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OZET

Antiepileptik ilaglarin infant ratlarin buyime kikirdagi uzerine etkileri,

Epilepsi ¢ocukluk gagindaki en sik gorulen noérolojik hastaliktir. Levetirasetam
(LEV) ve valproik asit (VPA) ¢ocuklardaki epilepsi tedavisinde oldukg¢a yaygin
olarak kullanilan antikonvilzan ilaglardir. Literatirde her iki ilacin da kemik
metabolizmasi ve buyumesi Uzerine olumsuz etkileri tanimlanmistir. Bu
calisma, sik kullanilan iki antikonvulzan ilacin sicanlardaki uzunlamasina
kemik buyumesi Uzerine etkilerini arastirmaylr amaglamaktadir. Yirmi dort
infant sigan U¢ gruba ayrildi. Calisma gruplarina sirasiyla VPA (600
mg/kg/gun) ve LEV (150 mg/kg/gun) kontrol grubuna ise normal salin 2 hafta
boyunca uygulandi. Siganlar ila¢ uygulamasindan sonra sakrifikiye edildi ve
femurlari alindi. Blyame plaklari kalinliklari histopatolojik olarak él¢tldi. Tum
gruplar dort erkek ve dort disiden olusmaktaydi. VPA ve LEV alan gruplarda
bdylme plagi kontrol grubuna gére daha genis olarak saptandi (p<0.05).
Ayrica VPA alan grupta buyume plagi LEV alan gruba goére daha genis
olarak olculdiu (p<0.05). Bu calismada VPA ve LEV’in siganlardaki biylime
plagini genislettigi sonucuna vardik. Fakat bu sonu¢ endokondral
kemiklesme surecinin tum basamaklarini yansitmamaktadir. Bu sulrecte
hormonal faktorler ve apoptotik mekanizmalar da rol oynamakta olup
antikonvulzanlarin kemik buayumesi ve nihai boy Uzerine etkilerini aragtirmak

icin ileri caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler : Valproat, levetirasetam, kemik, buyume plagi, rat
Destekleyen Kurumlar : Yok

Yazar Adi : Tbp.Kd.Utgm.Fatih CELIKEL
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SUMMARY

The Effects of Anti-epileptic Drugs on The Growth Plates of The infant
Rats

Epilepsy is among the most common neurologic disorders in
childhood. Levetiracetam (LEV) and valproic acid (VPA) are widely used
drugs in the treatment of children with epilepsy. The adverse effects of both
drugs on bone metabolism and growth is defined in the literature. The
present study aimed to investigate the effects of these two common
anticonvulsant drugs on longitudinal bone growth in rats.

Twenty-four infant rats divided into three groups. The study groups
received VPA (600 mg/kg/day) and LEV (150 mg/kg/day) for two weeks
respectively. Normal saline was applied to the control group. The rats were
sacrified after the appliance of the drugs and the rat femurs were removed.
The thickness of the growth plates were measured by histopathologically.

All groups included four males and four females. The thickness of the
growth plates were larger in VPA and LEV groups versus control group
(p<0.05). In addition the measurement of the growth plate in VPA group was
larger than LEV group (p<0.05).

We concluded that VPA and LEV both enlarge the growth plate on rats
in this study. But this finding does not reflect all steps of endochondral bone
growth. The hormonal factors and apoptotic processes also have role on
longitudinal bone growth. Further investigations are needed to clarify the
adverse effects of anticonvulsants on bone growth and influence on final
height.

Keywords : Valproic acid, levetiracetam, bone, growth plate, rat
Supported by: None
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GiRiS

Epilepsi patofizyolojisi tam olarak anlasilamamis, biyokimyasal,
elektriksel ve molekuler olaylardan kaynaklanan ve tum toplumlarda en sik
goérulen norolojik hastaliklardan biridir. Hastaligin tarihgesi ¢ok eskilere
dayanmakta olup tani ve tedavisi konusunda ciddi ilerlemeler kaydedilmigtir.
Artik tedavide yeni birgok yontem kullanilmasina ragmen antiepileptik ilaclar
aana secgenegdi olusturmaktadir. Gunimuzde 20’den fazla antiepileptik ilag
yaygin olarak kullaniimakta olup hepsinin birbirinden farkli etki mekanizmasi
ve yan etki profili bulunmaktadir.

Antiepileptik ilaglarin iskelet sistemi ve kemik metabolizmasi Uzerine
yan etkileriyle alakali bircok ¢alisma bulunmakla beraber 6zellikle gelisme
doneminde olan ¢ocukluk yas grubunda buyume plagi, uzunlamasina kemik
bdyUmesi, boy uzamasi ve haliyle hedef boy Uzerine etkisini aragtiran
calisma yok denecek kadar azdir.

Biz bu calismayla cocuklarda oldukga sik kullanilan eski ve yeni
kusaga ait 2 farkh antiepileptik ilag olan valproik asit ve levetirasetamin

baylume plagi Uzerine etkilerini incelemeyi amagcladik.



GENEL BILGILER
2.1. Epilepsi

2.1.1. Tanim ve Tarihge

Epilepsi nobeti; noronlarin anormal elektriksel desarjlarina bagli olarak
ortaya c¢ikan kendini sinirlayici, gegici disfonksiyonudur. Bu durumun
belirtileri, korteksteki tutulan alana, tutulan bolgenin iglevi, desarjin diger
anatomik lokasyonlara yayllimina bagl olarak degisir. (1) Genelde ilk bulgu
ve belirtiler ndbetin kaynaklandigi anatomik bolgeyi gosterir. Bundan sonra
ndbet baslar ve sonrasinda postiktal donem takip eder. Nobet epilepsinin
major semptomu olmasina ragmen her ndbet epilepsi ile iligkili olmayabilir.
Bazi insanlar hayati boyunca epilepsiye donusmeyen tek bir nobet gecirebilir
ve genelde tedavi bolumunde de deginilecegi Uzere tek nobet her zaman
tedavi gerektirmeyebilir.  Tarihsel verilere bakilacak olursa epilepsi(sara
hastaligi) ¢ok eski donemlerden beri bilinmektedir. GUnumuizde kullanilan
‘epilepsi’ s6zcugu kelime anlami olarak eski Yunancada ‘yakalamak’,
‘kavramak’ anlamlarina gelen ‘epilambanein’ kelimesinden tiremis olup yalin
anlami yakalama, tutma demektir (2).

Epilepsi ile ilgili bilinen en eski kaynaklar Babiller donemine aittir.
Babillerde ndbetin vucudu istila eden bir gseytandan kaynaklandigi
dusundluyordu. (3) Milattan 6nce yaklasik besinci ylzyilda Hipokrat epilepsi
igin “kutsal hastalik” tanimini yapmis ve beynin hastaligin merkezi oldugunu
ilk kez ifade etmistir. Epilepsi tanisi ve tedavisi Uzerine yuzyillar boyu suren

ilerleme Ozellikle 20. yuzyilin sonlarinda hiz kazanmigtir.

2.1.2. Epidemiyoloji

Gelismis Ulkelerde epilepsi insidansi yaklasik ylzbinde 20-50
civarlarindayken gelismekte olan Ulkelerde bu oran daha ylksektir. Batili
ulkelerde ileri yas 6zellikle yedinci dekadan sonra epilepsi insidansi yasamin
ilk on yilina gore daha yuksektir ve epilepsi vakalarinin yaklasik yarisi ¢gocuk
ve adelosanlari kapsamaktadir (4).

