NaCl(w/v) olarak 6l¢iilmiistiir. Gruplar maksimum
degisim konsantrasyonlarinin agisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak gruplar

arasinda anlaml bir fark saptanmamustir (Kruskal Wallis p=0,141) (Sekil 13).
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Sekil 13: Hemolizdeki maksimum degisime sebep olan konsantrasyon degerleri
acisindan gruplarin karsilastirilmast
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Maksimum hemoliz konsantrasyon degerleri ortancalari incelendiginde kontrol
grubunun ortancasi 0,3 (0,25-0,5) %NaCl(w/v), 3LAC grubunun ortancasi 0,325
(0,25-0,45) %NaCl(w/v), 10LAC grubunun ortancas1 0,25 (0,25-0,35) %NaCl(w/v),
30LAC grubunun ortancasi 0,3 (0,25-0,35) %NaCl(w/v) olarak dlglilmiistiir. Gruplar
maksimum hemoliz konsantrasyonlar1 agisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak

gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (Kruskal Wallis p=0,461) (Sekil 14).
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Sekil 14: Maksimum hemolize sebep olan konsantrasyon degerleri acgisindan
gruplarin karsilagtirilmasi
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Minimum hemoliz konsantrasyon degeri ortancalar1 incelendiginde kontrol
grubunun ortancasi 0,6 (0,55-0,65) %NaCl(w/v), 3LAC grubunun ortancasi 0,625
(0,55-0,7) %NaCl(w/v), 10LAC grubunun ortancast 0,65 (0,5-0,7) %NaCl(w/v),
30LAC grubunun ortancasi 0,65(0,65-0,65) %NaCl(w/v) olarak 6l¢iilmiistiir. Gruplar
minimum hemoliz konsantrasyonlar1 (eritrositlerin hemolizinin bagladigr ilk
konsantrasyon degerleri) a¢isindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (Kruskal Wallis p=0,287). Ancak minimum
hemolize sebep olan konsantrasyonlar karsilastirildiginda grafiklerde 30 L grubunda
farklilik olabilecegi diisiiniilerek gruplar arasinda ikili karsilastirmalar yapildi ve
kontrol grubu ile 30LAC grubu arasinda minimum hemolize sebep olan
konsantrasyonlar agisindan anlamli bir fark saptandi. (Mann Whitney-U p=0.014)
(Sekil 15).
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Sekil 15: Eritrositlerin hemolizinin bagsladig: ilk konsantrasyon degerleri acisindan
gruplarin karsilagtirilmasi
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%90’ lizerinde hemolize sebep olan konsantrasyon degerinin ortancalar
incelendiginde kontrol grubunun ortancasi 0,45 (0,35-0,50) %NaCl(w/v), 3LAC
ortancasi 0,45 (0,35-0,50) %NaCl(w/v), 10LAC grubunun ortancas1 0,40 (0,35-0,50)
%NaCl(w/v), 30LAC grubunun ortancast 0,425 (0,4- 0,5) %NaCl(w/v) olarak
Olgiilmiistiir. Gruplar %90’ {izerinde hemolize sebep olan konsantrasyonlari
acisindan karsilagtirilldiginda istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir fark

saptanmamustir (Kruskal Wallis p=0,873) (Sekil 16).
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Sekil 16: %90’1n {izerinde hemolize sebep olan konsantrasyon degerleri agisindan
gruplarin karsilastirilmasi
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FARK ORTALAMALAR
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Sekil 17: Gruplarin konsantrasyona gore hemoliz yiizdeleri farkinin ortalamalarinin
dagilim1
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Sekil 18: Gruplarin konsantrasyona gore hemoliz yiizdeleri ortalamalarinin dagilimi
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5. TARTISMA

Bu deneysel ¢alisma ile karbonik anhidraz enzim inhibitor etkinligi olan
lakozamidin olast hemoreolojik yan etkilerinin belirlenmesi amaclandi. Tam kan,
plazma viskozitesi ve eritrosit osmotik frajilite bu amaca yonelik olarak c¢alisildi.
Ozellikle orta doz olarak kabul edilen 10mg/kg/g grubunda hem kontrol hem de
3mg/kg/g grubuna gore tam kan viskozite degeri anlaml diizeyde yiikseldi. Plazma
viskozitesinde gruplar karsilastirildiginda yine 10mg/kg/g grubu 3 ve 30mg/kg/g
gruplarina gore anlamh yiiksek viskozite degerine sahipti. Calismamiz lakozamidin
tam kan ve plazma viskozitesi lizerine doz iligkili etkisi olabilecegini gostermektedir.
Dolayisiyla antiepileptik ilag¢ tercihinde lakozamidin bu 6zelliginin dikkate alinmasi

gerektigi akilda tutulmalidir.

