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OZET

Epilepsi Tedavisinde Kullamilan Levetirasetamin Xenopus laevis Embriyolar1 Uzerindeki
Teratojenik Etkisi

ilaclar teratojeneziste 6nemli etkenlerden biridir. Bu durum birgok ilacin gebelikte klinik
kullanmmi simirlamaktadir. Epilepsi tedavisinde kullanilan levetirasetamin gebelikte kullanimi ile
ilgili yeterli calisma bulunmamaktadir. Bu ¢calismada levetirasetamin teratojenik etkisi arastirildi.
Bu amacla, Xenobiyotiklerin etkisini %89 oraminda dogru ongordiiren, FETAX ( Kurbaga
Embriyo Teratogenez Deneyi: Xenopus) testi kullanildi.

Bu ¢alismada 6 adet kontrol, 9 adet deney grubu olmak iizere 15 adet ergin Xenopus leavis
kullanild1 ve embriyolar 96 saat 1.2, 12, 24, 48 ng/mL levetirasetam Kkonsantrasyonlarina maruz
birakildiktan sonra tiim gruplarda 6liim oranlar tespit edildi, ayrica bu gruplar mikroskop altinda
incelendi, boylar 6l¢iildii ve anomaliler mikroskop baglantili kamera ile fotograflandi. Xenopus
laevis erken embriyo gelisiminde rol oynayan ve mRNA ekspresyonunda spesifik genler olan ESR1,
PAX6, BMP4, MYF5 ve HSP70 gen analizi yapildi. Ayrica embriyolarin histopatolojik analizi
incelendi.

Calismalar sonucunda anomali orani (%1.45) bulundu ve kontrolle (%0.8) aralarinda bir
farkhhk gozlenmedi. Boy uzunluklarinda kontrol grubu (10.8mm) ile aralarinda tiim
konsantrasyonlarda boyca farklihk gozlenmedi (10.7 mm). Histopatolojik analizde birka¢ anormal
embriyo haricinde hem kontrol ve hem de deney gruplarinda elde edilen organlarda bir anomali
gozlenmedi, sadece levetirasetametirasetam uygulanan tiim gruplarda hipopigmentasyon gozlendi.
Son olarak erken gelisim doneminde 6nemli genler olan ESR1, BMP4, MYF5 ve HSP70’in
ekspresyonunda azalma, PAX6 ekspresyonunda ise artma goriildii. Ancak ekspresyon
diizeylerindeki bu degismeler istatistiksel olarak anlamh degildi.

Bu sonuclar bir antiepileptik ajan olan levetirasetamin, incelenen parametreler agisindan
Xenopus laevis embriyolarinda teratojenik etkisinin olmadigim gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Antiepileptik ila¢c, FETAX, Levetirasetam, Teratojenite, Xenopus laevis
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ABSTRACT

Teratogenic Effect of Levetiracetam Used in the Treatment of Epilepsy on Xenopus laevis Embryos

Drugs are one of the important factors in teratogenesis, which limits the clinical use of
many drugs in pregnancy. Teratogenic effect of levetiracetam, an antiepileptic agent is still
controversial in pregnancy. In this study, the teratogenic effect of levetirasetamwas investigated.
For this purpose, the FETAX (Frog Embryo Teratogenesis Assay: Xenopus) test, which predicts
the effect of Xenobiotics with 89% accuracy, was used.

In our study, 15 adult Xenopus laevis, including 6 control and 9 experimental groups, were
used and after the embryos were exposed to 1.2, 12, 24, 48 pg/mL levetirasetam concentrations for
96 hours, mortality rates were determined in all groups, and these groups were examined under a
microscope. Their lengths were measured and anomalies were photographed with a microscope-
mounted camera. ESR1, PAX6, BMP4, MYF5 and HSP70 genes, which are specific genes in mRNA
expression and play a role in Xenopus laevis early embryo development, were analyzed. In addition,
histopathological analysis of embryos was examined.

As a result of the studies, the rate of anomaly was (1.45%) and no difference was observed
between them and the control (0.8%). There was no difference in height (10.7 mm) between the
control group (10.8mm) and the control group at all concentrations. In the histopathological
analysis, except for a few abnormal embryos, no anomaly was observed in the organs obtained in
both the control and experimental groups, and hypopigmentation was observed in all groups that
were administered only levetiracetam. Finally, there was a decrease in the expression of ESR1,
BMP4, MYF5 and HSP70, which are important genes in early development, and an increase in the
expression of PAX6. However, these changes in expression levetirasetam were not statistically
significant.

These results show that levetirasetam, an antiepileptic agent, has no teratogenic effect in
Xenopus laevis embryos in terms of the parameters examined.

Key words: Antiepileptic drug, FETAX, Levetiracetam, Teratogenite, Xenopus laevis
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1. GIRIS

Bebeklerde olusan morfolojik ve gelisme bozuklari insanoglunun varolusundan
beri goriilmektedir. Toplumlar olusab bu anomalileri farkli yorumlamuslardir®. Bilimin
ilerlemesiyle beraber kullanilan, maruz kalinan kimyasal maddelerin fetiise etki ettigi
anlasllmls2 ve 150 yildan beri teratoloji ¢alismalari yap11m1§t1r3. Talidomid faciasinin
(1960) yasanmastyla bu konu tizerine egilim artmis, gebelerin kullandigi, maruz kaldigi
hormonlar, pestisitler, ilaglar incelenmeye baslanmustir’. Bircok ilacin gebelerde
kullaniminin sakincali olmasindan dolayr FDA, ilaglar1 siniflandirmig ve gebelere bu
siniflandirma dogrultusunda ilag recetelenmeye baglanmistir®.

Antik caglardan beri siiregelmis epilepsi, giiniimiizde de giincelligini koruyan
bir saglik problemidir. insanlarda tetiklenmeden, beynin belirli bolgelerindeki harabiyet
sonucu ortaya c¢ikan nobetlerle karakterizedir. Birgok gen ve cevresel faktorlerin
birbirleriyle etkilesim sonucu olusan hem genetik hem de hem de klinik 6zellikleri olan
ve klinik belirtilerin heterojen oldugu kabul edilen bir hastaliktir>®.

Epilepsinin altta yatan travma, tiimor, enfeksiyon ve dejeneratif degisimler gibi
serebral hasara neden olan cesitli fizyopatolojik mekanizmalari yansittigi ileri
stiriilmiistiir. Epilepsi de kalitimsal faktorlerin 6nemli oldugu goriilmekle birlikte ¢cogu
hastada 6zel bir neden belirlenememistir6.

Epilepsiyi tedavi etmek amaciyla bircok antiepileptik ilag gelistirilmistir.
Epilepsi teshisi konulan gebe kadinlarda da bu ilaglar kullanilmis ve kullanimi arttikga
fetlislerde zararh etkiler goriildiigii fark edilmistir. Cogu ilag gebelerde kontrendike
olup, kullanilan ilaglarin da fetiise etkileri tam olarak bilinmemektedir. Yeni nesil
antiepilepileptik bir ila¢ olan levetirasetamin gebelerde kullanimi yaygindir. Bununla
beraber levetirasetametirasetam iizerine yapilan c¢alismalar yetersizdir. Yapilan
caligmalarda ise birbirinden farkli sonuglar elde edilmistir. Tavuk embriyolarinda
yapilan calismalarda levetirasetamin noral tiip gelisiminde defektlere yol actigi
gozlenmistir®. Tavuk embriyolarinda yapilan baska bir calismada ise noral tiip
gelisiminde bir etkisi olmadigi  bildirilmistir®. Prenatal dénemde (2010)
levetirasetametirasetama maruz birakilan postnatal yavrularda yapilan g¢aligmalarda
kognitif ve lokomotor aktiviteleri degerlendirilmis ve herhangi bir etkisi goriilmemistir

10 Zebra baliklarinda yapilan calismalarda levetirasetanun teratojenik indeksi diisiik



bulunmustur. Bu bulgular levetirasetamin teratojenik etkisinin tartigmali oldugunu
géstermektedirll'lz.

Yukaridaki bilgilerin 1s18inda  yapilan bu c¢alismada levetirasetametirasetamin
teratojenik etkisi arastirildi. Bu amagla, ilaglarin veya ¢esitli ksenobiyotiklerin etkisini %89

oraninda dogru dngordiiren, Xenopus laevis embriyolarinda FETAX testi uygulandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Teratojenezis

2.1.1. Tarihce ve Talidomid Faciasi

Bebeklerde olusan malformasyonlar insanlik tarithinin baslangicindan beri
goriilmektedir. Farkli medeniyetlerde bu durumlar farkli sekilde algilanmaktadir.
Babil’de, konjenital malformasyonlar gelecekte olacak olaylarin habercisi olarak
goriilmekte; Antik Yunanistan, Hindistan gibi medeniyetlerde ise, tanrilarin dis
gorliniisleri olarak yorumlanmaktadir. Antik Yunanistan’da iki yiizii olan Janus,
Hindistan’da ise bir¢ok uzvu olan 6liim tanrigas1 Kali olusan malformasyonlardan ilham
aliarak olusturuldugu diisiiniilmektedir’.

Bebeklerde goriilen anomalilere son 150 yildir daha bilimsel olarak yaklagilmis
ve dogumsal anomalilerin nedenini konu alan teratolojiye olan ilgi artmistir. Alkol,
hormonlar ve diger maddelerin anomaliye yol agtig1 bulunmustur®. Talidomid faciasinin
(1960) yasanmasiyla beraber teratoloji bilimine daha ¢ok ©nem verilmistir. Gebe
kadinlarda sabah bulantisint durdurmak amaciyla piyasaya siiriilen talidomid,
bebeklerde konjenital malformasyonlar olusturmasi(fokomeli), hatta diisiige neden
olmas1 nedeniyle 1961 yilinda piyasadan kaldirilmistir. Bircok iilke tarafindan gebe
kadinlarda kullanimi onaylanan talidomidin {ilkemizde kullanimi onaylanmamuistir.
Ordinaryiis Profesor Doktor Siireyya Tahsin Aygiin ve Profesdor Doktor Siikrii
Kaymakgalan talidomid iizerine yapilan toksisite testlerini yeterli bulmamislardir ve

hocalarimiz sayesinde bir¢cok bebegin hayati kurtulmugtur®.

2.1.2. Tanim ve Etki Mekanizmasi

Talidomid faciasiyla calismalar artmistir. Gebelerin kullandigi, maruz kaldig
maddelerin bebeklerde morfolojik, gelisme bozukluklarina olusturmasina hatta 6liime
neden olmasina teratojenezis adi verilmis, bu durumlarin goriilmesine sebep olan
maddelere ise teratojenik maddeler denilmistir.

Teratojenik maddeler etkilerini fetiisteki DNA’ya, DNA sentez mekanizmalarina
ya da mitoz esnasinda igcik olusmasini engelleyerek, fetiisiin gerekli koruyucu besinleri

almamasi veya enerji iiretimini engelleyerek, uteropleasantal akimi azaltarak veya doku



farklilasmasim degistirerek gosterebilirler™.
Fetiis 18-21. giinde baslayan, 55-60. giine kadar siiren organogenez doneminde

teratojenlere daha fazla duyarhidir'.

2.1.3. Tlaclarin Gebelik Kategorisi

Gebelerin hamilelik dénemi boyunca aldigi, tiikettigi biitiin besinlere dikkat
edilmelidir. Birgok gebe hamilelik sirasinda ilag¢ kullanmakta olup, kullandig ilaglarin
fetiiste yaptigr etkiyi goz ardi etmektedir. FDA ilaglarin teratojenik etkilerini
degerlendirip, 5 kategoriye (Tablo 1) ayirmistir. Gebelerin bu kategorileri géz Oniine

alarak ila¢ kullanmas1 gerekmektedir.

Tablo 1. Gebelik kategolerilerinin agiklanmas:*

Gebelik

Kategorisi

A Yapilan deneysel ve klinik ¢alismalara gore fetiiste anomali olusturmayan ilaglar

B Hayvanlar {izerinde yapilan c¢alismalar fetliste anomali gozlenmeyen, klinik
calismalarin yetersiz bulunan ilaglar

C Hayvansal deney calismalarinda fetiislerlerde anomaliler olustugu gozlenen, Klinik
calismalarin yetersiz oldugu bulunan ilaclar

D Klinik ¢alismalarda fetiiste anomaliler goriilen yarar-zarar iligkisine gore gebe kadina
verilen ilaglar

X Calismalarda fetiiste birgok anomali olustugu gozlenen, yarar-zarar iliskisine gore
zarar basamaginin daha agir bastig1 ilaglar

2.2. Epilepsi

Epilepsi, nobet olusturmaya yonelik kalici bir yatkinlik ve nobet tekrarlarinin
norobiyolojik, biligsel, psikolojik ve sosyal sonuglart ile karakterize edilen bir beyin
hastaligidir. Epileptik nobetler, hastaligin altta yatan noral mekanizmalarin1 yansitan
basmakalip davranigsal degisikliklerle karakterize, tekrarlayan paroksismal olaylardir.
Epilepsinin ayirict tanisi, farkindalik ve/veya davranista gecici degisiklik ile karakterize
edilen bir dizi klinik durumu kapsar. Cogu durumda hastalik, dikkatli bir anamnez veya
bir ndbetin gozlenmesiyle teshis edilebilir. Bir etiyolojik ajan tanimlanabilse de,

vakalarin yaklasik yarisinda hala nedeni bilinmemektedir®.




2.2.1. Epilepsinin Tarihgesi

Epilepsinin tarihi antik doneme kadar uzanmaktadir. Epilepsi ile ilgili bulgular
M.O. 1500°1ii yillarda Misir kaynaklarinda gériilmeye baslanmisken®, Babil ve Asur
kaynaklarinda M. O. 2000 yillarinda goriilmektedir'®"’. Eski kaynaklarda epilepsinin,
tanrilarin gazabindan dolay1 olus,tugu3 ya da kotii bir alamet oldugu ya211maktad1r18.