Gelismis ulkeler igin ortalama epilepsi prevalansinin binde 5-6

civarinda oldugu ve gelismekte olan ulkelerde bu oranin yaklasik t¢ kat fazla
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oldugu bildiriimektedir. (5) Yapilan ¢alismalarin gogunda insidans oranlarinda
cinsiyete oOzgu farklihk gobzlenmemekle birlikte prevalans oranlarinin
erkeklerde nispeten daha yuksek oldugu bildiriimektedir. (4) Sikhkla goérilen
nobet tipi parsiyel nobetlerdir ve bunu jeneralize tonik-klonik nobetler takip
etmektedir. Absans, izole tonik, atonik ve miyoklonik ndbetler gibi diger ndbet

tipleri gorece daha seyrektir. (6)

2.1.3. Etiyoloji

GUnumuzde yapilan galismalarda hastalarin yaklasik doértte birinde
epilepsi etiyolojisi saptanabilmektedir. inme 6ykiisli, serebral palsi gibi
norogelisimsel anormallikler, beyin malformasyonlari, bakteriyel menenijit
veya viral ensefalit 0ykusu, cesitli genetik ve metabolik hastaliklar ile timérler
siklikla saptanan altta yatan etyolojik nedenlerdir. (7) Etyolojisi

saptanamayan epilepsiler idiyopatik ve kriptojenik olarak iki gruba ayrilir.

2.1.4. Siniflandirma

Nobetleri degisik sekilde gruplamak mimkuindur (8):

Etyolojilerine gore [idyopatik (primer) veya semptomatik (sekonder)];
Sikliklarina gore (izole, tekrarlayict)

Klinik sekillerine gore (fokal/jeneralize);

Kaynaklandiklari yere gore;

Uluslararasi Epilepsi ile Savas Dernegi (ILAE) siniflama
komisyonunun uzun suren c¢aligmalari sonucunda hazirlanan ve tum
dinyada kabul goéren 1981 Epileptik Nobetlerin Klinik ve Elektrografik
Siniflamasi ve 1989 Epilepsiler ve Epileptik Sendromlarin Siniflamasi halen
yaygin olarak kullanimaktadir. (Tablo 1) (9) ILAE’nin 1989 da yaptidi
siniflama ndbetlerin klinik tipi ve elektroensefalografi (EEG) karsiligina gore
olusturulmustur. ILAE'nin 2001 yilinda da yaptigi bir siniflama mevcut
olmakla birlikte hentiz yaygin olarak kabul gérmemektedir.

2.1.5. Tedavi
Epilepsi tedavisinde oOncelik dogru taninin konmasi ve antiepileptik

tedaviye gerek olup olmadiginin belirlenmesidir. Epilepsi tedavisinde



Tablo.1. Epilepsi ve epileptik sendromlarin uluslararasi siniflamasi ILAE-
1989

1-Lokalizasyon bagl(fokal, lokal, parsiyel) epilepsiler ve sendromlar

A- Idiopatik ( yasa bagh baglangig)

-Sentrotemporal dikenli selim Cocukluk Cagi epilepsisi
-Oksipital paroksizmli Cocukluk Cagi epilepsisi

-Primer okuma epilepsisi

B- Semptomatik

-Temporal lob epilepsisi

-Frontal lob epilepsisi

-Pariyetal lob epilepsisi

-Oksipital lob epilepsisi

-Cocukluk ¢aginin kronik progresif epilepsia parsiyalis kontinuasi
-Spesifik faktorlerle uyarilan ndbetlerle karakterize sendromlar
C- Kriptojenik

2-Jeneralize epilepsiler ve sendromlar

A- [dyopatik (yasa badl baglangig)
-Selim ailesel yenidogan konvulziyonlari
-Selim yenidogan konvulziyonlari

-Sdt cocugunun selim myoklonik epilepsisi
-Cocukluk cagi absans epilepsisi (piknolepsi)
-Juvenil absans epilepsisi

-Juvenil myoklonik epilepsi

-Myoklonik astatik ndbetli epilepsi
-Myoklonik absansli epilepsi

B- Semptomatik

-Nonspesifik etyoloji

-Spesifik sendromlar

3-Fokal veya jeneralize olduklari belirlenemeyen epilepsiler

A- Jeneralize ve fokal konvulziyonlu epilepsiler

-Yenidogan konvulziyonlari

-Sut gocugunun agir myoklonik epilepsisi

-Yavas dalga uyku sirasinda devamli diken dalgali epilepsi
-Edinsel epileptik afazi (Landau-Kleffner sendromu )

-Diger belirlenemeyen epilepsiler

B-Net jeneralize veya fokal konviilziyon 6zelligi olmayanlar
4-Ozel Sendromlar

-Ozel durumla iligkili ndbetler

-Febril konviziyonlar

-izole ndbet veya izole status epileptikus

-Akut metabolik veya toksik nedenlere bagh ndbetler



hastanin hayat sartlarinda degisim yapmak ¢ok dnemlidir. Ozellikle gocukluk
yas grubunda yeterli miktarda uyku uyumasi, erigkin yas grubunda da nobeti
tetikleyebilecek olan alkol ve kafein almamasi ve psikolojik faktorlerden uzak
kalmasi konusunda hastalar uyariimalidir.

Epilepsi tedavisindeki 6nemli ilerlemelere ragmen (epilepsi cerrahisi,
vagal sinir stimulasyonu, genetik temelli tedavi yontemleri ve hucre
transplantasyonlari) antiepileptik ilaglarin (AEi) kullanimi hala epilepside
tedavinin temelini olusturmaktadir.

Cocukluk ¢agi epilepsilerinde hastaligin farmakolojik tedavisinin uzun
yilllar ve bazi hastalarda omur boyu surecek olmasi nedeniyle tedavi
baslarken hasta ve ailesi ile iyi iletisim kurulmalidir. Cocuklarda AEl'lari
segerken c¢ocugun buyume ve gelismesi, ilag uyumu, eglik eden bagka
sistemik hastalik gibi durumlar da g6z 6ntunde bulundurulmali ve ¢ok dikkatli
olunmalidir. Antiepileptik ila¢c tedavisi baglarken, etki-yan etki profili iyi
degerlendiriimeli ve mumklnse tekli tedavi (monoterapi) ile baslanmaldir.
Farmakolojik tedavide en o6nemli amag; yan etki profili en az ilagla ve
mumkuin olan en disuk dozda sonuca gitmektir. Belli periyotlarla ila¢g kan
duzeyleri dlgulip duslk ya da toksik kan duzeylerinden kaginmak gerekir.
Hastanin kullanacagi diger ilaglarla etkilesimleri iyi hesaplanmali ve aileler bu
konuda uyariimahdir. ilacin aniden kesilme yada unutulma ihtimaline karsi
mumkunse ilacin gun i¢inde ayni saatlerde alinmasi konusunda hastalar
motive edilmelidir.

Son yillarda yeni antiepileptik ilaglarin kullanima girmesi ve eski
antiepileptik ilaglarin farmakolojik yapilari modifiye edilerek epilepsi
tedavisinde daha genis bir tedavi spektrumu saglanmistir. Gegtigimiz son iki
dekada kadar siklikla kullanilan ve  ‘eski kusak’ olarak tabir edilen
fenobarbital, fenitoin karbamazepin, valproik asit, etostiksimid ve primidona
‘yeni kusak’ olarak adlandirilan lamotrijin, vigabatrin, levetirasetam,
topiramat, felbamat, gabapentin, tiagabin, okskarbazepin, zonisamid,

pregabalin tedavi segenegi olarak eklenmistir.



Gunumuzde jeneralize tonik-klonik epilepsilerde genellikle valproik
asit, alternatif olarak ise lamotrijin kullanilir. Topiramat ve levetirasetam da
yeni kusak antiepileptikler olarak kullanilabilir. Parsiyel ve sekonder
jeneralize  epilepsilerde  fenitoin, karbamazepin, alternatif olarak
okskarbazepin kullaniimaktadir.

Absans ve miyoklonide valproik asit etkin olarak kullaniimaktayken
izole absans nobetlerinde etosuksimidle de baslanabilir.