Antiepileptik ila¢ kullanimia bagli notropeni, trombositopeni, kemik iligi
yetmezIligi gibi hematolojik yan etkiler fazla ¢alisilmasina ragmen hemoreolojik yan
etkiler ile ilgili yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Levetirasetam, topiramat ve
zonisamid kronik kullaniminin hemoreolojik yan etkileri deneysel olarak caligilmis ve
farkli sonuglar elde edilmistir (6,7,28). Hematolojik yan etkilerin patogenezi tam
olarak aydinlatilamamakla beraber agirlikli olarak immiinolojik mekanizmalarin
sorumlu oldugu diislinlilmektedir. Ayrica antiepileptik ilaglarin farmakokinetik ve
dinamik oOzelliklerinin rolii tizerinde de durulmaktadir. Calismamizda sadece
hematokrit bakilmis olup gruplar hem kendi icinde hem de aralarinda
karsilastirildiginda anlamli bir fark tespit edilmedi. Tam kan sayiminin yapilamamis
olmasina bagli ¢ekirdekli kan hiicrelerinde olas1 bir sayisal degisiklik hakkinda yorum

yapilamadi.

Antiepileptik ilaclarin kantitatif hematolojik yan etkileri yani1 sira 6zellikle
eritrosit morfolojileri lizerine etkisi de ¢alisilmistir. Alt1 epilepsi hastas1 ve 1 saglikli
kontroliin dahil edildigi klinik c¢alismada eritrosit morfolojileri atomik forse
mikroskopi ile incelenmistir. Hastalar sodyum ve kalsiyum kanal blokaji veya GABA
inhibisyonu iizerinden etki gosteren antiepileptik ilaglarin ¢oklu kombinasyonunu

almakta idi. Ozellikle sodyum ve kalsiyum gibi iyon kanallar1 iizerinden etkili olan
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antiepileptiklerin eritrosit membran yiizeyinde degisikliklere neden oldugu tespit
edilmistir. Bu morfolojik degisikliklerin de eritrosit fonksiyonlar1 {izerine zamanla
etkisi olabilecegi diistiniilmiistiir (29). Calismada kullandigimiz lakozamidin sodyum
kanal tizerinden etkisi dikkate alindiginda eritrosit morfolojisi tizerinde etkisi
olabilecegi kabul edilebilir. Bir baska ¢alismada da fenobarbital ve karbamazepin tekli
tedavisinin eritrosit osmotik frajilitesi ilizerine etkisi epileptik ve saglikli ¢ocuklarda
incelenmistir. Antiepileptik ila¢ kullanan ¢ocuklarda osmotik frajilitede bozulma ve
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda eritrositlerin halen lizise ugradigi goriilmiistiir.
Hastalarda hemoliz riskindeki bu artisin klinik bir yansimasinin olmadigi ifade
edilmekle beraber bagka bir ila¢ ile kombinasyon veya hematolojik hastalik
durumunda ilag sec¢iminde dikkatli olunmasi gerektigi belirtilmistir (30).
Calismamizda da 30LAC grubunda diger gruplara gore osmotik frajilitenin etkilendigi
ve daha yiiksek tuz konsantrasyonlarinda hemolizin devam ettigi goriildii. Dolayisiyla
yiiksek doz lakozamidin eritrosit membran yapisinda degisikliklere neden olarak
hemolizi kolaylastirabilecegi de akilda tutulmalidir. Buna karsilik 30LAC grubu diger
gruplar ile karsilastirildiginda hematokrit degerlerinde anlamli bir farklilik izlenmedi.
Bu da oOnceki calismanin sonuglarmi destekler sekilde osmotik frajilitedeki
bozulmanin klinik bir yansimasi olmasa da bu agidan dikkatli olunmas1 gerektigini

diistindiirebilir.

Suvalsky ve ark. da elektron mikroskop ile eritrositin membran yapisi tizerine
sodyum kanal blokorii olan karbamazepinin etkisini saglikli kisilerden alinan kan
orneklerinden ¢alismislardir. Karbamazepine maruziyet sonrasi eritrositlerin, ekinosit
ve daha az miktarda da stomatosit sekline doniisiim gosterdikleri tespit edilmistir.
Karbamazepinin eritrosit dis membranda birikmesi ekinosit olusumuna neden
olmakta, i¢ membranda biriktiginde de eritrositler stomatosit formuna degisim
gostermektedir. Karbamazepine bagli ciddi klinik yan etkiler, terapdtik diizeyin
tizerindeki degerlerde goriilmesine ragmen, eritrosit morfolojisindeki degisiklikler
terapotik aralikta izlenmistir (31). Karbamazepin kullaniminin eritrosit morfolojisinde
neden oldugu degisikliklere bagli olarak ozellikle kapiller dolasim ve dokularin
oksijenizasyonunda problemlere neden olabilecegi diisiiniilebilir. Suvalsky ve ark. bir