19. yy’dan sonra diger hastaliklarda oldugu gibi epilepsi tlizerinde de ¢alismalar
hiz kazanmis, ¢ Kutsal Hastalik > ve © Tanrinin Gazabi ’ gibi tanimlamalarin kullanimi
birakilmistir. Bu ¢alismalarda yer alan bilim insanlarindan biri olan Ingiliz norolog
Jackson (1835-1911) , epilepsi kavramini netlestirmis ve ek olarak bilissel ve duyusal
belirtilerin meydana geldigi ve kismi ndbetlerin Onciisii olarak kabul ettigimiz ndbet
bicimlerini de spesifik olarak tanimlamugtir™® 2.

Epilepsinin prevalans1 yaklasitk % 0.5-1.0'dir ve yiizdeler birbirine yakin

olmakla birlikte erkek hastalarinda goriilme orani daha fazladir®.

2.2.2. Epilepsinin Tanimlanmasi ve Simiflandirilmasi

Epilepsi, ani baslayan, genellikle kendiliginden gegen, bazen biling kaybina
neden olan kisa siireli ve tekrarlayan nébetler olarak griilen nérolojik bir hastaliktir™.
Epilepsi nobetleri iki ayr1 sekilde siniflandirilabilir;
(1) Hemisferin belirli bir alaninda olusan fokal nobetler (parsiyel nobetler)
(2) Her iki hemisferde de goriilen jeneralize nobetler

Bazi1 durumlarda fokal ndbetler, jeneralize nobetlere doniisebilir.

Parsiyal (fokal) nobetler
e Kortikal fokal
e Temporal lop epilepsisi
e Sekonder jeneralize
Bilateral simetrik nobetler (jeneralize nobetler)
e Petit mal Epilepsi (absans)
e Grand mal Epilepsi (tonik-klonik nobetler)
e Miyoklonik Nobetler
e Lennox-Gastaut sendromu, myoklonik epilepsi, atonik epilepsi
e Unilateral nobetler

Simiflandirilamayan epileptik nobetler?



2.2.2.1. Parsiyel (Fokal) Epileptik Nobetler

Fokal Epilepsi, hemisferin belirli bir bolgesinde (bu bolge beyin sapi, serebral
korteks veya serebrum olabilir) olusan, olustugu bolgedeki hasarlar, tiimorler veya
konjenital malformasyonlar sonucu bozuk bir néral devreden dolayir ortaya ¢ikan
anomalilerden veya lezyonlardan kaynaklanan bir epileptik nobet tiiriidiir. Bu
anomaliler ve lezyonlardan dolay1 hasar gérmiis bolgedeki noronlarda hizli ve asir1 bir
sekilde desarj goriilmekte ve desarjlar normal frekansin iizerine ¢ikmakta, yerel
bolgenin yakininda olan korteks alanlarina eszamanli olarak dalgalar yayilmaktadir.
Dalgalarin yayilimi dakikada birka¢ milimetreden saniyede birka¢ santimetreye kadar

degisebilen hizlarla yay11maktad1r23.

2.2.2.2. Bilateral Simetrik Nobetler (Jeneralize Nobetler)

Jeneralize epileptik nobetler, korteks ve talamus arasindaki baglant1 araciliiyla
hizlica beynin her iki hemisferine yayilan, kontrol edilemeyen, asir1 néranal desarjlarla
iligkilidir. Zaman zaman primer jeneralize epileptik nobetler hizla yayilan fokal

nébetlerle karstirilabilir®,



Sekil 1. A) Nobetlerin Fokal Nobetlerden Yayilimi B) Fokal bir Nobetin Sekonder Jeneralizasyonu C)

Primer Jeneralize Ngbetler?

2.2.3. EEG ve Epilepsinin EEG’de Gosterimi

2.2.3.1. Elektroensefalogram (EEG)

Elektroensefalogram (EEG), kafatasina yerlestirilen elektrotlar vasitasiyla beyin
korteksinden elde edilebilen ritmik elektriksel aktivitelerin bir kaydidir.
Elektrokortikogramda ise korteksin elektriksel aktivitesi beyin yiizeyine yerlestirilen
elektrotlar vasitastyla kaydedilir. Insan g¢aligmalarinda EEG’ler bir bireyden farkh
zamanlarda ayni bolgelerden veya farkli kisilerde ayn1 bolgeden kaydedilebilir. EEG

klinik norolojide 6nemli bir teshis aracidir ve 6zellikle epilepsili hastalarda kullanishidir.



Normal EEG degisik frekanslarin dalgalarindan olusur. Baskin frekanslar,
uyaniklik durumu, bireyin yasi, kayit elektrotlariin yerlesimi ve ilag veya hastaligin
varligina ya da yoklugunu iceren ¢esitli faktorlere baglidir. Normal, uyanik bir yetiskin
gozleri kapali olarak yatar halde iken, pariyetal ve oksipital bolgeler {izerinden
kaydedilen EEG’nin baskin frekanslari, yaklasik 8-13 Hz’lik alfa ritmidir. Eger kisiden
gozleri agmasi istenirse, EEG daha az senkronize olur ve baskin frekans beta ritmi
olarak adlandirilan 13-30 Hz’e yiikselir. Delta ( 0.5-4 Hz) ve teta ( 4-7 Hz) ritimleri

uyku sirasinda gozlenmektedir®”,

apha  WIWVIAAWW WAL~
Beta W’WWWW‘W\W

Theta WV\MMJMMA/
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Delta

1secC
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Sekil 2. Normal Eletroensefalogramdaki Beyin Dalgalarimin Cesitli Tipleri®®

Saglikli kisilerde EEG’deki dalgalarin ¢ogu goriildiigii gibi alfa, beta, teta ve
delta dalgalar olarak siniflandirilabilir. Alfa dalgalar 8 ila 13 dongii/saniye arasindaki
frekanslarda olusan ritmik dalgalardir ve uyanik erigkinlerin hemen tiimiiniin EEG’sinde
uyanik ve sakin, dinlenim durumu beyin aktivitesi sirasinda ortaya ¢ikarlar. Bu dalgalar
en gliclii olarak oksipital bolgede dlgiilmekle birlikte, pariyetal ve frontal bolgelerden de
kaydedilebilir.



Beta dalgalari, 14 dongii/saniyeden yiiksek sikliktadir ve 80 dongii/saniyeye
kadar ¢ikabilir. Daha c¢ok beynin pariyetal ve frontal alanlarindan, bu bdlgelerin
aktivasyonu sirasinda kaydedilirler.

Teta dalgalari, 4 ila 7 dongii/saniye arasindaki bir sikliga sahiptir. Normal olarak
cocuklarin pariyetal ve temporal bolgelerinde gozlenmekle birlikte, bazi eriskinlerde
diis kiriklig ve yilginlik gibi duygusal stres kosullarinda da ortaya ¢ikabilirler.

Delta dalgalar1 EEG’nin 3.5 dongii/saniyeden az olan tiim dalgalarimi igerir ve
voltajlart genellikle diger beyin dalgalarinin ¢oguna gore iki ila dort kat yiiksektir. Cok
derin uykuda, cocuklukta ve ciddi beyin hastaligi olan kisilerde ortaya g¢ikarlar.
Subkortikal kesiyle korteksi thalamustan ayrilan deney hayvanlarinin kortekslerinde de
olusurlar. Dolayisiyla, delta dalgalari beynin daha asagi bolgelerindeki aktivitelerden
bagimsiz olarak kortekste olusabilirler®® (Sekil 2).

2.2.3.2. EEG’de Goriilen Anomaliler

Epilepsi siklikla EEG anomalilerine neden olur. Epilepsinin konviilziiyonlar1
parsiyel (fokal) veya genel olabilir.

Parsiyel nobetlerin bir formu motor korteksten kaynaklanir ve karsi taraftaki
kaslarin lokal kasilmalar ile sonuglanir. Karmasik parsiyel nobetler ( psikomotor)
epilepsi de meydana gelebilir (Sekil 3). Limbik lobda meydana gelir. Yanilsamalar ve
yar amach motor aktivite ile sonuglanr®®?*. Odaksal (fokal) nébetler sirasinda ve
arasinda sacli deri kayitlarinda EEG diken dalgalar gosterebilir.

Nobetlerin iki major tipi vardir. Grand mal ve petit mal nobetler;

2.2.3.2.1. Grand mal epilepsi (tonik-klonik nébetler): Grand mal epilepsi ya
da tonik klonik nobetler iki asamada gerceklesebilir. Nobet baslamadan 6nce yorgunluk,
bas agrisi, bag donmesi gibi belirtiler gozlenebilir. Nobet sirasinda ise ilk olarak tonik
faz yani uzun siireli biling kaybi, kaslarin tonusunda bir artis, daha sonra ise klonik faz
istemsiz hareketler goriiliir. EEG’de her tarafa yayilmis nobet aktivitesi gdsterir® 2!

(Sekil 3).



2.2.3.2.2. Petit mal epilepsi (fokal nobetler): Bu epilepsi, minor myoklonik
kasilmalarla ve giinde birkag¢ kere 5-10 saniyelik biling kaybiyla kendini gosteren, yasa
ve beynin gelisim asamalarina bagli olan bir epilepsi tiiriidiir. Nobet esnasinda basin
geriye diismesi, goz kiireleri ileri hereket etmesi gibi semptomlar goriiliir. Biling kayb1

gecicidir ve EEG diken dalga aktivitesi gosterir®™* (Sekil 3).

] 100 uv
Grand mal
VY 2=
Petit mal
VWA AV
Psychomotor
© Elsevier. Guyton & Hall: Textbook of Medical Physiology 11e - www.studentconsult.com|

Sekil 3. Epilepsinin birkag formunda EEG anomalileri A) Grand mal ndbet; B) Petit mal nobet; C)

Karmasik fokal nobetler (psikomotor epilepsi)®

2.2.4. Antiepileptik Ilaclar

Epilepsi 19. yiizyi1ldan 6nce, Kutsal Hastalik olarak nitelendiriliyor ve dogaiistii
giiclerle tedavi edilebilcegine inamiliyordu” Ancak sonraki yillarda epilepsiye karsi
cesitli antiepileptik ilaglar geli§tirilmi$tir25.

Uzun yillardan beri epilepsi hastalarini tedavi etmede kullanilan antiepileptik
ilaglarin zaman ic¢inde yan etki profilleri ve ilaglar arasindaki etkilesimi daha iyi
anlasilmis ve etkileri tanimlanmistir. Otuz yil once, geleneksel antiepileptik ajanlar
kadar etkili ancak daha az yan etkiye sahip yeni nesil antiepileptik ilaglar piyasaya
cikmustir®®? (Tablo 1).
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Antiepileptik ilaglardan biri olan sodyum fenitoin ilk olarak 1937'de epileptik
nobetlerin tedavisinde kullanilmistir ve giinlimiizde bir¢ok epileptik ndbet i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu ilacin etkilerinin ve yan etkilerinin ndronal temeli iyi
anlagilmistir. Yan etkileri arasinda vestibiiloserebellar ve zihinsel diizensizlik, alerjik
reaksiyonlar, polindropatiler, kemik iligi depresyonu, diseti hiperplazisi ve folik asit

emiliminde azalma yer alir’®,

2.2.4.1. Antiepileptik ilaclarin Farmakokinetigi

Antiepileptik ilaglarin serum lipid seviyeleri iizerindeki etkisini arastiran birgok
calisma vardir®®. Antiepileptik ilaglar karacigerde p450 enzim sistemini indiikleyerek
hiperlipidemiye neden olabilir ve bu da bir hastay: ateroskleroza yatkin hale getirebilir.
Antiepileptik ilaglarin uzun siireli kullanimi, ¢esitli olumsuz metabolik ve endokrin
etkilere neden olabilir. Antiepileptik ilaglar ayrica bazi vitamin ve minerallerin
seviyelerini de etkiler. Uzun siireli antiepileptik ilag kullanimi, epilepsi hastalarinin
yaklagik yarisinda folat diizeylerini diisiirerek folat eksikligi riskini artirir®’.

Yapilan ¢aligmalarda antiepileptik ila¢ kullanan gebe kadinlarda lamotrijin ve
levetirasetam hari¢ diger ilaglarin klirenslerinde 6nemli degisik gézlenmemistirzg.

Antiepileptik ilaclarin incelendigi bir ¢alismada, valproik asit ve karbamazepin,
levetirasetam ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda karaciger enzimlerinde goze

carpan bir artisa sebep olmadiklar1 gézlemlenmistir. Tiroid hormonu ve HDL’de de bir

etkileri gérﬁlmemi$tir27.

2.2.4.2. Antiepileptik Ilaclarin Kemik Yapisina Etkileri

Antiepileptik ilaclarin  kemiklerin yapisin1  etkiledigine dair caligsmalar
yapilmistir. Bir ¢alismada karaciger enzimini indiikleyen antiepileptik 1ilaclarin,
indiiklemeyen ilaglara goére kemik yapisim ve kiriklarnt daha ¢ok etkiledigi
gozlemlenmistir. Valproik asit, karbamazepin, okskarbamazepin ve fenitoinin doza
bagl bir sekilde yapiy1 etkiledigi 6ne siiriilmiistiir™.

Yapilan bir ¢alismada (2018) yetiskin hastalarda, lamotrijin ve levetirasetamin
monoterapi ve politerapi olarak kemik dongiisiiniin ve kemik mineral yogunlugunun
biyokimyasal belirtecleri tizerindeki etkisini belirlemiglerdir. Calisma 4 gruba ayrilmas,

iki gruba lamotrijin veya levetirasetam, diger iki gruba valproat + lamotrijin veya
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valproik asit + levetirasetam uygulanmistir. Sonugta levetirasetamin monoterapi veya
politerapi olarak uygulandiginda kemik tizerinde zararh etkileri goriiliirken, lamotrijinde
bu etki gézlenmemistir3l.