Valproik asit ve levetirasetam glinumuzde iki farkli kusak antiepileptik ilag
olarak oldukga yaygin olarak kullaniimaktadir. Calismamizda valproik asit ve
levetirasetam kullandigimiz igin konuyu uzatmamak adina bundan sonraki
kisimlarda antiepileptik ilaglarin siniflamasina ve etki mekanizmalarina 6zet
olarak deginilecek olup agirlikh olarak valproik asit ve levetirasetamin
farmakolojik 6zellikleri, degisik etki mekanizmalari, kemik ve kikirdak doku

basta olmak Uzere yan etki profilleri ayrintili olarak incelenecektir.

2.1.6. Antiepileptik ilaglarin Etki Mekanizmalari

Antiepileptik ilaglarin etki mekanizmalari konusunda degisik gorusler
vardir. Antiepileptik ilaglar, beyin dokusunda gelismis olan kronik
hipereksitabilite Uzerine etkilidir. Hipereksitabiliteyi azaltmakla birlikte,
patolojik hicreler Uzerinde inhibisyonu arttirmak suretiyle epileptik ndbetin
ortaya ¢ikmasini énler. Bu nedenle antikonvulzif tedavi sadece semptomatik
etkili olup, hastaligin kendisini tedavi etmez. Baglica etki mekanizmalari;
Noéron membraninda yer alan voltaja bagh Na kanallarini bloke ederek
yuksek frekansh tekrarlayici aksiyon potansiyellerinin ateslenmesini
Onleyenler: karbamazepin, fenitoin, lamotrigin, okskarbazepin, valproat
GABA’ya bagimli inhibisyonu arttirarak; fenobarbital,

benzodiazepin, topiramat
GABA transaminaz inhibisyonu: Vigabatrin inhibitdr noérotransmiter olan
GABA analogudur ve yikimini saglayan GABA-transaminaz enzimini
irreversibl olarak inhibe eder.
Eksitator aminoasid olan glutamatin reseptorinu bloke ederek ya da bizzat
glutamatin salinimini inhibe ederek etki edenler: Topiramat, lamotirigin

Kalsiyum kanallarini bloke ederek etki gosterenler; etostksimid
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2.1.7. Valproik Asit

Valproik asit (2-propilvalerik asit/2-propilpentanoik asit) valerik asitten
(Valeriana officinalis adli bitkiden dogal yolla elde edilen) sentezlenen,
oldukga genis spektrumlu bir antiepileptik ilagtir. ilk kez Burton tarafindan
1882 yilinda sentezlenmis olup, 1962 yilinda Fransiz bilim adamlar
tarafindan antiepileptik etkisi saptanmistir. 1967 yilinda antiepileptik ilag
olarak ruhsat almig ve vyaklasik elli yildir tum duUnyada yaygin olarak
kullaniimaktadir.

Genis antiepileptik etkinliginin yaninda son yillarda migren, psikolojik
hastaliklar (depresyon, sizofreni vb), kanser gibi olduk¢ca degisik hastalik
grubunda da kullaniimaya baglanmistir.

Antiepileptik etki mekanizmasi net olarak ortaya konmamis olmakla
beraber GABA nin inhibitor etkisini arttirdigi,néronal eksitasyona neden olan
NMDA reseptorlerini inhibe ettigi ve bununla beraber esas olarak voltaj
bagimh sodyum kanallarini inhibe ettigi ve bu sekilde etki gosterdigi
gozlenmigtir. (10) Tedaviye genelde 10-15 mg/kg gibi dusuk dozlarda
baglanir. Haftalik 5-10 mg artislarda 30-40 mg/kg optimal doza ulasilir. > 40
mg /kg 1 gegen dozlarda hastalarin yakin takibi gerekir.

Valproik asit yaygin kullanilan iyi tolere edilen bir ila¢ olmasina ragmen birgok
sistem Uzerine etkili olan ve bunun sonucunda oldukga genis bir yan etki

profiline sahiptir. (Tablo 2)

2.1.8. Levetirasetam

Levetirasetam yeni kusak antiepileptik ajanlardan olup kimyasal yapisi
(S)-alfa-etil—2-okso—1-pirolidin asetamid seklindedir. Lineer farmakokinetik
yapisi, absorbsiyonunun hizli olmasi ve ilag etkilesiminin sinirh olmasi
nedeniyle son yillarda kullanimi gittikge artan levetirasetamin antiepileptik
etki mekanizmasi hala tartigmalidir. Son yillarda santral sinir sisteminde 6zel
baglanma bdlgeleri oldugu (pre-sinaptik bir vezikll proteini olan SV2A) ve
anormal elektriksel desarji bu yolla azaltarak antiepileptik etki gosterdigi

dusunulmektedir. Etki spektrumu oldukga genistir ve hem jeneralize hem de



Tablo 2. Valproik asidin yan etkileri (11,12,13)

Sistem Yan etki
Hematolojik Sistem Kemik iligi  supresyonu,  notropeni,
trombositopeni, trombosit fonksiyon

bozuklugu, aplastik anemi, kanama

zamaninda uzama

Endokrinolojik Sistem Obezite, insulin direnci, hiperandrojenizm,
tiroksin (T4 ) duzeyinde azalma, &strojen
ve progesteron seviyesinde azalma,
steroidogenez enzimlerinin

ekspresyonunda azalma

Santral Sinir Sistemi Depresyon, tremor, psikoz, ataksi,
sedasyon
Gastrointestinal Sistem Karaciger enzimlerinde yukselme,

heptotoksisite, bulanti, kusma, karin agrisi

Kas-iskelet Sistemi Azalmis kemik formasyonu, kemik mineral

dansitesinde azalma, rasitizm, osteopeni,

osteoporoz
Metabolik yan etkiler Hiperamonyemi
Diger Dokuntl, alopesi, teratojenik etkiler (noéral

tup defektleri, dismorfizm)

parsiyel epilepsilerde yaygin olarak kullaniimaktadir. (14)

idrarla atilip, karacigerde metabolize ediimemesi en &nemli
avantajidir. Cocuklarda 10-20 mg/kg dozdan baglanip haftalik arttirilarak 40-
50 mg/kg a kadar c¢ikilir. Hepatik sistemden metabolize olmadigi i¢in yan etki
profili ve ilag etkilesimleri sinirli olmakla beraber degisik sikhklarda goérilen
yan etkileri; somnolans, asteni, bas agrisi, dokuntl, psikoz, depresyon,
davranis bozukluklari, anemi, hematlri, trombositopeni, kemik mineral

dansitesinde azalma, osteopeni, osteoporoz degisik sikliklarda gorulir. (15)

2.2. Kemiklerde Uzama ve Bliyiime Kikirdagi Fizyolojisi
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Kemik dokunun olusumu genellikle 2 agamada olugur. Oncelikle kemik
dokunun matriksi olusur ve daha sonra santral ve hormonal mekanizmalarla
bu yapinin mineralizasyonu gerceklesir. iki farkli tip kemik olusumu vardir:
intramembranéz kemiklesme; embriyonal bag dokudan direk kemik dokusu
olugsmakta
Endokondral kemiklesme; daha sonra kemik dokuya donusecek hyalin
kikirdaktan olusan bir taslak yapi s6z konusudur.

Kemiklesme sureci devam ederken metafizle epifiz arasinda yaklagik
1-2 mm kalinliginda buyume kikirdagi (Epifizyal Plak) degisik faktorlerden
etkilenmekle birlikte yaklasik 18-24 vyaslarina kadar varligini surdurdr.
Epifizyal plak uzun kemiklerde boyuna uzamadan sorumludur ve zamanla

yerini kemik dokuya birakir.