baska caligmasinda, benzer sekilde sodyum kanali iizerinden etkili olan fenitoinin
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eritrosit membran yapisi lizerine etkisi ¢alisilmistir. Fenitoin ile in vitro inkiibe
edildiginde eritrositlerin elektron mikroskopik incelemesinde eritrositlerin yarisinin
ekinosit tipte degisiklige ugradigi goriilmiistiir. Bu etkisini gosterirken eritrosit
membran fosfolipidleri ile etkilesime girdigi, bunu yaparken de eritrosit iizerinde yer
alan Na-kanalina baglanarak dis membrana insersiyon yaptirdigi gorilmiistiir. Bu
etkisinin terapotik diizeylerin ¢ok iizerindeki konsantrasyonlarda ortaya c¢iktigi
dolayisiyla fenitoinin hiicre membrani tizerine sitotoksik etkisinin klinik uygulamada
onemli olamayacagi kabul edilmektedir (32).Bizim ¢alismamizda eritrosit morfolojisi
degerlendirilmemekle beraber lakozamid gibi sodyum kanal iizerinden etkili
karbamazepin ve fenitoinin etkisi dikkate alindiginda benzer morfolojik etki
beklenebilir. 30LAC grubumuzdaki osmotik frajilitenin bozulmasi, lakozamidin

eritrosit morfoloji lizerinde bir etkisi oldugunu da destekleyebilir.

Reinhardt ve ark. caligmasinda etki mekanizmasi farkli ¢ok sayida ilacin
(klorpromazin, klomipramin, sitalopram, klonazepam, diazepam, valproik asit,
levetirasetam, fenitoin ve fenobarbital) eritrosit morfolojisi lizerine etkisi hem
kantitatif hem de elektron mikroskopide degerlendirilmistir. Antiepileptiklerden
levetirasetam, valproik asit ve fenobarbitalin eritrosit morfolojisi iizerinde etkisi
olmadigi, kalan diger ilaglarin farkli morfolojik degisikliklere (ekinosit, stomatosit)
neden olduklar1 goriilmiistiir (33). In vitro ortamda yapilmakla beraber, bu etkilesimin
in vivo da gergeklesebilecegi diisiiniildiigiinde eritrosit morfolojik degisikliklerinin

kan akimini 6zellikle mikrosirkiilasyonu olumsuz etkileyebilecegi akilda tutulmalidir.

Unal ve ark. da benzer sekilde antiepileptik ilaclarin eritrosit morfolojisi
tizerine etkisini klinik bir ¢alisma ile degerlendirdiler. Yetigkin 50 epilepsi hastasi ile
30 saglikli yetiskin karsilastirildi. Epilepsi grubundaki hastalarin 24 tanesi ¢ogunlugu
levetirasetam olmak iizere tekli, 26 tanesi de ¢coklu ilag aliyordu. Elektron mikroskopik
incelemede antiepileptik ilaglara maruz kalmanin eritrosit morfolojisinde belirgin
bozulmaya neden oldugu gériilmiistiir. Ilaclarin tekli veya ¢oklu alinmasiin eritrosit
morfolojisindeki etkileri anlamli farklilik gostermemistir. Bununla birlikte eritrosit
morfolojisindeki belirgin bozulmaya ragmen hastalarin higbirinde bu degisikligin