Yapilan bagka bir ¢aligmada karbamazepin ve valproik asitte kemik mineral
dansisitesinde diisiis gozlenirken, yeterli c¢alisma bulunmayan levetirasetam,
okarbamazepin, topiramat, fenitoin, fenobarbitalde ise kemik mineral yogunlugunda
(BMD) diisiis gézlenmemistir32.

El-Haggar ve ark. (2018) tarafindan yaymlanan calismada lamotrijin ve
levetirasetamin kemik dansisitesi lizerine etkisi incelenmistir. Levetirasetam alan
epilepsili hastalarda kemik olusum siireglerinde yer alan serum alkalin fosfataz ve
serum osteokalsin diizeylerinde diisiis gozlenirken, kemik erimesinde rol alan idrar
dioksipiridinolin diizeyinde artis gdzlenmistir. Lamotrijinde bu etkiler gézlenmemistir3l.

Bir olgu sunumunda gebe bir kadinin levetirasetam kullanimina bagli serum

alkalen fosfataz diizeyinin yiikseldigi goriilmiistir®,

12



Tablo 2. Antiepileptik ilaglarin Endikasyonlari ve Yan Etkileri®*

Antiepileptik Tlaglar

Endikasyonlari

Yan Etkileri

Fenitoin ve fosfenitoin

Jeneralize  nobetler, parsiyel
ndbetler, status epilepticus

Nistagmus, diplopi  ve  ataksi,
geveleyerek konugma, bulanik gorme,
mental konflizyon, hirsutizm, gingival

hiperplazi
Valproik Asit Parsiyel nobetler ve jeneralize | Gastrointestinal bozukluk ve  sag
nobetler (tonik-klonik ile birlikte | dokiilmesi
olan absens ndbetler), myoklinik | Kilo alma, sedasyon, ataksi ve yiiksek
epilepsi dozlarda ince tremor
Bipolar afektif bozukluk, migren | Fetal malfarmosyon: Spina bfida,
profilaksisi orofasial ve kardiyovaskiiler anomaliler
Karbamazepin ve | Parsiyel nobetler ve jeneralize | Diplopi ve ataksi, gastrointetibnal
Oksarbamazepin ndbetler, Trigeminal nevralji, | bozukluk. Yiiksek dozlarda sedasyon
bipolar afektif bozukluk
Etostiksimid Absans  nobetin  tedavisinde | Gastrointestinal bozukluk, yorgunluk,

valproik asitten daha etkili

bas donmesi

Benzodiazepinler
(Diazepam, lorazepam,
klonazepam ve
klorezapat)

Diazepam ve lorazepam status

epilepticusun kisa stireli
tedavisinde
Klonazepam absens nobetler;
klorazepat kompleks parsiyel
(psikomotor) nobetlerin
tedavisinde

Sedasyon

YENI NESIiL ANTIEPILEPTIKLER |

Lamotrijin

Parsiyel nobetlerde (monoterapi),
absens  ndbetler, myoklinik
nébetler, Lennox-Gastaut
sendromu

Bas agrisi, ataksi, bag donmesi, nadiren
cocuklarda alerjik reaksiyonlar

Gabapentin

Parsiyel ve jeneralize ndbetler,
postherpetik nevralji, diyabetik
periferik noropati

Bas donmesi, ataksi, tremor,

Pregabalin

Ek tedavi olarak parsiyel
epilepsi, fibromiyalji,
postherpetik nevralji, diyabetik
periferik noropati

Bas donmesi, agiz kurulugu, bulanik
gorme, kilo alimi

Topiramat

Migren tipi bas agrisi, Lennox-
Gastaut sendromu, Parsiyel ve
jeneralize tonik klonik
monoterapi  veya  politerapi
olarak

Yorgunluk, sinirlilik, haiza bozuklugu

Tiagabin

Ek tedavi olarak parsiyel epilepsi

Bas donmesi

Levetirasetam

Parsiyel ve Jeneralize tonik-
klonik ve miyoklonik ndbetlerde
ek tedavi

Bag Donmesi

Lakosamid Parsiyel nobetlerde kombine | Diplopi, bas donmesi, gastrointestinal
tedavi bozukluklar, bag agrisi

Ezogabin Parsiyel nobetlerde kombine | Bulanik gdérme, konfiizyon ve mesane
tedavi disfonksiyon

Rufinamid Lennox-Gastaut sendromu, Kusma, diyare, sedasyon
fenitoin ~ ve  karbamazepine
benzer etki

Felbamat Aplastik anemi, karaciger yetmezligi ile

siddetli hepatit
Zonisamide Uyusukluk, konfiizyon, kizariklik
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2.2.5. Gebelikte Antiepileptik Ila¢ Kullanimi ve Etkileri

2.2.5.1. Deney Hayvanlarinda Yapilan Calismalar

Zebrabaliklarinda yapilan bir ¢aligmada antiepileptik ilaglarin teratojenik ve
antikonviilzan etkileri birlikte incelenmistir. Buna goére fenitoin ve lamotrijinin
terotejenik etkisinin az oldugu ve antikonviilsan etkisinin oldugu gorilmiistiir™.

Baz1 antiepileptik ilaclarin teratojenik indekslerini karsilastirmak igin zebra
baliklarinda yapilan bir c¢aligmada valproik asidin teratojenik indeksi en yliksek
bulunurken, etoksiiksimid ve levetirasetamin en diisiik oldugu bulunmustur®.

Hamile albino sicanlarla yapilan bir ¢alismada, levetirasetamin karaciger ve
bobrek iizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Sonucta siganlarin karaciger ve
bobreklerinde zararli etkilere neden oldugu bulunmustur. Kullanilmas: gereken
durumlarda karaciger ve bdbrek fonksiyonlarinin siirekli olarak degerlendirilmesi ve
levetirasetam toksisitesinin mekanizmasini agikliga kavusturmak i¢in daha fazla
arastirma yapilmasi 6nerilmistir®,

Farkli dozlarda levetirasetam verilen gebe ratlarda yapilan bir ¢aligmada (2010),
anomali olusumu, motor ve kognitif fonksiyonlar incelenmistir. Kontrol grubuyla
karsilagtirilan levetirasetam gruplarinda lokomotor aktivite, bilissel ya da fiziksel
gelisimde Gnemli 6lgiide bir degisiklik gozlenmemistir™.

Antiepileptik ilaglardan biri olan fenitoinin teratojenik etkisini inceleyen bir
calismada (2009), tavuk embriyolariyla ndral tiip defektlerinin gelisimi izlenmistir.
Terapotik ve diisiik dozlarda teratojen bir etki gostermeyen fenitoin, yiiksek dozlarda
embriyolarda noral tiip defekt olusturmustur?®,

Bu deneysel caligmada, yeni nesil antiepileptik ilag levetirasetam ile standart
antiepileptik ila¢ valproik asit, 360 fertil White-Leghorn tavuk yumurtasinda (gebe
kalmanin 0. giinli) embriyonik gelisim incelenerek teratojenite acisindan karsilastirildi.
Sonug¢ olarak levetirasetamin ciddi gelisimsel anomalilere neden olabilecegini ve
muhtemelen hamile kadinlarda kullaniminin giivenli olmadigi sonucuna varilmistir.
Beklendigi gibi valproik asit, levetirasetama gore daha sik gelisimsel anormalliklere
neden olmus ve her iki ila¢ kombinasyon halinde uygulandiginda risk daha da
arttigindan,  levetirasetam epilepsili gebelerde dikkatli kullanilmalidir sonucuna

varilmstir’.
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Calismada amag¢ (2012) levetirasetamin civciv embriyosu icin 50 mg/kg
dozundaki terapotik araliginda, makroskobik morfolojide noéral tiipiin kapanmasini
etkileyip etkilemedigini ve levetirasetam uygulanan embriyolarda histolojik diizeyde
noroglial zararl etkilerinin olup olmadigimi saptamaktir. Arastiricilar ¢alismalarinda
mikrosefalik fetiislerdeki noral tiip kapanmasindaki gecikmenin morfolojik,
biyokimyasal ve fonksiyonel gelisimi bozdugunu bulmustur®.

Ozgiiral ve ark. (2015) 160 fertil nonpatojenik siiper Nick cinsi yumurta ile bir
deney panlamistir. Gruplar 24 saatlik inkiibasyon sonrasi her birinde 40 yumurta olacak
sekilde olusturuldu. Levetirasetam, sublastodermik olarak uygulandi. Yumurtalar 24
saat daha inkiibe edildi. Tiim yumurtalar 48. saatte agilarak, embriyolar morfolojik ve
histopatolojik olarak degerlendirildi. Etkisini daha ¢ok kalsiyum iyonu iizerinden
gosteren levetirasetam, doz bagimli olarak embriyolarda orta hat kapanma kusurlarina
neden olmaktadir. Yapilacak daha ileri c¢alismalarla, embriyonik hasarlanmanin
mekanizmas1 ile genetik ve cevresel etmenlere bagli teratojen etkiler arasindaki

mekanizmalari ortaya koymak gerekmektedir™®.

2.2.5.2. insanlarda Gebelik Déneminde Yapilan Calismalar

Epilepsi tedavisi goren gebe kadinlarda dogumsal anomaliyle ilgili ilk rapor
1960’11 yillarda verilmigtir>>".

1993 yilinda yayinlanan derlemede normal dogumlarda fetal anomalilerin
goriilme oraninin %3 oldugu, antiepileptik ila¢ kullanan gebelerde ise bu oranin iki kat
arttig1 belirtilmistir. Ayn1 derlemede epilepsi tedavisi goren erkeklerin ¢ocuklarinda
anomalilerin biraz artabilecegi ile ilgili bazi raporlarin da oldugu ileri siiriilmustiir.
Diisiikle 1lgili antiepileptik ilaclarin bir iligkisi gésterilememistir37.

Epilepsi, dogurganlik cagindaki yaklasik bir milyondan fazla kadimi etkileyen
yaygin ve siirekli bir hastaliktir. Gebe kadinlarda epilepsi prevalansinin %0,3-0,5 (2019)
oldugu tahmin edilmektedir®.

Gebelerde erken evrelerde kullanilan  antiepileptik  ilaglar  fetiiste
malformasyonlara sebep olmaktadir. Bu ilaglardan fenitoinin teratojen etkisi tam olarak
bilinmemekle beraber, gebelerde kullanimi risklidir. Konjenital malformasyonlarin
kromozomal anomaliler veya genlerdeki herhangi bir bozulmadan dolay1 olustugu

diisiiniilse de, ¢evresel etmenler de biiyiik rol oynamaktadlrzg.
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Antiepileptik ilaglara bagh ilk dogum defekti 1960 yilinda rapor edilmistir.
Yapilan sonraki ¢alismalarda antiepileptik ilaglarin konjenital malformasyon olusumunu
2-3 kat arttirdigi gozlenmistir. Bununla beraber ilacin dozu arttirildiginda ya da
politerapi tedavisi uygulandiginda malformasyon riskinin daha da arttig1 belirtilmistir.
Cesitli hayvan ve insan ¢alismalarinda malformasyonlara ek olarak (Orn. Rahim igi
valproata maruz kalma ile yaklasik % 1.5 noral tiip defekti riski), antiepileptik ilaclarin
kognitif bozuklukla sonuglanan davranigsal problemler de sebep olabilecegi endisesi
dile getirilmigtir* .

Son yillarda, biiyiik 6l¢iide ¢ogul gebelik kayitlarina dayanan antiepileptik ilag
kullanimiyla olusan anomaliler ile ilgili bilgilerde belirgin bir artis olmustur®.

Tonik-klonik nobetler igin epilepsili anne adaylarinin aldiklari antiepileptik ilag
fetiis tizerinde ciddi zararlara ve teratojenik etkilere neden olabilmektedir®.
Karbamazepin, gabapentin, lamotrijin, levetirasetam ve topiramat gibi antiepileptik
ilaglar genellikle gebelik sirasinda jeneralize tonik-klonik ndbetlerden kaginmak igin
kullanilir. Genel popiilasyonla karsilastirildiginda, in-utero antiepileptik ilaglara maruz
kalan ¢ocuklarda major malformasyonlar oraninda 2-3 kat artis bulunmustur. Major
malformasyonlar, organ olusumu sirasinda olusan ve islevetirasetam bozukluguna veya
Oliime yol agabilen yapisal bozukluklardir. En sik goriilen malformasyonlar arasinda
noral tiip defektleri, konjenital kalp hastaligi, orofasiyal yariklar, intestinal atrezi ve
tirogenital defektler yer almaktadir. Bu nedenle gebelik sirasinda antiepileptik ilaglarin
recete edilmesinin olumsuz etkileri, antiepileptik ilaglarin embriyonik hiicrelerdeki sito-
veya genotoksisite mekanizmasinin incelenmesini gerekli kilmaktadir*.

Yapilan bir klinik ¢alismada uzun salimli formiilasyonla levetirasetametirasetam
alan gebe kadinin epilepsi ataklar1 ve ne kadar doz kullanilmasi gerektigi izlenmistir.
Advers etkiler ve major konjenital anomaliler ne kadar azalmis olsa da, ataklara karsi
verilen dozun yetersiz oldugu diistiniilmiistiir*.