2.2.1. Endokondral Kemiklesme

Endokondral kemiklesmede asil rol kikirdak hlcrelerine dusmektedir.
Uzun kemiklerin diafizinde baglayan kemiklesmeden epifizyal plak etkilenmez
ve daha sonra bu bdélgede bulunan hyalin kikirdak yapisindaki hlcrelerde
yapisal ve fonksiyonel farklilasmalar olusmaya baslar. Zamanla olusan
yaplya kalsiyumun ¢okmesi ile kemik doku olusumu tamamlanir ve bdylelikle

uzun kemiklerin uzamasi da durmus olur.

2.2.2. Buyuime Plagi

Epifizyal blyime plagdi mezoderm kaynakli ileri derecede Ozellesmis
bir kikirdak yapidir ve uzunlamasina kemik buUylimesinden sorumludur.
Pubertal donem sonrasinda yerini tamamen kemik dokuya birakir. Primer ve
sekonder ossifikasyon merkezleri birlesir ve bluyume plagi kapanmis olur.
(16,17,19,20)

2.2.3. Kikirdak Farklilagmasi
Kondrosit farklilagmasinin 4 major evresi vardir. (19,20,21,22)
Mezenkimal prektrsor hicreler (MPCs),
Prekondrositler
Erken kondroblastlar

Terminal farklilagsmis kondrositler
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Mezenkimal prekursor hucreler paraksiyal mesodermden, lateral plak
mesoderminden ve noral krestten iskelete gog ederler. Bu prekursor hucreler
bolunup prekondrositleri olustururlar. Uzun sekilden daha yuvarlak hale
donerler. (24) Mezensimal-endotelyal bileskeler, TGFB tarafindan sentezi
uyarilan fibronektin vasitasiyla stabilize edilir. (25,26) Farklilagan
prekondrosit hucreler Sox ailesi genlerini eksprese etmeye baglarlar. Sox
genleri, kollajen sentezini regule eder. (21,27,28) Sox 9 geni kondrogenezisin
baslangicinda kritik bir rol oynar. (29) Sox exprese eden hiucrelerin
osteoprogenitor hacrelere donustugu dusunulmektedir. (30) Kondroblastlar
prekondrositlerin farklilasmasi sonucu ortaya c¢ikan, yeni kemik dokusu
olusturabilen ve hizla ¢ogalabilen aktif kondrojenik hicrelerdir. Kondroblastlar
da kemik dokuya dénisum slrecinde Sox genlerini exprese etmeye devam
eder. (31) Prekondrosit hucrelerin farkhlagsmasi sonucu erken kondroblastlar
olusur ve kemigin uzunlamasina kolonlar seklinde organize olup hizla
¢ogalarak kikirdak yapidaki buyume plagini gelistirirler. Erken kondroblastlar
daha sonradan boélinmelerinin (proliferasyon fazi) durmasiyla farklilasma
donemine gecer ve hipertrofik zonu olustururlar. (32,33) Bu safhadaki
hicreler farklilasarak daha uzun (6-10 kat) hale gelirler ve bu durum
uzunlamasina blyumenin en 6nemli fazidir. (35) Hipertrofik zon hucreleri
ekstraselluler matriks ve kemik hucrelerinden ve vaskuler yapilardan salinan
endotelyal buyume faktorlerinin etkisinde, kalsifiye olarak kemik dokusuna
donusmeye basglar. (36) Ancak ayni zamanda birgok hipertrofik kondrosit kan
damarlariyla kargilasmadan 6nce kisa surede apoptozise ugrar. (37)

Blyume plagl olusum surecindeki kikirdak dokunun farklilasmasi ve
uzunlamasina kemik gelisim hizi yas ile birlikte azalir. intrensek faktérlerin
etkisiyle biyiime plaginin fonksiyonu azalmaya baslar. (34) insanlarda
sekslel olgunlagsmanin tamamlanmasiyla blyume plaginin proliferatif

kapasitesi azalir ve bu durum epifizyal flizyon olarak adlandirilir. (38)

2.2.4. Buyiime Plagi Morfoloji ve Fizyolojisi
Buyime plagr dinlenme zonu (resting zon), proliferatif zon ve

hipertrofik zon olmak Uzere U¢ zondan (Sekil 1) olusur. (1) Resting zon
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hucreleri yassi, kuguk, lipid ve vakuollerden zengin hucrelerdir. ( Sekil 2)
Resting zonda proliferasyon hizi ve kollajen sentezi dusuktur. (18, 19)
Resting zondan sonra proliferatif zon baslar. Buradaki hiicreler diz ve
kemigin uzun aksina paralel olarak kolonlar halinde dizilmiglerdir. Bolinme
hizi yuksek hucrelerden olugurlar. Mitotik aktivite daha c¢ok kolonlarin
bazalinde bulunur. Bu tabakada kollajen sentezi fazladir. (Sekil 7) (40)
Proliferatif zonun devaminda hipertrofik zon vardir. Bu tabakadaki hicrelerin
en dnemli 6zelligi DNA sentezinin azalmasi ve boélinmenin olmamasidir. (17)
Bolinme yerine ekstraselller matriksin komponentleri sentezlenir. Sadece bu
tabakada kisa zinzirli kollajen bulunur. Alkalen fosfataz da ilk kez burada
sentezlenir. Alkalen fosfataz kalsifikasyon igin gerekli fosfat iyon dizeyini
arttirarak, bayime plaginin genislemesinden sorumludur. (19, 20, 39) Bu

tabakadaki hucreler diger hicrelere gore oldukga buyukturler.

normal kikirdak biyume plag

——=T T

o resting-dinlenme zonu

proliferatif zon

Sekil 1. Bliyume plagi zonlari

Trabekuler kemige dogru dejenerasyona ugramis hucre miktari artar.
Sitoplazmik hacim artar ve erken kikirdak matriks olusumu ilgili mRNA
expresyonu artar (31). Hucrelerin hacmi artarken mitokondri ve endoplamik
retikulum gibi organellerin sayisi da artar (23, 35). Terminal farklilasma ve
kondrosit hipertrofisinde en 6nemli faktdrlerden biri kor baglayici faktor
1(CBFA1) ‘dir (41).

Trabekuler kemik, osteoprogenitor hucrelerin varhidiyla karakterize
olup kuglk kan damarlari goérulebilir (19, 20, 39).

Hipertrofik zondaki hiicrelerden farklilasmis kondrosite gecis olunca
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A; rezerve zon kondrositi B; proliferatif zon kondrositi

C; hipertrofik zon kondrositi

Sekil 2. Zonlara gore kondrosit morfolojisi

yeni grup genlerin ekspresyonu baslar. Bu genler ECM mineralizasyonu ve
apopitoziste rol alirlar. Kikirdak kalsifikasyonundan sonra kondrositler
apopitozise ugrar ve fagositozla yok edilirler. Kalsifiye alanlara kan damarlari
ve stromal hucreler gelmeye baslar(42, 43, 44). Hipertrofik kondrositlerden
salinan VEGF (vaskuler endotelyal growth faktor), vaskuller yapilarin

blylimesinde en dnemli faktérdir (23, 39).

2.2.5. Farklilasmanin Duzenlenmesi

Hipertrofik kondrositlerin degisim surecinde iki farkli mekanizma vardir;
ilki apopitozis, ikinci mekanizma ise farklilasmis kondrositlerin osteoblastlara
donustigu transdiferansiasyon islemidir (39). Transdiferansiasyon igin esasli

ve yeni genlerin ekspresyonu gerekir (42, 43).