neden olabilecegi klinik izlenmemistir (34).
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Canakg1 ve ark. tarafindan farmakokinetik ve dinamik 6zellikleri nedeniyle ¢cok
tercih edilen bir antiepileptik olan levetirasetamin hemoreolojik yan etkileri deneysel
olarak calisildi. Osmotik frajilite, tam kan ve plazma viskozitesi diisiik, orta ve yiiksek
doz (50, 150, 300mg/kg/g) levetirasamin kronik kullanimi (14 giin) sonrasi
degerlendirildi. Levetirasetamin tiim dozlarda osmotik frajilite, tam kan ve plazma
viskozitesinde anlamli bir degisliklige neden olmadig1 gosterildi. Karbonik anhidraz
enzim inhibisyon o6zelligi de olmasima ragmen levetirasetamin hemoreolojik bir
etkisinin olmamasi, cogu antiepileptik ilagtan farkli olarak etki mekanizmasinin iyon
kanallari izerinden olmamasi ile agiklanmaya ¢alisildi (6). Oztepeli ve ark., bir diger
antiepileptik ilag olan zonisamidin hemoreolojik yan etkileri deneysel bir ¢alisma ile
incelendi. Olast hemoreolojik yan etkilerin neden olabilecegi hipoksi-iskemiye ikincil
oksidatif stresin belirlenmesi i¢in de tiyol-disiilfid dengesi ve eritosit i¢i glutatyon
calisildi. Zonisamid 50 ve 100 mg/kg dozlarinda hicbir parametrede anlamlhi
degisiklige neden olmazken 150 mg/kg dozda hematokrit degerini diger tiim gruplara
gore istatiksel olarak anlamli artirdig: goriildii. Ayrica 150 mg/kg zonisamid kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda tam kan viskozitesini artirdigr tespit edildi. Osmotik
frajilite ve oksidatif stres parametreleri lizerine ise zonisamidin higbir dozda anlamli
diizeyde etkisi gosterilemedi (28). Hematokrit ve tam kan viskozitesindeki artisa
ragmen hemoreolojik yan etkinin belirgin bir klinik tabloya neden olmadigini
diistindiirmektedir. Bu iki c¢aligmada da oldugu gibi calismamiz planlanirken
lakozamidin karbonik anhidraz enzim inhibisyon 0Ozelligi dikkate alindi.
Calismamizda hem tam kan viskozite hem de plazma viskozitesinde anlamli
degisikliklerin olmasi, eritrosit karbonik anhidraz aktivitesi disinda baska
faktorlerinde etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Bununla birlikte ¢aligmanin
kisithiliklarindan birisi eritrosit karbonik anhidraz enzim diizey ve/veya aktivitesinin
calisilamamis olmasidir. Ayrica tam kan vizkosite yaninda plazma viskozitesinde de
anlamli artisin serum proteinleri ile iligkili olabilecegi diigiiniildiigiinde serum protein
diizeylerinin calisilamamis olmasi da bir diger kisithliktir. Sodyum kanal blokor
Ozelligi olan antiepileptiklerin eritrosit morfolojisi {lizerinde etkilerinin biliniyor
olmas1 ve bizim bu agidan eritrosit morfolojik degerlendirme yapmamis olmamiz da

bir diger kisithilik olabilir.
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Sonug olarak lakozamidin kronik kullanimin olasi hemoreolojik yan etkileri
belirlenmeye ¢alisild1 ve doz iliskili tam kan ve plazma viskozitesi lizerine artirici bir
etkisi oldugu gosterildi. Ayrica yine doz iliskili olarak eritrositlerin hemoliz direncinde
bir azalma oldugu tespit edildi. Lakozamidin bu etkilerinin klinige bir yansimasinin
olup olmadig1 konusunda yorum yapilamamakla beraber antiepileptik se¢ciminde ilacin
bu etkilerinin dikkate alinmasi gerekebilir. Doz iligkisinin gosterilmesi 6zellikle ilag
doz belirlenmesinin 6nemli oldugu cocuk hastalarda daha dikkatli olunmasi ve bu
acilardan takip edilmeleri dnemli olabilir. Ayrica olas1 hemoreolojik yan etkileri olan
antiepileptik 1ilaglarin hematolojik hastaligin eslik ettigi epilepsi hastalarinda
kullanilmalar1 konusunda da ¢ok dikkatli olunmasini Onerilir. Bununla birlikte bu
deneysel ¢alismalarin, yukarida bahsedilen kisitliliklar agacak sekilde yenilenmesi ve
yapilacak yeni c¢alismalarda bulunan farklhiliklarin ~ klinik  anlamliliginin
degerlendirilebilmesi icin fonksiyonel testlerin caligmalara dahil edilmesi anlamhi
olabilir. Devaminda klinik c¢alismalar ile alinan sonuglarin desteklenmesi ve elde

edilecek verilerin antiepileptik ila¢ se¢iminde dikkate alinmasini saglayacaktir.
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6. SONUCLAR

1. Tam kan viskozitesi acisindan verilerimiz degerlendirildiginde 10LAC
grubu ile kontrol ve 3LAC grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptandi.

2. Plazma viskozitesi agisindan verilerimiz degerlendirildiginde 10LAC
grubu ile 3LAC ve 30LAC grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptandu.

3. Osmotik frajilite testi parametrelerinden sadece minimum hemoliz
konsantrasyon degerlendirildiginde 30LAC grubu ile kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark saptandi.

4. Calismamizda lakozamidin;

I.  Tam kan viskozitesini belirli dozlarda arttirdig1
Il.  Plazma viskozitesini belirli dozlarda arttirdig1
iii.  Osmotik frajiliteyi belirli dozlarda arttirdig1
gbzlemlendi.
5. Lakozamidin, 6zellikle antiepileptik ilag doz ayarlamasinin 6nemli oldugu

cocuk hastalarda kullaniminda dikkatli olunmasi gerekebilir. Ayrica
eritrositin yapisal veya fonksiyonel hastaliklarinda antiepileptik ihtiyaci

durumunda bu etkilerinin akilda tutulmasi 6nem arz edebilir.
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