Meador ve ark (2008)’nin yayinladii makalede antiepileptik ilaglarin
olusturdugu konjenital malformasyonlar karsilastirildigi ve politerapi uygulanan
gebelerde monoterapiye gore anomalilerde artis gozlendigini belirtmislerdir. Gebelerde
konjenital anomalilerin goriiliis siklig1 karsilastirildiginda valproik asitte ve fenitoinde
fazla goriiliirken; lamotrijin, fenobarbital ve karbamazepinde daha az goriilmiistiir*®,

Gebelik sirasinda levetirasetam kullanan gebe kadinlarin bebeklerinde kognitif
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gelisme  geriligi  gozlenmemistir, bundan dolay1 levetirasetamin  gebelikte
kullanilabilecek bir ilag oldugu 6nerilmistir43.

Bir calismada epilepsi hastas1 olan gebelerde ila¢ tedavisi alan ve almayan
bireyler degerlendirilmistir. Fetal malformasyonlara bakildiginda ilag kullanan
(6zellikle valproik asit ve topiramat) ve kullanmayan gebelerde degerler birbirine yakin
cikmistir. Ama nobet kontrolii agisindan ilag¢ kullanilmasi yararl olacaktir*.

Yayinlanan gozlemsel bir arastirmada (2009), 2004 yilindan beri valproik asit,
karbamazepin ve fenitoininin gebelerde recetelendirilmesi azalirken, levetirasetamin
arttigr goriilmiistiir. monotropi olarak lamotrijin ve levetirasetamin kullanilmasi
yayginlasmistir®®,

Yapilan ¢aligmalarda monoterapétik olarak kullanilan levetirasetamin gebelerde
major konjenital riski % 0.7°’den disiik oldugu gdzlenmistir, politerapi olarak
kullanildiginda ise bu riskin yiikseldigi gézlenmistir45.

Epilepsi ve gebelerde lamotrijin, levetirasetam, karbamazepin ve
okskarbamazepinin major konjenital risikinin diisiik oldugunu, topiramat ve zonisamitte

ise kayit olmadigi i¢in kesin bir sey séylenmemistir45.

2.2.6. Antiepileptik Ilaclarin Yan Etkisini Azaltmada Folik Asit, B12

Vitaminin Kullanimim

Merkezi sinir sistemi aginin normal calisabilmesi icin folik asit gerekli bir
koenzimdir. Arastiricilara gore antiepileptik ilag alan hastalarda serum folik asit
seviyesinin diistiigiinii ve malformasyon riskinin artti§ini ileri silirmiistiir. Benzer
sekilde, 1990 yilinda folat eksikligi spina bifida, catallanmig beyin ve anensefali gibi
noral tiip defektlerinin bir nedeni olarak tanimlanmigtir. Karbamazepin, gabapentin,
lamotrijin, levetirasetam ve topiramatin fetiis {izerindeki klinik etkileri farkl
calismalarda arastirilmistir, ancak bunlarin gebelik sirasinda fetiisiin embriyonik
hiicrelerinde malformasyonlara ve teratojenik etkilere neden olma mekanizmalarina dair
kanit bulunamamugtir™.

Uzun siireli antiepileptik ilag uygulamasi, serum B12 vitaminin ve folik asit
diizeylerinin diigmesine sebep olur*®™?’.
Bu nedenle, noral tiip defekti riskini azaltabilen folik asit takviyesi, dogurganlik

cagindaki tiim kadinlar i¢in gereklidir40’47.
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Folik asit, hidroksimetil ve formil gruplarin bir tastyicisidir ve DNA olusumu
icin gerekli olan pilirin ve timin sentezinde yer alir. Homosisteinin metiyonine
donilisiimii, metionin sentetaz enzimini gerektirir ve metil dondrii olarak
metiltetrahidrofolat1 ve kofaktdr olarak B12 vitaminini kullanir. Folik asit, hiicresel
bliylimeyi ve kirmizi kan hiicrelerinin olgunlagsmasinmi destekler ve folik asit eksikligi,
azalmus biiyiime ve megaloblastik anemi ile iligkilidir*’.

Uzun siireli antiepileptik ilag kullaniminin (2008) folik asit ve B12
vitaminlerinin serumdaki konsantrasyonunu etkiledigi gozlenmistir. Uzun siireli
okskarbamazepin, karbamazepin, valproat kullanan epilepsi hastalarinda homosistein
seviyesi ylikselmekte, B12 ve folik asit seviyesi diislis gostermektedir. Bundan dolay1

hastalarda bu ii¢ parametre takip edilmelidir®,

2.3. Epilepsi Tedavisinde Kullanilan Levetirasetam

2.3.1. Etki Mekanizmasi

Ikinci nesil bir antiepileptik ilag olan levetirasetamin sinaptik vezikiil 2A’y1
(SV2A) bagladig1 bilinmektedir ve SV2A'y1 devre dis1 birakan fareler dogumdan hemen
sonra nobetler gecirir ve genellikle ii¢ hafta iginde oliir. Fepi tavugu yetiskinlige kadar
hayatta kalir ve levetirasetametirasetam'a yanit verir, bu da bu hayvanlarda SV2A'nin
diisiik seviyeli ifadesinin hayatta kalmaya izin vermek icin yeterli oldugunu, ancak
nébetlere karsi koruma saglamadigini diisiindiiriir®.

Antiepileptik ilaglar, GABAA iletiminin kolaylastirarak, sodyum kanallarini
inhibe ederek veya disiik voltajli kalsiyum akimlarimi modiile ederek epileptik
nébetlerin olusumuna engel olurlar®®. ikinici nesil antiepileptik ilaglardan biri olan
levetirasetamimn  bu mekanizmalarla etkisini  gostermedigini  farkli  yolaklarla

8

konviilzanlar1 inhibe ettigi ileri stirilmiistiir®®. Bununla birlikte kesin bir yargiya

varilamamus ve daha fazla calisma yapilmasi gerektigi belirtilmistir'®>°.

Lukyanetz ve ark(2002) levetirasetamin etkisini CA1 hipokampal néronlarda
bulunan N tipt Ca kanallarini inhibe ederek gosterdigini savunmuslardir.
Levetirasetamin segici olarak bu kanallara baglandigin1 ve bu bilgiler dogrultusunda
levetirasetama duyarli N tipi bir kanalin oldugu diisiiniilmiistiir®.

Bunun yani sira farkli ¢aligmalarda levetirasetamin etki mekanizmanin SV2A

olusturdugu distintilmiistiir. SV2A, beyinde her yerde eksprese edilen sinaptik

18



vezikiillerin bir transmembran proteinidir. Sinaptik vezikiil glikoproteinleri 2 (SV2),
noronlarin ve endokrin hiicrelerin salgi vezikiillerinde bulunan bir protein ailesini
olusturan keratan siilfat proteoglikanlardlrso.

Portela ve ark (2000) SV2A’nin antral mukoza iizerinde bulundugu ifade
etmislerdir’’. Harada ve ark (2013)’nin  yaptg1 calismada antral mukoza iizerinde
bulunan SV2A’nin Ca®" ile indiiklenen ekzositozun levetirasetamla beraber azaldigin
gbstermislerdirSz.

Lynch ve ark (2004) Ilevetirasetamin SV2A’ya spesifik baglandigin
belirtmislerdir®.

Isiga duyarh refleks epilepsi ile tetiklenen nobetler tetikledigi nobetler SV2A'nin
ikinci intronunun (sinaptik vezikiil glikoprotein 2A'y1 kodlayan gen) alic1 bolgesindeki
mutasyon sebebiyle olmaktadir. Bu norolojik bozukluk otozomal resesif bir mutasyon
olarak kalitilmaktadir. Bu mutasyon, anormal bir ekleme splicing)olayina neden olur ve

homozigot tastyicilarda SV2A mRNA seviyesini 6nemli l¢iide azaltir™,

2.3.2. Farmakokinetik Ozellikleri

1999°da yapilan bir calismada intraperitoneal olarak levetirasetam uygulanan
ratlarda levetirasetamin periton boslugunda ve BOS’ta goriilme hizinin yiiksek olmasi
sebebiyle kan beyin bariyerini rahatca gegebildigi sonucuna varilmustir™> >,

Bir calismada (2007) epilepsili olan ve bir¢ok ilagla tedavi géren ¢ocuklarda
levetirasetamin diger ilaglarla iligkisi gdézlenmistir ve levetirasetamin diger ilaglarin
plazma konsantrasyonlar etkilemedigi goriilmiistiir®’.

Yapilan c¢aligmalarda levetirasetamin stereoselektif, geridoniiglii baglandigi
gosterilmistir. Sultiyamla karsilagtirilan levetirasetamin, sican beyninde ndrotoksik
etkisinin az, antikonviilsan etkisinin daha fazla oldugu gézlenmistir58.

Epilepsi icin levetirasetam kullanan ¢ocuklarda yapilan bir arastirmada (2009)
ilacin farmakokinetigi belirlenmis ve kiloya bagli ilacin verilmesi desteklenmistir™.

Levetirasetamin yaklasik olarak %66’s1 bobreklerden metabolize olmadan atilir,
%1’si ise fegesle itrah edilir®.

Levetirasetam karaciger enzimleri tarafindan metabolize edilmemektedir.
Absorpsiyonu hizli ve yiiksek oranda (%95) goriilmektedir. Alindigindan 24 saat sonra

%66 oraninda metabolize olmadan idrarla atilirken, %27 oraninda inaktif metabolitiyle
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atilir. Karaciger enzimleriyle metaboliz edilmemesi ve plazma proteinlerine ¢ok az
(%10) baglanmasindan dolay1 ilag etkilesimi ¢ok diisiik seviyede gérﬁlmektedirGl.
Levetirasetamin plazma proteinlerine baglanma oraninin diisiik olmasindan
(<10) ve karacigerde CYP450 enzimleriyle metabolize edilmemesinden dolay1 diger
ilaglarla etkilesim riskinin diisiik oldugu sonucuna Val'llml$t1r60.
Cocuklarda yapilan bir calismada levetirasetam klerensi, dagilim hacmi, viicut
agirhigr ile iliskisine bakilmis ve higbir farmakokinetik etkilesim gozlenmemesine

ragmen kiloya gore pediatrik dozaj belirlenmesi gerektigi sonucuna varilmistir®.

2.3.3. Endikasyonlar1 ve Kullamm Dozlar:

Levetirasetam, genis spektrumlu bir ndbet dnleyici ajandir ve epilepsi i¢in en sik
recete edilen antiepileptik ilaglardan biridir®. Nootropik bir ilag olarak 1980 yilinda
sentez edilen levetirasetamin epilepsi tedavisinde kullanimi 1999 yilinda FDA
tarafindan onaylanmlst1r43.

Parsiyel epilepside ek tedavi olarak kullanilan levetirasetam, Lennox - Gastaut
sendromunda goriilen jeneralize ve myoklinik nébetlerde kullaniminin olumlu sonuglar
aldig1 belirtilmistir®.

2011 yilinda yayinlanan bir makaleye goére levetirasetam, 4 yas tistii gocuklarda
ve yetiskinlerde sekonder jeneralize ndbetle seyreden parsiyel epilepside, juvenil
myoklonik epilepsi tedavisi goren 12 yas ve {lizeri c¢ocuklarda ve yetiskinlerde
myoklonik ndbetlerde, idiopatik jeneralize goriilen ¢ocuklarda ve primer jeneralize
tonik-klonik goriilen yetigkinlerde ek tedavi olarak kullanilmaktadir®,

Yapilan bir ¢aligmada (2004), levetirasetamin etkisini 1000 — 3000 mg doz
araliginda gosterdigini, refraktor parsiyel epilepside ek tedavi olarak kullanildigi
g('jsterilmistir63. Yukaridaki calismada ek tedavi olarak kullanilan levetirasetam,
topiramat ve levetirasetamin incelendigi bir baska ¢alismada (2007) her ikisinin de hem
jeneralize hem de parsiyel epilepside etkili oldugu savunulmustur®®.

Pirasetamin S enentiomeri olan levetirasetam ile yapilan bir ¢alismada (2005),
parsiyel ve jeneralize olan ya da olmayan ndbetlerin tedavisinde ek olarak 1000-3000
mg doz araliginin, idiopatik jeneralize epilepsi tedavisinde giivenle kullanilabilecegi ve
viicut dokularinda bulunan asetamid grubuna baglanan bir enzimle %24 oraninda

metabolize edilecedi saptanmustir®.

20



Genetigi degistirilmis epileptik siganlarda yapilan bir deneyde (2005),
levetirasetamin kronik olarak kullanilmasinin diken dalga epilepsi ndbetlerinde bir
azalmaya yol actigi ve kullanimi kesildiginde ndbetlerin tekrar goézlendigi
goriilmiistiir®™.

Diyabetik retinopati gelisen farelerde levetirasetamin noéroprotektif etkileri
gézlemlenmistir67. Ayni zamanda intrakraniyal kanamalarda da noroprotektif etkiler
gozlemlenmistir®.

2020 yilinda yayinlanan bir makalede levetirasetamin kullanim dozunun
arttirilabilecegi one siiriilmektedir. Calismada 6000 mg’a cikilmis ve bir tehlike arz
etmedigi gérﬁlmﬁs‘fﬁrﬁg.

2006 yilinda yapilan klinik bir c¢aligjmada aurali migreni olan hastalarda
profilaktik bir etki goriiliigii gozlemlenmistir’®. Migren tedavisi i¢in yapilan ¢alismada
(2021) levetirasetamin migrenin sikligin1 ve siddetini azalttigi goriilmiistiir. Advers
etkilerinin diisiik olmasi ve tolerabiletisinin yliksek olmasi nedeniyle migren agrisi
¢eken gebe kadinlar iginde kullamlabilecegi belirtilmistir™.