2.2.6. Apoptozis

Resting zon hucresi proliferatif doneme girdikten sonra farkhlasmaya
baslarlar. Son olarak apoptozis ve mineralizasyon gerceklesir. Yasli ratlarda
geng ratlara gore apoptozis daha belirgindir. Apoptozis suUrecindeki anahtar
enzim ‘caspase’ lardir. Bu enzimler hucrelerin stoplazmalarinda apoptozisi
aktive etmek Uzere inaktif formda bulunurlar (39,44). Parathormonla iligkili
peptid (PTHrP) apoptozis inhibitéri olan Bcl-2'yi arttirarak, apoptozisi inhibe
eder. Glukokortikoidler fosfat gibi apoptoziste artisa yol acar (45, 46, 47, 48).
On gun boyunca glukokortikoidlerle tedavi edilmis hayvanlarda, hipertrofik
kondrositlerin apopitozis miktarinda artis sonucu blyume plagdi genigliginde

azalma oldugu gosterilmistir (45).
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2.2.7. Parathormonla iligkili Peptid ve Indian Hedgehog Peptid

Paratiroid hormon ve parathormon iligkili peptid perikondriumun ana
aktivatorleridir. Bunlar arasindaki denge kondrosit ¢ogalmasi ve
farkhlasmasini saglar. Parathormon iligkili peptid reseptorleri 6zellikle
prehipertrofik hlcrelerde ve proliferasyon zonunda bulunur. Parathormon
iligkili peptid, proliferasyon zonunun altindaki kondrositlerin hipertrofik
kondrositlere farklilagsmasini geciktirir ve hucreleri prehipertrofik kondrosit
evresinde tutar. PTH/PTHrP reseptér aktivasyonuyla PTHrP, G protein
aktivasyonu ile hidcre g¢ogalmasini uyarir ve onlarin prehipertrofik ve
hipertrofik kondrositlere donlUsumunu geciktirir. Cogalma bittikten sonra
kondrositlerden indian Hedgehog Peptid salgilanir. Indian hedgehog peptid
feedback ile PTHrP sentezini uyarir (49,51). Yapilan calismalarda
parathormonla iligkili peptid veya reseptorunin bulunmadigr transgenik
farelerde, kondrosit farkllasmasinda hizlanma ve erken hipertrofi sonucu
cucelik bulgulari goézlenmistir. Parathormonla iligkili peptidin fazla Gretiminin
de hicresel farklilasmada yavaslamaya baglh kemik uzunlugunda azalmaya
sebep oldugu gorulmastur (55).

Maturasyon ve terminal farklilasma Indian hedgehog (lhh) peptid
varligina da baghdir (49, 50, 51). Indian hedgehog peptid sentezi
mezenkimal yogunlagsmayla baslar ve kikirdak olusumu surecinde artar. Bu
surecin sonlanmasiyla da sentezi azalmaya baslar. Indian hedgehog peptid
yoklugunda, perikondrium kemik doku yerine periosta donusur (52). Indian
hedgehog peptid asiri salgilanmasi, kondrositlerin hipertrofik faza gegigsini

yavaslatan perikondrial PTHrP ekspresyonu arttirir (53, 54).

2.2.8. Tiroid Hormonu

Kondrosit ¢ogalmasini, farklilasmasini dizenleyen ve ECMdeki
degisikliklere etkili diger bir hormonal sistem de tiroid hormonla iligkili
sistemdir (56, 57). Tiroksin kollajen tip-10 sentezini arttinr (58). Tiroid
reseptorlerinden Tiroid reseptori-a, ¢ogunlukla kemik, kalp ve santral sinir
siteminde bulunur (59). Tiroid reseptoru-a1’i eksprese eden genlerde
meydana gelen delesyon sonucu, kemigin uzunlamasina buylimesinde

azalma, kikirdak mineralizasyonunda yetersizlik, buyume kikirdaginda
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yapisal organizasyon bozuklugu ve kondrosit hipertrofisinde eksiklik saptanir.
Tiroid reseptoru-a rat buyime plaginda, resting zon ve proliferatif zon
kondrositlerinde bulunur fakat hipertrofik zondaki kondrositlerde yoktur (60).
insan biiyiime plaginda ise ise bitiin kondrositlerde bulunur (61). invitro
calismalarda triiodotironinin (T3), buyume plagi kikirdaginin blyume ve
matirasyonunu uyardigi gosterilmigtir (60). Triiodotironin bununla beraber
MRNA ekspresyonunda, kollajen tip-10 seviyesinde, hicresel hipertrofide ve
ALP aktivitesinde artisa sebep olur (42, 44, 57, 62). Tiroid hormonu ayni
zamanda buyume hormonu (GH) ve insulin benzeri buyume faktoru-1 (IGF-1)

gibi diger buyume faktorlerinin de duzenleyicisidir (65).

2.2.9. Buyliime Hormonu ve IGF-1

Blyume hormonu (GH) ve insllin benzeri blyime faktéri-1 kemigin
uzunlamasina blylmesinin gugli uyaricilaridir. Insllin  benzeri biyime
faktoru-1 sentezi GH tarafindan duzenlenir ve hicre bdlunmesinde artisa
sebep olur (63, 64). Buyume hormonu etkisini karacigerde uretilen IGF-1
araciligiyla gosterir. Ayrica lokal etkisi ile buylme plagina direkt etki ederek
kemigin uzunlamasina blyumesine katkida bulunur. Yapilan ¢alismalarda,
bdylime hormonunun IGF-1'den bagimsiz olarak da buyume plagina etkili
oldugu gézlemlenmigtir. BaylUme hormonunun asil etkisi resting zondaki
kondrositleri proliferatif zona yoénlendirdigi ve ilerlemeyi hizlandirdigdi
bilinmektedir. IGF-1’in ise hipertrofik zona etkisinin oldugu fakat

proliferasyona etkisinin dusuk seviyede oldugu belirtilmigtir (66).

2.3. Antiepileptik ilaglarin Kemik Doku ve Biiyiime Plag Uzerine
Olumsuz Etkileri

Epilepsi hastalarinda kronik hastaliga bagli olarak ve kullanilan
antiepileptik ilaglara baglh olarak kemik saglhgi olumsuz etkilenir. Antiepileptik
ilaglarin kemik dokusu Uzerine olumsuz etkileri ¢ok c¢esitlidir (72, 73, 74, 81,
82). Sitokrom P450 enzim induksiyonuna bagh Vitamin D dulzeylerinde
azalma, bununla beraber Ca aliminda ve yeni olusan kemik doku
kalsifikasyonunda azalma, PTH salgisinda artis ve sonucunda kemik

dokudan kalsiyum mobilizasyonunun artmasi ile kemik mineral dansitesini
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azaltarak erken c¢ocukluk doneminde rasitizm ilerleyen donemlerde
osteoporoz ve fraktur riskini arttirir. Kullanilan antiepileptik ilaca gére bu
etkiler degismekteyken c¢alismamizda kullandigimiz antiepileptiklerden
valproik asit de bu etki daha belirginken levetirasetamda daha sinirh oldugu
bilinmektedir. Antiepileptiklerin kemik metabolizmasi, kemik mineral dansitesi
uzerine olumsuz etkileriyle alakall literatirde birgok galisma bulunmaktadir
(72,73, 74, 81, 82).

Valproik asit osteoblast ve osteoklast aktivitesini inhibe eder. Valproik
asit; kemik turnoverini ile kemik rezorpsiyonunu arttirir ve kemik
rezorbsiyonunu bozar. (67, 68, 69)

Farhat ve arkadaslari enzim indUksiyonu yapan ve yapmayan
antiepileptik ilaclarin etkilerini karsilastirdiklari ¢alismada, Vitamin D
seviyeleri ile kemik mineral dansitelerinin korele olmadigi, sonug olarak da
antiepileptik ilaglarin kemik doku Uzerindeki olumsuz etkilerini kalsiyum
metabolizmasi yaninda osteoblast-osteoklast fonksiyonlarini inhibe ederek
gOsterdiklerini belirtmis. (70)

Kwiecinska ve arkadaslarinin valproik asit ve levetirasetamin etkilerini
karsilastirdiklari galismada, valproik asidin caspaz enzim kaskadini uyararak
apoptozu uyardigi fakat levetirasetamin apoptoz Uzerine etkisi olmadigi
g6zlenmis. (71)

Yukarida belirtildigi Gzere buylime kikirdagi farklilasmasi, kemik
dokuya donusmesi ve kapanmasi uzerine etkili birgok hormon ve blyume
faktora etkilidir. Bu calismayi planlarken antiepileptik ilaglarin kemik doku
Uzerine olumsuz etkileri oldugu gibi osteoblast-osteoklast fonksiyonlarini
bozarak, hormonlar ve blylume faktorlerini Gzerinden de etki ederek bliyime
plag! Uzerine olumsuz etkileri olabilecegini disunduk.

Bununla beraber antiepileptik ilaglarin buyime plagi Gzerine etkilerini
arastiran calisma sayisi oldukc¢a sinirlidir. Robinson ve arkadaslarn degisik
antiepileptik ilag alan hastalarda parathormon seviyelerinde diusme ve
bununla paralel olarak iskelet gelisiminde yavaslama, epifizyal plagin erken

kapanmasi, kuguk ve bozuk dis yapisi gozlendigini bildirmis (72).
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Yine 1988 yilinda Robinson ve ark. ratlar Uzerinde vyaptiklari
calismada; valproik asit, fenitoin ve karbamezepinin buyume kikirdagina
etkisini degerlendirmisler. Her U¢ antiepileptik uyguladiklari gruplarda
buyume kikirdaginin kontrol grubuna gore daha ince oldugunu ve kondrosit
sayisinin da yine kontrol grubuna gore daha az oldugunu gozlemigler. (73)
Wu ve arkadaglari valproik asidin kemigin uzunlamasina buylimesi Uzerine
etkilerini arastirdiklari ¢alismada, valproik asidin, kondrosit proliferasyonunu
baskiladigi, buyime kikirdagindaki kartilaj formasyonunu bozarak
uzunlamasina kemik biyumesini olumsuz etkiledigini gozlemlemisler. (74)
Borusiak ve ark. (2013) valproik asit ve levetirasetam kullanan hastalar
Uzerinde yapilan kontrollli galigmada, hastalarin %24,4 inde hipokalsemi, %
25,4 Unde hipofosfatemi, % 13,3 Unde Vitamin D dizeyinde azalma
gozlemlenmis. (75)

El-Khayat ve arkadaslarinin valproik asit kullanan epilepsi hastasi
¢ocuk ve adolesanlar Uzerinde vyaptiklari g¢alismada; c¢ocuklarin boylari
kontrol grubuna goére daha kisa saptanmis. Ayrica bazal GH ve IGF-1
seviyeleri arasinda anlamli fark saptanmazken uyarilmis GH ve IGF-1
seviyeleri agisindan tedavi alan grupta kontrol grubuna goére anlamh
derecede dusuklik gozlemlenmis. (76)

Gungér ve arkadaslarinin valproik asit kullanan pre-pubertal
dénemdeki cocuklar Gzerinde yaptiklari calismada, tedavi alan grupta kontrol
grubuna gore IGF-1, IGFBP-3seviyelerinde anlamli dusus saptanmis. (77)
Blyume kikirdagi tzerinde Ozellikle pubertal donemde daha belirgin olmakla
beraber glukokortikoidlerin ve sex hormonlarinin da etkisi bulunmaktadir.
Leskiewicz ve arkadaglarinin yaptiklari ¢galismaya gore, valproik asit ratlarda
CRH salinimini azaltmaktadir. (78)

Kristine ve arkadaglarinin valproik aist ve levetirasetamin
steroidogenezis Uzerine etkilerini arastirdiklari c¢alismada, valproik asitin
steroidogenezde onemli promotor genlerin ekspresyonunu ve ozellikle
Ostradiol dretimini belirgin azalttigi, levetirasetamin etkilerinin daha sinirli

oldugu sonucuna varmislar. (79)
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Apak ve arkadaslarinin valproik asit kullanan pre-pubertal yaptigi
calismada, T4 seviyelerinde kontrol grubuna gore anlamli azalma gozlenmis.
(80)

Levetirasetam da c¢ocukluk ¢caginda valproik asit gibi oldukga yaygin
kullanilan yeni kusak bir antiepileptik ajandir. Levetirasetam kemik mineral
dansitesini azaltmadan kemik dokunun dayaniklihgini azaltir. (81)
Levetirasetam osteokalsin seviyesini azaltarak kemik dokunun formasyonunu
bozar. Levetirasetam ayrica serum Ostradiol seviyesini azaltarak da dolayl
olarak kemik turnoverini arttirir. Levetirasetam, femur boynu gibi kikirdak
doku ve trabekiler kemikten zengin bdlgelerde mineralizasyonu inhibe
ederek endokondral kemiklesmeyi azaltir. (82)

Levetirasetamin endokondral kemiklesmeyi azaltip, epifizyel plagin
mikrostruktlryel yapisina olumsuz etkisi 6zellikle prepubertal dénemdeki
ratlar GUzerinde daha belirgindir. (83)

Taubgll ve arkadaslarinin yaptiklari ve valproik asit ile levetirasetamin
apoptoz Uzerine etkilerini kargilastirdiklar ¢calismada; her iki ilacin caspaz-3
aktivitesini arttirdigi ve levetirasetamin pro-apoptotik etkisinin valproik asitten
daha fazla oldugu sonucuna varmislar. (84)

Kesim ve arkadaslarinin, monoterapi alan epileptik hastalar tUzerinde
yaptiklari, antiepileptik ilaglarin tiroid fonksiyonlari Uzerine etkilerini
arastirdiklari calismada; levetirasetam alan grupta TSH dizeyinde anlamli
disme saptanirken, valproik asit alan grupta T4de azalma ve TSH da artig
saptanmis. (85)

Cansu ve arkadaslarinin boy uzamasi ve buylime hormon analizi
yaptiklari  calismalarinda prepubertal c¢ocuklarda valproik asit ve
okskarbazepinin blylime Uzerine etkilerini degerlendirmigler.
Okskarbazepinin IGF-1 ve IGFBP-3 duzeyini arttirarak cocuklarda lineer
blylumeyi stimile ettigi, valproik asitin ise ghrelin seviyesini azalttigi fakat
lineer blylime UGzerine etkisinin olmadigini saptamislar. (86)

Valproik asit ve levetirasetam gocukluk yaginda oldukg¢a sik kullanilan
antiepileptik ilaglardandir. Yukarda anlatildigi Gzere insan vicudunda bir¢gok

doku, organ ve sistem Uzerinde olumsuz etkileri olabilmektedir. Ozellikle
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cocuklar gibi buyume ve gelisme donemindeki organizmalarda ileriye yonelik
bu olumsuz etkiler daha belirgin olabilmektedir. Biz de bu sik kullanilan iki
ilacin gocuklarin buyume kikirdagi, kemik uzamasi ve olasi nihai boy Uzerine
etkilerini aragtirmak Uzere g¢alismamizi planladik.

Bu calismayi insanlar Uzerinde yapmanin histomorfolojik ineceleme
yapilamayacagindan subjektif sonuglar ortaya koyacagini dusunerek ratlar
Uzerinde yapmayi planladik. Bilindigi Gzere ratlarin yasam doéngusu; ilk hafta
yenidogan dénemi olmak Uzere, 2-3 haftadan itibaren infant ddnem, 5-6 hafta
pre-pubertal donem, 8-10 hafta pubertal/adolsesan donem, 5-6 ay erigkin
donem olarak devam etmektedir. Buyume kikirdagini inceleyecegimiz igin
pubertal donem ve oOncesi sex steroidlerinden etkilenmemesi igin
calismamizda 3 haftalik sicanlari sectik. ilaglarin plak Uzerine etkileriyle
alakali net veriler elde etmek icin histomorfolojik inceleme yaptik.
Calismamiz, literatirde antiepileptik ilaglarin buyime kikirdagi Uzerine
etkileriyle iligkili calisma oldukgca sinirliyken, bu sekilde histomorfolojik

inceleme agisindan bizim bilgilerimiz dahilinde ilk caligmadir.
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GEREG VE YONTEM

Bu calisma, Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlari Merkezi
(YUDETAM) ile GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi Patoloji
Laboratuvarlarinda Mart 2013 ile Mayis 2013 tarihleri arasinda yapildi.