Hua-Yen et al (2021) migren hastalifinda antiepileptik ilaglarin yararh
olabilecegi Ongoriisiiyle bir ¢alisma planlamistir. Migren, 4-72 saat siiren orta ila
siddetli tekrarlayan bas agris1 ile karakterizedir. Kortikal hipereksitabilite, migren
baslangicinda ¢ok Snemli bir rol oynayabilir. Bu nedenle levetirasetam gibi antieptik
ilaglar faydali olabilecegi i¢in calismada oral olarak levetirasetam kullanilmistir.
Calismamiz, oral levetirasetamin migren profilaksisi i¢cin umut verici bir terapotik
secenek oldugunu diislindiirmiistiir. Migren tedavisinde kullanilan valproik asit ve
topiramat gibi antiepileptik ilaglarin, teratojenite riskleri nedeniyle hamilelik sirasinda
onerilmemekte, hamile epilepsili kadinlarda levetirasetamin migren tedavisinde gilivenli
olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir'".

Bir caligmada diyabetik retinopatili farelerde levetirasetamin noroprotektif
etkisine bakilmis, levetirasetamin diyabetik retinopatide potansiyel noroprotektif ajan
olabilecegi ve bir anti-inflamatuar roliiniin olabilecegi ileri siiriilmiistir%.

Leo ve arkadaglar1 (2019) WAG/R1j fareleri ile bir caligma yapmistir. WAG/R1j
fareleri epileptogenez, yokluk epilepsisi ve depresif benzeri komorbiditenin
dogrulanmig  bir genetik hayvan modeli olarak kullanilmaktadir.  Cesitli

antiepileptiklerin (etosiiksimit, levetirasetam) antiepileptojenik etkilerinin 5 aydan uzun
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siirmedigi ve bu yiizden tedavinin daha uzun siirmesi gerektigi ileri siiriilmiistiir.
Yapilan ¢alismada WAG/Rij farelerinde daha erken bir miidahalenin (21 giinliikten
once) kalic1 antiepileptojenik etkilere yol agabilecegi ileri siiriilmiistiir. Arastiricilar,
epilepsi gelistirmeye genetik yatkinligin belirlenmesi, epileptogenezi durdurmak igin
Onleyici bir tedavi belirlemek veya bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi ileri
sﬁrﬁlmﬁstﬁr73.

WAG/Ri genetigi degistirilmis bir aylik sicanlarda yapilan c¢aligamada ise
etosiiksimid ve levetirasetam ile tedavi edilen ratlarda antiepileptik etkinin gecici
olabilecegi vurgulanmistir’,

Bir c¢alismada, levetirasetamin sicanlarda deneysel beyin iskemisine karsi
kullanilip kullanilamayacagi, anjiyogenezi artirip artiramayacagi ve in vivo ve in vitro
potansiyel mekanizmalarinin arastirilmasi amaglanmistir. Levetirasetam tedavisinin,
serebral iskemiden sonra anjiyogenezi ve fonksiyonel iyilesmeyi destekledigi
saptanmistir. Ayrica HSP70, VEGF ve HIF-la'nin ekspresyonunu indiiklemesinin yant
sira, anti-inflamatuar ve antiapoptotik aktiviteler aracilik ediyor gibi goriindigi
belirtilmistir. Levetirasetamin serebral iskemi reperfiizyonundan sonra noral korumaya
katk1 saglayabilecegi ve olast mekanizmanin perforin salinimi olabilecegi
belirtilmistir’®.

Toledo ve arkadaslar1 (2022)’de levetirasetam tedavisi goren epilepsili 151
hastada cinsiyet, yas, renal fonksiyon ve ¢oklu ila¢ kullanim etkisini degerlendirmek
lizere arastirma yapmuslardir. Giiclii IEASM (enzim indiikleyen ndbet onleyici ilaglar),
Ozellikle karbamazepin ile birlikte ila¢ kullanimi, levetirasetam C/D (konsantrasyon/doz
orani) oranini onemli 6l¢lide azaltmistir. Klinisyenler yardimci ilact dikkate almamig ve
bu hastalara digerlerine benzer dozlarda levetirasetam vermisler, bu da karbamazepin ile
tedavi edilen hastalarda levetirasetam diizeylerinin %27,5 oraninda daha diisiik
olmasia neden olmustur. Klinisyenlerin ¢alismalarinda levetirasetam ile birlikte ilag
kullanimina iliskin farkindaligin artmasi saglanmlstlr75.

Sicanlarla yapilan bir calismada levetirasetam tedavisinin noronal hiicre
Olimiinii onemli oOlciide oOnledigini, iskemi sonrasi anjiyogenezi ve sinir sistemi
fonksiyonunun iyilesmesini destekledigini gdstermistir. Levetirasetam tarafindan
indiiklenen noroproteksiyon, iskemi tarafindan indiiklenen inflamatuar yanitin
baskilanmasi, VEGF, HIF-la ve HSP70 ekspresyonunun arttirilmasi ve ndronal

apoptozun azaltilmasi dahil olmak iizere ¢esitli mekanizmalari icerebilir’.

22



2.3.4. Advers Etkileri

Epilepsi dahil olmak tizere bir¢gok psikiyatrik hastalikta kullanilan
levetirasetamin bazi olgularda (2009) yan etki olarak psikoz yarattigi gézlenmistir. Bu
calismada iki vakada hastalara gosterdigi belirtilerden dolay1 levetirasetam verilmis ve

verildigi stiregte psikozidik davraniglar gozlendigi kayda gegirilmi@tirm.

2.3.5. Kan Beyin Bariyeri

Ratlarda 2004 yilinda yapilan bir calismada levetirasetamin kan beyin
bariyerinde bulunan Para glikoprotein (P-gp) ve Coklu ila¢ Direnci ile iliskili Protein
(MRP)’lerine baglanma durumlar1 ve levetirasetamin bu iki tasiyiciya da baglanmadigi
sonucuna varilmistir’’.

Uygulamadan sonra levetirasetam hem serumda hem de ekstraseliiler sivida hizli

goriliir, bundan dolay1 da kan beyin bariyerini hizlica gegtigi saptanm1st1r56.
2.4. Xenopus laevis

2.4.1. Xenopus laevis Sistematigi

1803 yilinda Daudin tarafinan verlen isimle ‘Le Crapaud Lisse’’ ve latince Bufo
laevis adin1 vermistir (leavis yumusak demektir). Yapilan taksonomi ¢aligmalarinda bu
kurbaganin ait oldugu ve memelilerinde dahil oldugu tetrapoda iist sinifina ait oldugu ve
pipidae familyasinin bir elemani oldugu bulunmustur. Cografi dagilimi sahranin

giineyinde tiim Afrika’dir’®.
2.4.2. Xenopus laevis Fizyolojisi

2.4.2.1. Xenopus laevislermn Test Hayvam Olarak Onemi

Xenopus laevis yumurtalarinin ve embriyolarini bilyiik olmasi ve biyokimyasal
olarak izlenebilmesi nedeniyle oogenez, fertilizasyonun mayotik ve mitotik hiicre
dongiilerinin ve apoptosizin izlenmesinde ¢okga tercih edilen bir hayvan olmustur7g.

Peki sadece Giiney ve Orta Afrika'da dogal olarak bulunan bir tiir nasil bu kadar

uluslararasi bir 6neme sahip oldu?
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Gelisim biyologlar1 bu soruyu rutin olarak Xenopus'u kullanmak i¢in bir araya

getirilen ana nedenleri listeleyerek yanitlar:

1. Tamamen suda yasayan bir omurgalinin laboratuvarda bakiminin kolayligi;

2. Hastaliga kars1 olagantistii direng

3. Amfibiler arasinda nispeten kisa olan bir yasam dongiisti

4. Mikrocerrahi i¢in uygun ¢ok sayida ve boyutta yumurta;

5.hepsinden 6nemlisi, diger amfibilerin sinirl tireme mevsimlerine kiyasla ticari
hormon preparatlarina yil boyunca lireme tepkisi80

6.Laboratuvarda cansiz yemle beslenebilmesi’®

2.4.2.2. Xenopus laevislerin Temini

C.U Tip fakiiltesi Fizyoloji Anabilim dali 1993 yilinda Amerika ve Cin’den ithal
ettigi soybaslarla ise baslamis, laboratuvara uyum (sicaklik, nem, oksijen miktari,
yasanilan mekan, olas1 hastaliklarin tedavisi v.b) ¢aligmalarindan sonra FETAX (Frog
Embryos Teratogenesis Assay: Xenopus) testine baglamustir. 11k yillar dogal déllenme
ile edde edilen embriyolarla caligma yapilirken,1996 yilindan itibaren g¢alismalrda

invitro fertilizasyonla (IVF)elde edilen embriyolar kullanilmaya baslanmustir’.

2.4.2.3. Xenopus laevisin Kesfi ve Yapilan Cesitli Arastirmalar

Xenopuslarin, amplexus, yumurta dokme ve iribag gelisimi 1894 yilinda
Beddard tarafindan Cap Town’dan elde edilen ve Londra’ya ithal edilen 6 6rnekten
saglanmigtir. 1905 yilinda Bles, Cap Town’da Xenopus laevis resmi adiyla dollenme ve
erken gelisim dénemleriyle ilgili ilk eser verilmistir'®.

1949’da yayinlanan makalede Pollack, Xenopus laevis kurbagalarinin gebelik
testi i¢cin kullanildigini sdylemis ve gebelik siiphesi olan bir kadinin idrar1 kurbagaya
enjekte edildiginde yumurtlama gozleniyorsa hamile oldugu belirtilmistir®.

Yayinlanan bir ¢alismada Xenopus laevis in omurilik, beyin ve optik néronlarin
rejenerasyonunun, memelilerde SSS’nindeki yaralanmalarin tedavisinde uygulanan yeni
yaklagimlar da nasil katki sagladigi tart1§11m15t1r82.

Xenopus laevis insan da kullanilan FSH, hCG ye cevap vermekte olup gebelik

testinden kullanilmaya baslanmasindan sonra giderek yayginlasan bir laboratuar
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hayvani olmaya baslamistir®.

Laboratuarlarda ¢ok kullanilan Xenopus laevis omurgalilarin embriyogenezini
incelemede kullanilan temel bir sistemdir. Omurgalilarda goriilen embriyonik
indiiksiyon Xenopus laevis iizerinde arastirilmakta ve alinan sonuglarda biiyiime
faktorlerinin bu olusumda rol oldugunu gostermektedir. Xenopus laevisten kolayca
embriyo tiretilebilir, omurgalilarda embriyo olusumunun erken sathalarindan itibaren
goriilebilir, transparan bir yapidadir, yumurtalar biiyiliktiir ve fiziksel olarak manipiile

edilebilir®.

2.4.3. FETAX Testi

Gelisimde toksik maddelerin belirlenmesini saglayan FETAX testi hizli bir
testtir.  Ayrica test materyalleri arasindaki yapisal aktiviteyi ve biyoyararlanimi
incelemek i¢in de kullanilabilir.

FETAX’la alinan sonuglar suda yasayan organizmalar i¢in suyun kalitesinin
belirlenmesinde de dnemli rol oynar®.
FETAX testinin baz1 6zellikleri;

1. Hizlidir, 96 saatte deney tamamlanabilir.

2. Yinelenebilir

3. Diger metodlara gore ekonomik olarak daha uygundur

4. Bir erkek ve disi kurbagadan oldukga fazla embriyo elde edilir.

5. Embriyolara verilen teratojenlerin dozu kolaylikla kontrol edilir.

6. 96 saatte yapilan bu testte embriyolarda hareketlenmeler goriiliir. Bu
hareketlenmelerle kaslarin ve sinirlerin islevetirasetamselligi incelenebilir.

7. Bitis noktalarinin taninmasi da kolaydir. Bitis noktalari; mortalite, anatomik
deformiteler, bliylime, ulasilan gelisim agmasi, motilite (davranis) ve pigmentasyondur

8. Dis dollenme oldugu icin embriyolara teratojenlere dogrudan maruz
brakilabilir®.

9. Istenildigi zaman insan hormonlart verilip yumurta elde edilebilir’®.

Cesitli gruplar tarafindan yapilan caligmalarda kisa siireli FETAX testi,

kemirgenlerde elde edilen sonuglarla %89 oraninda uyumlu bulunmustur87.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Ergin Xenopus laevis Barmdirilmasi
Calismada, 6 adet disi, 6 adet erkek wild Xenopus laevis tiirii kurbagadan
elde edilen toplam 720 (600 deney + 120 kontrol) embriyo kullanilmistir.

Sekil 4. A)Ergin erkek Xenopus laevis B)Ergin Disi Xenopus laevis

Xenopus laevisler camdan yapilmig (95x60x40 cm) boyutlarinda
akvaryumlarda barindirilmistir. Akvaryum suyu 3-4 giin agz1 agik kaplarda

dinlendirilmistir.

Sekil 5.Agz1 agik kaplarda dinlendirilmis su

Xenopus laevisler haftada 2 kez tavuk cigeri ile ad libidum beslenmistir ve
akvaryumlar beslenmeden sonra temizlenmistir. Laboratuar sicakligi 23 £2 °C’de

tutulmustur ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik periodu uygulanmastir.
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3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi
Calismada kullanilan kimyasal FETAX soliisyonu i¢inde ¢ozdiirtiilmiistiir.
FETAX Soliisyonu
625 mg NACI
96 mg NaHCO3
30 mg KCI
25 mg CaCl,
60 mg CaS04.2120
75 mg MgSO,
1000 mL deiyonize su (kullanilam kimyasal maddeler Sigma’dan
saglanmustir.
In vitro Fertilizasyon prosediiriinde kullamlan hormonlar:
1. Meriofert 150 IU (Insan menozpozal gonadotropini, FSH)
IBSA, Isvicre
2. Ovitrelle 250 mcg, 0.5 mL; 6500 IU; (koriogonadotropin alfa,
hCG) Merck, Italya
Calisma kimyasalimizz LEVETAM (Levetirasetametam 500
mg/mL) Poliforma ila¢ San., istanbul

Ergin erkek Xenopus laevis i¢in Anestezi maddesi:
Tricain: Ethyl-m-AminoBenzoate methanesulfonate salt Katalog no: 103106,

Firma INC Biomedicals

3.3. FETAX Prosediirii

3.3.1. Embriyo Eldesi

In vitro Fertilizasyon Prosediirii;
a. FETAX 96 + 5 saat siiren bir embriyoteratogeneziz testidir. Xenopus laevis
disisine deney giiniinden 4 giin 6nce 35 IU FSH enjekte edilmistir ve ayr1 kaplara
aktarilmustir.
b. Dort giin sonra ayni disiye 600 IU hCG zerkedilmistir.
c. Gece 18°C’de tutulmustur.
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d. Ertesi sabah ergin Xenopustan sagma yontemi ile yumurta elde edilmistir. Bu
yontemde hayvanin sirt kismina hafif¢e basing uygulanmis ve yumurtalarin petri
kabina dokiilmesi saglanmustir.

e. Erkek Xenopus laevis tricain (Ethyl-m-Amino Benzoate methane sulfonate salt)

anestezi altinda 10 dakika tutularak oldirilmistiir.

Sekil 6.Ergin erkek Xenopus laevis’in tricain anestezisi

f. Testisler disseke edilerek sogutulmus kap igerisindeki tris-fosfat soliisyonuna

konulmustur.

Sekil 7. Disseke Edilen Testis (Tris-Fosfat ¢ozeltisinde)

g. Yumurta sagimi bitince testisler FETAX sollisyonu icinde kiyilmistir ve
yumurta bu sperm siispansiyonu ile dollenmistir.

h. Bu iglem sperm silispansiyonunun damla damla yumurta tizerine gokiilmesi ile
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yapilmistir.
1. 45 saniye sonra lizeri yeterli FETAX soliisyonu ile ortiilmiistiir.
1. Bir saat sonra dollenen yumurtalar mikroskop altinda soyulup yaklasik 5 saat

sonra (8-9. evrelerde, yani ge¢ blastula ve erken gastrula asamalarinda) petri

kutularina aktarilmustir.

Sekil 8. Evre 8-9 agsamasindaki embriyolar

j. Herbiri FETAX soliisyonu i¢inde ¢ozdiiriilmiis levetirasetamin ¢esitli

konsantrasyonlarini (1.2; 12; 24; 48 ng/mL) igeren 50 mL’lik petri kaplarina 20
embriyo olacak sekilde hazirlanmigtir.

k. Petri kaplar ortiilerek 23°C’lik inkiibatoére konulmustur.

/_—_”'—\

Sekil 9.Xenopus laevis embrlyolarmm muhafaza edilidigi inkiibator ( 23 °C +1)
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1. Her 24 saatte sollisyonlar degistirildi, mikroskop altinda embriyolarin evreleri

incelendi ve normal, anormal, 6liim oranlar1 kaydedildi.

A) Yumurta Sec}fmi B) Mikroskop altlda inceleme
Sekil 10.IVF sonras1 boliinme evreleri ve embriyo se¢imi

m. 96 saat sonunda final olarak embriyolarin mikroskop (Olympus SZ61) altinda
boylar1 6lgiiliip, normal anormal embriyolar fotografland.

n. 10’ar embriyo erken gelisim donemindeki gen ekspresyonlarini belirlemek icin
ependorflarin igerisinde Tibbi Biyoloji Anabilim dalina gonderildi.

0. Herbir gruptan 5’er embriyo histopatolojik inceleme i¢in Patoloji Anabilim
dalina gonderildi

0. Geri kalan embriyolar %3’liikk formaldehir i¢inde tespit edildi.

p. Herbir ¢alisma 2 seri halinde diizenlenmis ve 3 kez ayni posediirler uygulanmis
ve c¢alisma sonugta On hazirlik ve deney asamasi olarak toplamda 5 hafta
surmiuistiir.

r. On hazirlik olarak Xenopuslarin tanitilmasi, soliisyon hazirlanmasi1 ve FETAX
testinin nasil yapildiginin 6gretilmesi i¢in Fizyoloji Anabilim Dalinda 2 haftalik

bir kurs diizenlenmistir.
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Sekil 11. IVF Protokolii A) Egin Disinin TutulmamB) njeksi C)Egin Kurbagrala;m Karanlik

Odada Muhafazas1 D) Ergin Disiden Yumurta Dagmasi E) Testis Diseksiyonu F) Testislerin

Kiyilmasi G) Sagilan Yumurtalarin Sperm Siispansiyonu H) Déllenen Yumurtalar

3.4. mRNA Ekspresyonu

3.4.1. RNA izolasyonu

Orneklerden RNA izolasyonu TRIpure Total RNA Extraction Reagent kit
prosediiriine uygun sekilde gerceklestirildi.
1. 30-100 pg ornek tizerine 1 mL TRIpure soliisyonu eklenerek vorteks yapilmis
ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibayona birakilmistir.
2. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyondan sonra ornek tiizerine 200 pL
kloroform eklenmis ve vorteks iizerinde 15 saniye karismasi saglanmis ve oda
sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilmistir.
3. Inkiibasyon sonunda 6rnek +10°C’de 12000 rpm 15 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda ependorfta 3 faz gozlenmis, en lstte saydam olarak goriilen
RNA yeni bir ependorfa aktarilmistir.
4. RNA iizerine esit hacimde isopropanol eklenis, 10 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir.
5. Inkiibasyon sonunda drnek +4°C’de 12000 rpm 10 dakika santrifiij edilmistir.
6. Santrifiij sonrast RNA, pelet halinde ependorf duvarinda goriilmektedir.
7. Sitipernatant uzaklastirilarak RNA peleti tizerine 1 mL %75 Etanol-DEPC su
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eklenmis, birka¢ defa alt iist edilerek yikama gergeklestirilmistir. Daha sonra
+4°C12000 rpm’de 3 dakika santrfifiij edilmistir.

8. Santrifiij sonrasinda supernatant uzaklastirilarak oda sicakliginda 2-3 dakika
kurumaya birakilmistir.

9. Siire sonunda pelet miktarina gore DEPC’li su eklenerek, ornek -80°C derin

dondurucuya kaldirilmastir.

Sekil 12. mRNA Ekspresyon Diizeyi Analizi A)-80 °C’de Bulunan Embriyolar Vorteksle Santrifiij
Edilmesi B) Inkiibasyondan Sonra Kloroform Eklenmesi C) Kloroform Eklenmesiyle Olusan
Gortiniim D) Klorform Vorteksle Santrifiij Edilmesi E) Fazlarin Ayrilmasi F) Santrifiij Sonrasi
RNA Elde Edilmesi

3.4.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

[zole edilen RNA’larin abm’si OneScript® cDNA Synthesis Kit’i
kullanilarak RNA’dan kantitatif RT-PZR i¢in standart prosediir uygulanarak
cDNA sentezi yapildt.

Revers transkripsiyon (RT) kit bilesenleri buz iizerinde ¢ozdiiriildiikten

sonra RT master mixi yine buz iizerinde hazirlandu.
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Tablo 3. cDNA revers reaksiyonun hazirlanmasi

RT Master Mix Kullanilan miktar

5X RT Buffer 4.0 uL

Dntp 1.0 uL

Primer 1.0 uL

OneScript® Plus RTase 1.0 uL

Total RNA 0.5 pg

Niikleaz Icermeyen Su 20 uL tamamlanacak sekilde

Tablo 4. RT-PCR Analizinde Sicaklik ve Zaman Ayar1

1. Asama 2. Asama 3. Asama
Sicaklik 25°C 55°C 85 °C
Zaman 10 dakika 15 dakika 5 dakika

3.4.3. Real Time PCR

flgili genlerin mRNA ekspresyonlarmin belirlenmesi igin, Bio Rad DX

Real-Time Systems cihazinda EnTurbo SYBER Green PCR SuperMix Kkiti
kullanilmustir.
Tablo 5. Real-Time PCR ig¢in kullanilacak primerlerin ¢izelgesi
Gen Primer Dizisi
GAPDH F:5'-GCTCCTCTCGCAAAGGTCAT-3'
R:5'-GGGCCATCCACTGTCTTCTG-3'
PAX6 F: 5-GGAATTACACAGTCCCTGGG-3’
R: 5'-CCGAGAAATGTCGCAGGG-3
HSP70 F:5’-CATTGACCTCGGCACTACCT-3’
R:5’-CGATCAGTCTCTTGGCATCA-3’
ESR1 F:5-ACCCAAATGAAACTGCTTAACCA-3’
R:5-GGAGTCAGAGACACTGGGAATATATG-3'
MYF5 F:5-CAACTCCACTGAGCATCTTTCTAAG-3’
R:5-CGTCTTCATCCGATTCTTCAAGGTC-3’
BMP4 F:5'-CCTCAGCAGCATTCCA-3’

R: 5-TCCGGTGGAAACCCTCATCC-3’
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Real Time PCR karistmi Tablo 5‘teki gibi hazirlanmistir. Bio Rad DX
Real-Time Systems Real time- PCR cihazinda program Tablo 5’teki gibi

ayarlanmugtir.

Tablo 6. Real Time RT-PCR reaksiyonunun bilesenleri ve miktarlart

PCR Reaksiyon karigim bilegenleri 1X (20 pul)
RealQ Plus 2x Master Mix 10 pl
Primer F 0.4 ul
Primer R 0.4 ul
cDNA 06rnegi 2.0 ul
RNAaz- icermeyen su 7.2 ul

Tablo 7. Bio Rad DX Real-time System as real-time RT-PCR i¢in kullanilan 1s1 dongiisii

Is1 Dongiisii Kosullari
Asama Sicaklik (°C) Zaman (dd: ss)
Hold 95 00:30
Dongii (40 Dongii) 95 00:05

60 00:30

72 00:30

3.5. Histopatolojik Analiz
Xenopus leavis embriyosu ile tespit ve takip islemi sonrasinda, parafin bloklar
olusturuldu. Parafin bloklardan hazirlanan histolojik kesitler, hematoksilen eozin (H&E)

boyasi ile boyanip 151k mikroskopunda degerlendirildi (x40,x100 biiyiitme).

3.6. Veri Analizi

3.6.1. RT-PCR Veri Analizi

Gruplararas1 ¢oklu karsilastirma i¢in Dunnet testi (kontrole gore karsilastirma)
ve Tukey testi yapildi. Normal dagilmayan verilerin karsilastirmasi1 Kruskal Wallis,
gruplar aras1 ise Benferroni diizeltmeli Mann -Whitney U testi kullanildi. Sonuglar
%095’lik giiven araliginda, anlamlilik ise p<0.05 olarak degerlendirildi. Veriler SPSS
16.0 programi ile yapildi. Ortalama ve standart hata olarak analiz edildi. RT-PCR

genleri 3 kez tekrarlanmasi tiim grafikler sigma plot 10.0 programi kullanilarak yazildi.
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3.6.2. Normal Anormal Oliim Oranlari ile Boy Uzunlugu Analizi

Veri analizi IBM SPSS 20.0 yazilim paketi (2010) kullanildi. Gruplar arasindaki
farklar1 kargilastirmak i¢in tek yonli ANOVA testi yapildi. Coklu karsilastirmalarda varyans
homojenligi Tamhane testi ile kontrol edildi. Normal, anormal ve 6lii yilizdelerini karsilagtirmak
icin Ki-kare testi uygulandi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi tiim testlerde p < 0.05 olarak

belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Xenopus laevis Embriyolarinin Normal Anormal Oliim Oranlar

Tablo 8. FETAX Testi ile Levetirasetam Uygulanan Gruplarda Normal Anormal ve Oliim Oranlari

(p<0.01)
Konsantrasyon Normal (%) Anormal (%) Oliim (%) N p
Kontrol 119 (%99.2) 1 (%0.8) 0 (%0) 120 (%100) Ref
1.2 pg/mL 119 (%99.2) 1 (%0.8) 0 (%0) 120 (%100) 1
12 pg/mL 119 (%99.2) 1 (%0.8) 0 (%0) 120 (%100) 1
24 pg/mL 115 (%95.8) 1 (%0.8) 4 (%3.3) 120 (%100) 1
48 pg/mL 115 (%95.8) 3 (%2.5) 2 (%1.7) 120 (%100) 0.368

Sekil 13. Levetirasetam Uygulanan Xenopus laevis Embriyolarinda Gézlenen Anomaliler A) Kontrol B)
1.2 pg/mL Levetirasetam Uygulanan Embriyo C) 12 pg/mL Levetirasetam Uygulanan
Embriyo D) 24 pg/mL Levetirasetam Uygulanan Embriyo E) 48 pg/mL Levetirasetam
Uygulanan Embriyo, a: Hipopigmentasyon b: Kirik Kuyruk, ¢: Odem, d: Mikrosefali, e: Biil
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Calismada levetirasetam uygulanan embriyolarda gbéze c¢arpan her
konsantrasyonda embriyolardaki hipopigmentasyondu. Ayrica kirik kuyruk, o6dem,
mikrosefali az da olsa gozlenmistir.

Xenopus laevis embriyolar1 levetirasetamin ¢esitli konsantrasyonlarina maruz
birakildiginda 1.2 pg/mL’de normal anormal 6liim oranlari sirasiyla (%); 99.2, 0.8, 0 ;
12 pg/mL’de 99.2, 0.8, 0 ; 24 pg/mL 95.8, 0.8 ,3.3 ; 48 pg/mL ise 95.8, 2.5, 1.7 olarak
saptanmistir. Kontrol grubunda ise 1.2 ve 12 g/mL oldugu gibi 99.2, 0.8, 0 olarak
saptanmistir (Tablo 8, Sekil 13). Tablo 8’ye gore levetirasetamin teratojenik etkinligi
doza bagh olarak 24 pg/mlL’dan itibaren bagslamistir. Levetirasetamin kullanilan
konsantrasyonlar1 ile kontrol grubu arasinda normal, anormal, 6liim oranlarinda

istatistiksel anlamlilik bulunmamastir.