Calismaya, Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulunun
19.02.2013 tarih ve 309 sayili onay! alinarak baslandi. Batin ratlar ayni
ortamda kaldi, annelerinden ayrildi. Ratlarin su alimi serbest birakildi (Sekil
4). Calisma ve sakrifikasyon éncesi tim ratlarin agirh@: ol¢ildu. Herbiri Gg¢
haftalik sekiz Wistar rattan olusan Ug¢ grup olusturularak:
Grup 1; 2 hafta sureyle 600 mg/kg/gin dozundan gavaijla oral olarak valproik
asit (Depakin oral solisyon/200 mg/ml, Sanofi-Aventis),
Grup 2; 150 mg/kg/gun dozundan levetirasetam (Keppra 100 mg/ml, UCB
Pharma)
Grup 3; 0,1 cc/gun %0,9 NaCl uygulandi.

iki haftallk uygulamadan sonra dekapite edilen ratlarin biyime

plaklari alindi.

k

Sekil 3. Ratlarin yasadigi ortam

3.1. Buyume Plaklarinin Alinmasi
Ratlar 2 haftalik ilag uygulamasi sonrasi dekapitasyonla sakrifiye
edildi. Sag ve sol tibialar dekapitasyondan hemen sonra buyime plaklari

incelenmek Uzere g¢ikarildi (Sekil 8). Tibialar %10’luk formaldehit icinde tespit
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edildi (Sekil 9). Daha sonra ratlarin sag ve sol tibialarina sagittal kesi yapildi
(Sekil 10). Doku takip igleminden sonra preparatlar parafin bloklarda

saklandi.

Sekil 4. Dekapitasyon sonrasi alinan  Sekil 5. Formaldehit icinde fikse

rat tibialari edilmis rat tibialan

Sekil 6. Tibialara sagittal kesi uygulanmasi

3.2. Biiyiime Plaklarinin incelenmesi

Ratlara ait preparatlar GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi Patoloji
Laboratuari tarafindan hazirlanarak incelendi. Patolog calisma &éncesinde
calismanin amaci ve gruplar hakkinda bilgi sahibi degildi. Preparatlardan dort
pm kalinhginda kesitler alinip Hematoksilen&Eosin ile boyandi. Materyal
yuksek rezolisyonlu mikroskop (Nikon Eclipse E600) altinda incelenerek ¢
farkli yerden zonal dl¢gim yapilacak sekilde (Nikon E5400 kamera ile) gorintd
alindi (Sekil 12,13,14). Elde edilen goruntiler zon Olgim analizi igin

bilgisayarli ortama aktarild1.
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3.3. Bilyiime Plagi Uzunlugu ve Zonlarin Olgiimii

Boyama sonrasinda tibia buyime plaginin zonlar 6lg¢iuldu. Resting
(dinlenme) zon sekonder ossifikasyon merkezinden kondrositlerin kolumnar
yaplya donustikleri yere kadar Olgllerek kaydedildi. Proliferasyon zonu
kolumnar kondrositlerin baglangicindan basik oldugu yere kadar olguldu.
Hipertrofik zon basik kondrositlerden primer ossifikasyon merkezinin
proksimaline kadar Olguldu. Vertikal bir c¢izgi c¢ekilerek zon uzunluklar
Olguldd. Biyume plaginin toplam uzunlugu primer ve sekonder ossifikasyon
merkezleri arasindaki mesafenin toplami olarak belirlendi (13). Buyume plagi
zonlarinin dlgumu, ACD See Photo Editor 2008 (ACD Systems International,
USA) programi kullanilarak bilgisayar ortaminda yapildi ve sonuglar kontrol

grubu ile karsilastinidi.

3.4. istatistiksel Analiz

Arastirmada, anket uygulamasi ile elde edilen ham bilgilerin veri haline
donustirdlmesi ve analizi icin IBM SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) for Windows 20 istatistik yazilim paket programi kullanilmistir.
Verilerin analizi yapilirken tanimlayici istatistiklerden aritmetik ortalama,
standart sapma, minimum, maksimum kullaniimistir.

Aragtirma verilerinin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov
testi ve grafiksel gosterimlerle bakiimistir. Verilerden agirlik normal dagilima
uygunluk gostermedigi icin Kruskal Wallis ve Mann Whitney U test kullanildi.
Sonuglar  %95’lik guven arahdinda, anlamhhk p<0,05 dizeyinde

degerlendirildi.
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BULGULAR

Calismaya katilan ratlar her Gg¢ grupta da 4 erkek 4 disi olmak Uzere 8

rattan olugsmaktaydi. Ratlarin, yasam ortamlari, baslangic ve c¢alisma
sonundaki kilolari arasinda bir fark gdézlenmedi. Calisma baslangicinda
458 +/- 2,3 gr,

levetirasetam grubunda ratlarin ortalama agirhklari; 47,56 +/-1.4 gr ve kontrol

valproik asit grubunda ratlarin ortalama agirliklar;
grubundaki ratlarin ortalama agirliklari; 44, 4 + 1,9 gr olarak él¢uldi. Calisma
sonunda valproik asit grubunda ratlarin ortalama agirliklari; 74,8 +/- 2,2 gr,
levetirasetam grubunda ratlarin ortalama agirliklari; 77,6 +/-3.4 gr ve kontrol
grubundaki ratlarin ortalama agirliklari; 84, 2 +/- 4,9 gr olarak olguldu.
Calismada agirlik takipleri ve histomorfolojik dlgimler agisindan cinsiyetler
arasinda anlamli bir farklik gézlenmedi.

Calismaya katillan 3 grup arasinda proliferatif zon, hipertrofik zon ve
total zon ile bu degiskenlerin oranlarinin farkliliklari istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0,05). U¢ grup arasinda resting zon degiskenin farkliligi

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,815).

Tablo 3. Gruplarda buyume kikirdaklarinin histomorfolojik dlgtimleri ve zonlarin

total zona oranlari

Grup Resting | Proliferatif | Hipertrofik Total Oranl Oran 2 Oran 3
Zon Zon Zon Zon Rest. /Tot. Pro. /Tot. Hiper./ Tot.

Kontrol 27,749,3 89,2421 93,6+21,2 | 210,7+41,9 0,13 0,42 0,44
(N=8)

VPA 28,8111 205+56,9 136+28,1 | 369,88171, 0,08 0,55 0,37
(N=8) 9 4

LEV 27,1+7,6 | 120,8+17,9 123+23,5 | 283,5+84,7 0,10 0,45 0,45
(N=8)

Kontrol grubu ve valproik asit grubu arasinda proliferatif zon,

hipertrofik zon ve total zon ile bu degiskenlerin oranlari, resting zon oranlari
acisindan faklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Valproik asit
alan grupta bayume kikirdagi anlamli oranda geniglemis saptandi
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Sekil 7. Kontrol grubu ile valproik asit grubunun zon uzunluklarinin

kargilastiriimasi

Valproik asit verilen grupta proliferatif zon, hipertrofik zon ve total zon
uzunluklari ile bu zonlarin total zona oranlari kontrol grubuna oranla
istatistiksel anlamh derece daha yuksek saptandi (p<0,05). Valproik asit
verilen grupta plakta 6zellikle geniglemeden sorumlu proliferatif ve hipertrofik
zonun total zona oranlari da anlamli derecede yuksek saptandi. Valproik asit
verilen grupta kontrol grubuna goére resting zonun uzunlugu agisindan
anlamli fark yokken, resting zonun total zona orani kontrol grubuna anlamli
derecede dusuk bulundu (p<0,05).