4.2. Xenopus laevis embriyolarinin Boy Uzunluklarimin Degerlendirilmesi

W L1 1 |
N T ]

T | T T
0 1.2 12 24 48

Konsantrasyon(mikrogram/mL)

Sekil 14. Xenopus laevis embriyolarinin boy uzunluklarinin kargilagtirilmasi
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Yapilan FETAX testinde 96 saat sonunda mikroskop altinda boylar1 6lciilen
embriyolarda kontrole gore aralarinda anlamli farklilik bulunamamistir. Kontrol ve
deney grubu 1.2, 12, 24, 48 pg/mL konsantrasyonlarina maruz birakilan embriyolarda
mikroskop altinda olgiilen uzunluklar analiz edildigi zaman gerek kontrolle deney
gruplar1 arasinda gerekse de deney gruplarinin kendi aralarinda karsilastirilmasinda

istatiksel olarak anlamlilik bulunamamustir (Sekil 14, Tablo 9).

Tablo 9. Levetirasetamin Cesitli Konsantrasyonlara Maruz Birakilan Embriyolarda Boy Uzunlugu

ve %95’lik Giivenirlik Aralig

Boy uzunlugu + SD %95 p
Giivenilirlik

Aralig

Min — Max

Kontrol 10.867 £ 1.3391 10.625 - Ref
11.109

1.2 pg/mL 10.833 +£1.2843 10.600 - 1
11.065

12 pg/mL 10.753 + 1.2997 10518 - 1
10.987

24 pg/mL 10.794 + 1.2757 10560 - 1
11.029

48 pg/mL 10.925 + 1.3577 10676 - 1
11.173

Xenopus laevis embriyolarinin uzunluklarinin standart deviasyonu ve %95

giivenilirlik aralig1 (p>0.005)

Yapilan istatiksel analize gore kontrol ile deney gruplari arasinda farklilik

gdzlenmemistir.
4.3. Histopatolojik Inceleme

FETAX testiyle cesitli levetirasetam konsantrasyonlarina maruz birakilan

Xenopus laevis embriyosunda kontrol (Sekil 15), 12 pg/mL levetirasetam uygulanan
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deney grubu (Sekil 16) ve 24 pg/mL levetirasetam uygulanan deney grubunda (Sekil
17) embriyolarin dorsal kisminda beliren melanoforlar degerlendirilmistir. Buna gore
makroskopik degerlendirmede herhangi bir patolojik bulgu saptanmayan Xenopus laevis

embriyosu, kontrol embriyonun dorsal kisminda goriilen normal pigmentasyonun deney

gruplarinda azaldig1 gézlenmistir.

Sekil 15. . Levetirasetam Uygulanan Deneylerde Kullanilan Kontrol Embriyosu (okla gosterilen siyah

noktalar pigmentasyondur)
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Sekil 16. 12 pg/mL Levetirasetam Dozuna Maruz Birakilan Embriyolarda Hipopigmentasyon (okla

gosterilmistir)

Sekil 17. 24 pg/mL Levetirasetam Dozuna Maruz Birakilan Embriyolarda Hipopigmentasyon (okla

gosterilmistir)
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4.4. Gen analizi

96 saat siiren FETAX testi sonunda 1.2, 12, 24, 48, 96 pnug/mL
konsantrasyonuna maruz birakilan embriyolarin erken gelisim doneminde mRNA
ekspresyon orani farkliligi kontrole gore degerlendirilmistir. Tiim gruplar kendi
kontrol gruplari ile 1’e normalize edilmistir

Kontrol grubuna kiyasla levetirasetamin 1.2, 12, 24, 48 pug/mL
konsantrasyonlarina 96 saat muamele edilen grupta; PAX6 gen ifadesi, sirasiyla
1.12, 1.82, 1.55, 1.74 kat indiiklendigi goriilmiistiir(p=0.728).

Kontrol grubuna kiyasla levetirasetamin 1.2, 12, 24, 48 pupg/mL
konsantrasyonlarina 96 saat muamele edilen grupta; MYF5 gen ifadesi sirasiyla
1.6, 1.3, 1.6, 2.2 kat baskilanmistir (p=0.673).

Kontrol grubuna kiyasla levetirasetamin cesitli konsantrasyonlarina 96
saat muamele edilen grupta; BMP4 gen ifadesi 1.2, 12, 24, 48 pnug/mL
konsantrasyonunda sirastyla 1.12, 1.36, ve 1.16 kat indiiklenirken, 48 pg/mL 1.3
oraninda baskilanmistir (p=0.543).

Kontrol grubuna kiyasla levetirasetam’in 1.2, 12, 24, 48 pg/mL
konsantrasyonlarina 96 saat muamele edilen grupta; HSP70 gen ifadesi sirasiyla
1.5, 1.6, 1.5 ve 1.8 kat baskilanmustir (p=0.681).

Kontrol grubuna kiyasla levetirasetamin 1.2, 12, 24, 48 npg/mL
konsantrasyonlarima 96 saat muamele edilen grupta; ESR1 gen ifadesi sirasiyla
1.2, 1.6, 1.4, 1.9 oraninda baskilanma goriilmiistiir (p=0.536).

Sonug olarak erken gelisim déneminde, 6nemli olan Pax6 (Aniridia Tip II
protein Geni), Myf5 (Miyojenik faktor 5 Geni), Bmp4 (Kemik Morfojenik Protein
4 Geni), Hsp70 (70 Kilodaltonluk Is1 sok Protein Geni), Esrl (Ostrojen Reseptdr
Alfa Geni) gen ifadelerinde kontrol ile aralarinda istatistiksel anlamlilik

bulunmamakla beraber degisim egilimi gosterdigi saptanmustir (Sekil 18).
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Sekil 18. LEV uygulanan Xenopus laevis embriyosunda erken gelisim donemindeki genlerin ekspresyonu
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5. TARTISMA

Calismamiz levetirasetamin teratojenik ve toksik etkilerinin biyolojik bir model
olarak kullanilan Xenopus laevis embriyosunda FETAX ile degerlendirildigi ilk
caligmadir.

Epilepsiye iliskin klinik gozlem ve bilgiler oldukga eskiye dayanmaktadir®. Cok
eski uygarliklarin belgelenmis kanitlarina gore, hastaligi tasiyan talihsiz ruhlarin bazi
zamanlarda "dogaiistii" giiclerin etkisinde olabilecegine inanilmistir. Daha sonraki
yillarda bu hastaligim sinir sistemini etkiledigini belirten sonuglar paylagilmstir® ve
epilepsi tekrar tanimlanmistir. Bu tanima gore epilepsinin beyindeki stabil seyirde
gozlenen elektriksel aktivitenin degismesiyle aniden ortaya ¢ikan norolojik bir hastalik
oldugu sonucuna varmislardir®.

Her yas araliinda goriilebilmesi, idiopatik ya da bazi hastaliklarin semptomu
olarak ortaya c¢ikmasi, farkli siddetlerde ve belirtilerde bir¢ok c¢esidinin olmasi
epilepsiyi komplekslestirmektedir®.

Levetirasetam pirasetamin S-enantiomeridir ve piyasaya nootropik bir ilag
olarak stirtilmek istenmistir. Yapilan calismalarda levetirasetamin epilepsiye etkisi

gozlemlenmis, antikonviilsan bir ilag olarak FDA’dan onay almlstlrgl.

5.1. Levetirasetamin Teratojenitesi

Birgok gebe kadinda da goriilen epilepsi, antiepileptik ilaglarla tedavi
edilmektedir. Genel olarak gebelik kategorisinde C ve D grubunda olan antiepileptik
ilau;lalrln92 teratojenik etkisini gbzlemleyebilmek icin bir¢ok klinik ve hayvan ¢alismalari
yapilmistir. Bu calismalarin bazilarindan farkli sonuglar elde edildigi i¢in kesin bir
yarglya Varllamam1$t1r7’9’28’41’90'91’93'94.

2003’te yapilan (Isoherranen ve ark.) bir caligmada, pirasetami, levetirasetami ve
levetirasetamin metabolitinin antikonviilzan ve teratojenik etkisini fareler iizerinde
karsilagtiran bir ¢alisma yayinlamislardir. Buna gore levetirasetamin antikonviilsan

etkisi metabolitinden ve pirasetam oldukg¢a yiliksek ve teratojenik etki riski diisiik

bulunmustur™.
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Tavuk embriyolarinda yapilan bir ¢alismada (2011) levetirasetam ile valproik
asitin teratojenik etkileri incelenmistir. Valproik asitta daha fazla olmakla beraber iki
ilactn da konjenital malformasyon olusturdugu gozlenmistir. Calisma sonucunda
levetirasetamin gebelerde kullaniminin sakincali oldugu ve dikkatli kullanilmasi
gerektigi savunulmustur’. Giiveng ve ark.’larinimn (2013) yaptig1 farkl bir ¢alismada ise
levetirasetamin tavuk embriyolarinda herhangi bir néral tiip defekti olusturdugu
gdzlenmemis ve gebelerde kullanilabilecegi belirtilmistir®.

Yaptigimiz c¢alismada FETAX testiyle degerlendirilen Xenopus laevis
embriyolarinda kontrolde %0.8, tiim uygulanan konsantrasyonlarda ise %1.45 oraninda
anomali saptanmistir ve kontrolle karsilastirildiginda anomali oranlarinda istatistiksel
olarak anlamli bir sonu¢ saptanamamistir. Sonuglara baktigimizda teratojenik etkisi
olmadigini belirtilen calismalarla uyumlu goriilmektedir (Tablo 8, Sekil 13).
Mikroskopla yaptigimiz gdzlemde az sayida anomali ve bu anomalilerin olusma
nedenleri su sekildedir: 3 adet 6dem, 2 kirik kuyruk, 2 mikrosefali, 1 biil olusumu ve
hemen hemen tiim konsantrasyonlarda hipopigmentasyon olusumu goriilmiistiir.
Anormal pigmentasyon hiicresel diizeydeki harabiyetin ortaya c¢ikarmasi ig¢in
belirlenmis olan bitim noktasidir (Dumot 1983). Disardan alinan ve embriyonun maruz
kaldig1 kimyasallarin sinir sistemini etkileyip hasar olusturmasiyla embriyolarda
mikrosefali goriilir® (Waddington,1956). Iribaslarda farkli bir anomali olarak kirik
kuyruk olusumu goériilebilir. Dorsoventral veya horizontal alanda, kuyruk boyunca
kiriklar bir veya birden fazla sekilde olusabilir®®. Zaman zaman embriyolarin
gastrulasyon hareketlerinin kisitlanmasiyla 6dem gelisebilir. Odemler son derece siskin
olup, icleri siv1 ile doludur. Rastladigimiz diger bir anomali de biildiir. Biil, baz1
bolgellerde epidermis ve mezoderm tabakasinin birbiriyle girmesi sonucu olusan
vakuollii hiicrelerdir®.

Levetirasetamin etkisini sican embriyolarinda gozleyebilmek igin El-Shorbagy
ve Hamdi (2016)’nin yaptig1 ¢alismada gebe sicanlara iki farkli dozda levetirasetam
uygulanmistir. Daha sonra gebe sicanlardan alinan embriyolarda karaciger ve beyin
dokularinda bir¢ok hasar tespit edilmistir™. Genetigi degistirilmis sicanlarda yapilan
baska bir ¢calismada ise (Kantarci ve ark, 2022) gebe siganlar tek doz levetirasetama
maruz birakilmis ve embriyolarin alveollerinde, Bowman kapsiillerinde ve beynin

korteks tabakasinda birgok hasar gézlemlenmistir®.
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Yaptigimiz calismada elde edilen histopatolojik analizlere gore embriyolarin
olusan dokularinda %1.4 oraninda anomali saptanmis, %98.6 embriyoda ise herhangi
bir hasar gézlenememistir (Sekil 15-17).

Antiepileptik 1ilaglarla ilgili bircok klinik ¢aligma yapilmis ve bu klinik
calismalar dogrultusunda antiepileptik ilaclarin dikkatli kullanilmasi gerektiginin alt1
cizilmistir. Baz1 antiepileptik ilaglarin embriyoya etkisi tam olarak sdylenmese de,
epileptik ndbetlerin fetiis iizerindeki olumsuz etkileri bilinmektedir. Tomson ve ark.
(2019) yayinladig1 bir makaleye gore epilepsi teshisi konulup herhangi bir ilagla tedavi
olmayan annenin bebegiyle karsilastirildigi zaman, epilepsi teshisi konulup topiramatla
tedavi olan annenin bebeginde mikrosefali goriilme riski daha az oldugu gézlenmistir94.

Monoterapi ile tedavi goren kadinlarda politerapiye gore daha az anomali
goriilecegi savunulsa da, sadece topiramatla tedavi edilen hastalarin bebeklerinde yarik
damak ve yarik dudak gibi birgok anomali gbzlenmistir®. Bununla beraber
levetirasetamla monoterapi gorenlerde, major konjenital malformasyon oranin diisiik
oldugu belirtilmistir'. Levetirasetamin gebe kadinlarda kullanmi  yaygimlasmus,
recetelendirilmesi artmigtir. Valproik asidin ise bir¢ok malformasyona neden oldugu
goriilmiis ve kullanimi klsltlanmlst1r94.

Levetirasetamla tedavi goren gebe kadinlarda iiglincii trimester doneminin
gelmesiyle beraber ilacin farmakokinetiginde farkliliklar gézlenmis, renal kan akisinin
ve metabolizmasinin artmasiyla beraber konsantrasyonunda %60 oraninda diisiis
gézlenmistir“.

Levetirasetamin epilepsi disinda farkli hastaliklara etkisini arastimak i¢in birgok
calismalar yapilmis ve birgogundan olumlu sonuglar alinmigtir. Bunlardan birisinde
Imai ve ark (2019) levetirasetamin serabral iskemi de koruyucu etkisine bakmistir.
Calisma sonucunda iki intrakraniyal kanama modelinde ndéral hiicre 6liimiinii azaltip,
ilgili sinyal yolaklarim1 diizenleyerek ndéronlar1 olusan hasara karst koruyan
levetirasetamin intrakraniyal kanamadan sonra kullanilabilecek bir ila¢ oldugu

savunulmustur®®,

45



5.2 Levetirasetam ile Hipopigmentasyon iliskisi

Hiperpigmentasyon, deride farkli boélgelerde asir1 renklenmeyi ifade etmektedir
ve kullanilan ilaglarin bazilarinda bu durum advers etki olarak karsimiza ¢ikabilir.
Antiepileptik ilag kullanan hastalarin birkacinda bu olgu gézlenmis ve rapor edilmistir.

Algahtani ve ark (2017)’1n yayinladig: olgu sunumda 55 yasinda epilepsili bir
kadinin karbamazepine ek olarak levetirasetama baslamasiyla derisinde yer yer
hiperpigmente alanlar goriilmeye baslanmistir. Goriilen hiperpigmentasyon melanin
miktariin artmasiyla iliskilendirilmistir.

Melaninin dermis tabakasi yerine bazal tabaka iizerinde yogunlagmasi ya da
klerensinin azalmasi gibi durumlar ilaglarla ilisliki olabilir®.

Lorio ve ark (2007) yaymladigi bir makalede antiepileptik ilaclarin advers
etkileri tizerinde durmuslardir. Calismalarinda fenobarbital, lamotrijin, karbamazepin ve
fenitoin gibi antiepileptik ilaglarin Steven Johnson sendromu veya toksik epidermal
nekroz olmak tizere bir¢ok deri hastaliina yol ac¢tigini belirtmislerdir'®.

Alvestad ve ark (2007) yaymladig1 calismada kutandz advers reaksiyonlarmn
ilaglarda bulunan aromatik halkadan dolay1 olustugunu savunmaslardir. Levetirasetam,
valproik asit, topiramat gibi aromatik halkasi olmayan antiepileptik ilaclarin deride
dokiintii gibi deri hastaliklarin1 olusturmadigmi, fakat aromatik halkasi bulunan
karbamazepin, fenitoin, lamotrijin gibi ilaglarin olusturma insidansinin daha yiiksek
oldugunu savunmuslardir.

Kadinlarda erkeklere gore daha fazla kutan6z advers etkiler olustugunu
gézlemlemislerdirml.

Bir olgu sunumunda (Talaschian ve ark, 2020) 32 yasinda 7 yildir epilepsi
tedavisi goren kadinin son 7 aydir karbamazepin kullanmasiyla cildinde hiperpigmente
lezyonlar olustugu goézlenmis ve karbamazepinin kesilmesiyle bu durumun iki hafta

icinde diizeldigi gérﬁlmﬁstiirloz. Farkli olgu sunumlarinda da levetirasetama bagli

hiperpigmentasyon durumlari bildirilmistir %%,

Deneylerimizde kontrol grubuyla karsilagtirdigimiz levetirasetam uygulanan
gruplarda pigmentasyonu az olan embriyolar ¢okg¢a goriilmiistiir.

Kontrollerde de hipopigmentasyonlu embriyolar goriilse de ilagh gruplarda bu
durum daha fazla gozlenmektedir. Ancak kontrolle karsilagtirildiginda levetirasetam

uygulanan gruplardaki embriyolarda bariz sekilde hipopigmentasyon oldugu

46



saptanmustir (Sekil 15-17). Yaptigimiz literatiir ¢alismasina gore az goriilen bir yan etki
olarak levetirasetam uygulanan kadinlarin derisinde hiperpigmentasyon gézlendigi ve
kullanimu bitirilince etkinin ortadan kalktig: bildirilmigtir %%%,

Laboratuvarimizda albino ve Wild tipi ergin Xenopus laevis vardir ve birkag
nesilde bir 2 wild ergin embriyodan %1 oraninda albino bireyler yetismektedir.

Dolayisiyla literatiirle zitlik olusturan bu durum igin laboratuarimizda kesin yargiya

varilamamustir.

5.3. Levetirasetamin boy uzunluguna etkisi

1982 yilinda yapilan bir calismada karbamazepin ve fenobarbitoin uygulanan
epilepsili gebe hastada fotal ortalama bas ¢evresi boyu kontole gére karbamazepinde 7
mm(p<0.01)-ve fenobarbitoin de 6 mm daha az (p<0.05)olmustur. Arastiricilar ortalama

bas cevresi farkliligini, ¢esitli potansiyel karistirict maternal faktorlerle veya gebelik ve
105

dogum sirasindaki nobetler veya komplikasyonlarla agiklanamadigini belirtmislerdir

Calisma wistar tiirii albino siganda yapilmis, Fenitoin uygulanan gebe ratlardan
elde edilen fetuslarda boy ve agirlik dlgtilmiistiir. Kontrolle karsilastirilan fetuslarda
%14 daha kisa ve %13 dada az agirlik gézlenmistir. Ayrica fetiislerde kafa kemiklerinin
ossifikasyonunun ileri derecede bozuldugu diseksiyon mikroskobu ve inceleme ile
gozlendi. Arastiricilar Bu calisma ile fenitoinin gebelik sirasinda intraperitoneal
kullanimmnin  sican fetiislerinde daha diisiik dozlarda bile farkli iskelet
malformasyonlarina neden olabilecegini belgelemistir™.

Elgndy ve ark.(2016) yilinda, ¢ocuk dogurma cagindaki epilepsili kadinlara
giderek daha fazla ikinci kusak antiepileptik ilaclar recete edildigini ancak konjenital
malformasyonlaria iligkin verilerin eksik oldugunu bildirerek sicanlarda calisma
planlamiglardir. Caligmada lamotrijin ve levetirasetam uygulanan albino siganlarda
fetuslarin sayilari, boylari, gros anomalileri ve iskelet anomalileri kaydedildi. Kontrole
gore agirliklarinin daha az oldugu kemik deformiteleri, vertebra, arka bacak anomalileri,
kafatas1 anomalileri lamotrijin grubunda levetirasetama goére daha fazla bulunmustur.
Bas boyun uzunluklar kontrole gére azdi, levetirasetam daha az teratojeniktir™®”.

Yaptigimiz ¢aismada levetirasetam uygulana gruplarda kontrole goére boyca
uzama istatistiksel olarak anlamli degildir (Tablo 9, Sekil 14). Sonuclarimiz diger
antiepileptik ilaglarla karsilastirildiginda daha az teratojenitesi olmasi agisindan uyumlu
goriinmektedir (Tablo 8, Sekil 13).
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5.4. Erken gelisim doneminde embriyolardaki gen ekspresyonu ifadesi

Calismamizda Xenopus laevis embriyolarinin erken gelisim doneminde Onemli
genlerden HSP70, BMP4, MYF5, PAX6, ESR1 genlerine bakilmistir. Bazi konsantrasyonlarda
gen ifadesinin baskilandigini bazi konsantrasyonlarda indiiklendigi saptanmistir. Ancak kontrole
gore yapilan karsilagtirmalarda anlamlilik gosterilmemistir(p>0.05).

Genin ifade edilmesi, normal hiicresel yap1 ve islevetirasetami siirdiirmek icin hayati
Onem tasir ve ayn1 zamanda farklilasma ve morfogenez gibi gelisimsel degisikliklerin temelidir.
Gen ekspresyonunu diizenleme yetenegi, hiicrelerin normal isleyisleri veya hayatta kalmalari
icin ihtiya¢ duyuldugunda fonksiyonel bir protein vermelerine izin verir.

Bu siiregteki aksakliklar hiicreye zarar vermekte ve kanser dahil bir¢ok hastaligin
gelismesine yol agabilmektedir.

Calismamizda bir¢ok canlida hiicre biiylimesi ve canliligin devami i¢in kritik bir 6neme
sahip olan Hsp70(is1-sok proteini) gen ifadesi tiim konsantrasyonlarda azalmustir.

Kemik ve kikirdak gelisiminde rol oynayan BMP4 gen ifadesi diisiik
konsantrasyonlarda baskilanirken yiiksek konsantrasyonlarda indiiklenmistir.

Kas farklilasmas1 veya miyogenezi 6zellikle iskelet kas1 gelisimini diizenlemede anahtar
rolii olan MYF5 gen ifadesi tiim konsantrayonlarda baskilanmustir.

Dokuya 06zgii transripsiyon faktorlerini kodlayan bir gen ailesi olan PAX6 gen
bozukluklar1 gz ve goz ¢evresinde bozukluklara neden olmaktadir. Caligmamizda PAX6 gen
ifadesi tiim gruplarda indiiklenmistir.

Presegmental somitlerin diizenli olusumu kontrol eden ESR1 geni ifadesi tiim
konsantrasyonlarda baskilanmstir™®.

Gen ifadesinin baskilanmasinda, ¢ogu zaman, DNA metilasyonu ve histon
deasetilasyonu, gen susturmada birlikte ¢aligir. ikisinin kombinasyonu, DNA'nin daha yogun bir
sekilde paketlenmesi igin bir sinyal olup gen ekspresyonu ifadesini azaltir’®*,

Gen ekspresyonu ifadesinin indiiklenmesi, hiicre icindeki molekiiller, baskin olumsuz
etkilere ve haployetmezligine neden olan mutasyonlar, ¢evre hiicrelerden ve ¢evreden gelen
sinyal molekiilleri ve epistasis dahil olmak iizere ¢cok sayida faktérden etkilenir. Hiicre i¢indeki
cesitli molekiiller, gen ekspresyonunu modiile eder. Haployetmezligi, bir genin bir ¢ift alelinden
bir alelin inaktivasyonu nedeniyle anormal bir fenotip olusumudur. Epistazis ise, bir allel genin
bagska bir allel genin etkisini engellemesine denir. Calismamizda az sayida anomali goriilmesi
erken gelisim donemindeki gen ifadelerinde baskilama ve indiikleme olmasina ragmen fenotipe

yansimadigini gostermektedir' %,

48


https://www.molekulce.com/alel-nedir/
https://www.molekulce.com/hayvanlar-ve-fenotipik-cesitlilik/

5.5. Levetirasetamin olasi zararh etkisini onlemede folik asit ve vitamin B12

Fenitoinin teratojenik etkilerini incelemek amaciyla yapilan ¢alismada ( Temiz ve ark),
tavuk embriyolar1 farkli dozlarda fenitoinle muamele edilmistir. Doza bagli olmaksizin her
grupta konjenital malformasyonlarin olustugu gézlenmistir. Olusan noral tiip defektlerinin folik
asit eksikligiyle bir baglantis1 oldugu savunulmustur®®

Aslan K ve ark (2008)’larmin yaptig1 klinik ¢alismada uzun stireli antiepileptik ilag
kullanimimin folik asit ve vit B12 metabolizmasi tizerindeki etkisi konusunda bir fikir birligi
olmadig sonucuna varmislaridir *®

Insan embriyonik kok hiicrelerinde yapilan bir calismada ( Kardosst at al,2019)
antiepileptik ilaclarin ozellikle levetirasetam ve topiramatin DNA hasarlarina yol agtigi
gorililmiistiir. Antiepileptik ilaglarin yaninda folik asit verilen gruplarda DNA hasarlarinin

onemli l¢iide diisiis gosterdigi gozlemlenmistir™™"
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yaptigimiz ¢alisma nootropik olarak kullanilmak iizere sentezlenen
levetirasetamin antiepileptik ilaglar arasindaki yerini irdelemek iizere FETAX testi ile

Xenopus leavis embriyolarinda teratojenik etkisini incelemeyi amaglamuistir.

1. Birgok makaleyle uyumlu olarak c¢alisma sonucumuzda levetirasetamin
teratojenitesinin az oldugu saptandi.

2. Caligmamizda levetirasetamla muamele edilen gruplarimizda
hipopigmentasyonlu embriyolar goOriilmiistiir. Yayinlanan birkag olgu
sunumunda levetirasetam kullanan kisilerde yan etki olarak hiperpigmentasyon
goriilmesi, calismamizla uyumlu degildir. Bu yilizden konu ile ilgili kesin
kanaate varilamamustir.

3. Calismamizda konsantrasyonlar artirilabilir.

4. Gen ifadesi artan gruplarda Western Blot analizi ile sonug teyit edilmelidir.

5. Calismalarda SV2A (proje biitcemiz yetmediginden dolay1 analiz edemedigimiz)
proteinine baglanarak etkisini goOsterdigi diisliniilen levetirasetamin erken
gelisim genlerini mutasyona ugratmasi ile olumsuz yan etkilere neden
olabilecegi belirtilen literatiirlerde de bahsedildigi i¢in SV2A geni detaylica
caligilmalidir.

6. Yaptigimiz literatiir calismasinda beyindeki SV2A yolunun roliiniin, biiylik bir
filogenetik mesafeye ragmen kuslar ve memeliler arasinda korundugunu
gostermektedir. Fepi tavugu modeli ¢alismasi, kemirgenlerde uyarilmis epilepsi
modelleriyle karsilastirildiginda, refleks epilepsinin fizyopatolojisinin daha ileri

calismalari i¢in 6zellikle yararl goriinmektedir.

Sonug olarak SV2A, insanlarda hem mono- hem de poligenik jeneralize

epilepsiler baglaminda analiz i¢in ¢ok c¢ekici bir aday gen oldugu ileri siiriilmiistiir
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