Levetirasetam verilen grup ile kontrol grubu arasinda proliferatif zone,
hipertrofik zone ve total zone acgisindan faklilik istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0,05). Levetirasetam verilen grupta proliferatif zon, hipertrofik zon
ve total zonun uzunluklari kontrol grubuna goére anlamli derecede yuUksek
saptanirken bu zonlarin total zona oranlari arasinda kontrol grubuna goére
anlamh bir fark saptanmadi. Levetirasetam verilen grupta buyime kikirdagi
kontrol grubuna gore anlamli derecede genislemis olarak saptandi.
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Sekil 8. Kontrol grubu ile valproik asit grubu arasindaki zonlarin total zona

oranlarinin karsilastiriimasi
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Sekil 9. Kontrol grubu ile levetirasetam grubunun zon uzunluklarinin

karsilastiriimasi

24



Valproik asit ve levetirasetam verilen gruplar karsilastiriidiklarinda;
valproik asit verilen grupta proliferatif zon ve total zon uzunlugu levetirasetam
verilen gruba goére anlamh derecede yuksek saptandi (p<0,05). Bu iki
antiepileptigin bliyume kikirdaginda yaptigi genisleme valproik asit alan

grupta daha belirgin olarak gozlendi.
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Sekil 10. Valproik asit grubu ile levetirasetam grubunun zon uzunluklarinin

kargilastiriimasi

Yine valproik asit verilen grupta proliferatif zonun total zona orani
levetirasetam verilen gruba goére anlamli derecede yuksek, hipertrofik zonun
total zona orani ise levetirasetam verilen gruba gore anlamli derecede dusuk
bulundu (p<0,05).
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Sekil 11. Valproik asit grubu ile levetirasetam grubu arasinda; zonlarin total

zona oranlarinin karsilastiriimasi

Tablo 4. Gruplarin birbirleri arasindaki farklar

Kontrol/Valproik asit

Kontrol/Levetirasetam

Valproik

asit/Levetirasetam

Resting Zon 0,494 0,833 0,752
Proliferatif Zon 0,001* 0,009* 0,005*
Hipertrofik Zon 0,005* 0,009* 0,171

Total Zon 0,001* 0,012* 0,018*
Oran 1 0,027* 0,059 0,294
Oran 2 0,002* 0,093 0,003*
Oran 3 0,036* 0,400 0,021*
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Sekil 12. Valproik asit grubunda buyime plagi (x 100 buyitme)
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Sekil 13. Levetirasetam grubunda buylme pla
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Sekil 14. Kontrol grubunda blytime plagi (x 100 biyutme)
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TARTISMA

Bu calismamizda antiepileptik ilaglarin infant ratlarin buyume kikirdagi
uzerine etkilerini arastirdik. Valproik asit ve levetirasetam alan gruplarda
kontrol grubuna oranla bliyime kikirdaginda resting zon disinda proliferatif
zon, hipertrofik zon ve total zonun daha geniglemis oldugunu saptadik.
Ayrica valproik asit alan grupta proliferatif zon ve hipertrofik zonun total zona
oranlarinin da kontrol grubuna gore anlamli derecede yuksek oldugunu
gozlemledik.

Bliyume kikirdagi farklilagsmasi, kemik dokuya donusmesi ve
kapanmasi uzerine birgok hormon ve buyume faktorinin etkili oldugu iyi
bilinmektedir. Antiepileptik ilaglarin kemik metabolizmasi Uzerine olumsuz
etkileri oldugu gibi osteoblast-osteoklast fonksiyonlarini bozarak, hormonlar
ve blUyume faktorlerini Uzerinden de etki ederek buyume pladi Uzerine
olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir. El-Khayat ve arkadaslarinin valproik
asit kullanan epilepsi hastasi ¢ocuk ve adolesanlar Uzerinde yaptiklari
calismada, cocuklarin boylari kontrol grubuna gore daha kisa saptanmis.
Ayrica bazal GH ve IGF-1 seviyeleri arasinda anlaml fark saptanmazken
uyariimis GH ve IGF-1 seviyeleri agisindan tedavi alan grupta kontrol
grubuna gore anlamli derecede dusukluk gozlenmis. (76) Gungor ve
arkadaslari da valproik asit kullanan pre-pubertal dénemdeki cocuklar
Uzerinde yaptiklari calismada, tedavi alan grupta kontrol grubuna goére IGF-1,
IGFBP-3 seviyelerinde anlamli disus saptamis. (77) Apak ve arkadaslarinin
valproik asit kullanan pre-pubertal gocuklarda yaptigi c¢alismada, tiroksin
seviyelerinde kontrol grubuna gére anlamli azalma gézlenmis. (80) Kesim ve
arkadaslarinin, monoterapi alan epileptik hastalar Uzerinde yaptiklari,
antiepileptik ilaglarin tiroid fonksiyonlari Uzerine etkilerini arastirdiklar
calismada; levetirasetam alan grupta TSH (ag¢ik) dizeyinde anlamh disme
saptanirken, valproik asit alan grupta tiroksinde azalma ve TSH da artis
saptanmis. (85) BuylUme plagini histomorfolojik olarak inceleyip zon
Olcimlerini yaptigimiz g¢alismamizda kantitatif hormonal analiz yerine
bdyUmenin etkilenmesini farkli bir agidan degerlendirmis olduk. Bu konu

calismamizin bir limitasyonu gibi gérinse de konuya farkh bir yorum
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getirmesi acisindan degerlendirilebilir. Caligmamizin sonucunda ratlara
verdigimiz valproik asit ve levetirasetamin buyume kikirdagini genislettigini
saptadik.

Antiepileptik ilaglarin buyume plagl uzerine direkt etkilerini aragtiran
calisma sayisi oldukga sinirliydi. Robinson ve arkadaslar degisik
antiepileptik ilaglar alan hastalarda parathormon seviyelerinde dusme ve
bununla paralel olarak iskelet gelisiminde yavaslama, epifizyal plagin erken
kapanmasi, kiguk ve bozuk dis yapisi gézlemlemislerdir. (72) Valproik asit,
fenitoin ve karbamezepinin buylime kikirdagina etkisini degerlendiren benzeri
bir calismada buyume kikirdaginin ilag verilen grupta kontrol grubuna gore
daha ince oldugunu ve kondrosit sayisinin da yine kontrol grubuna gore daha
az oldugunu goézlemigler. (73) Biz valproik asit ve levetirasetamin blylime
kikirdagi Uzerine etkilerini degerlendirdigimiz ¢calismada hormonal bir analiz
yapmadik fakat Robinson ve arkadaslarinin aksine valproik asidin biylime
kikirdagini uzattigini gozlemledik.

Cansu ve arkadaslari boy uzamasi ve buyime hormon analizi
yaptiklari  g¢alismalarinda prepubertal c¢ocuklarda valproik asit ve
okskarbazepinin baylime Uzerine etkilerini degerlendirmigler.
Okskarbazepinin IGF-1 ve IGFBP-3 duzeyini arttirarak cocuklarda lineer
blylumeyi stimule ettigi, valproik asitin ise ghrelin seviyesini azalttigi fakat
lineer blylime Uzerine etkisinin olmadidini saptamislar. (86) Fakat bu
¢alisma klinik bir ¢alisma olup genetik ve beslenme gibi faktorlerin etkisini
diglamamakta, buyume hormonlarinin ve buyume faktorlerinin serum
seviyesinin artmasiyla varilan subjektif bir sonu¢ olarak kalmaktadir. Ayrica
buyume kikirdagl uUzerine antiepileptiklerin etkileri ancak deneysel olarak
gosterilebilir. Wu ve arkadaslari da valproik asidin kemigin uzunlamasina
blyUmesi Uzerine etkilerini arastirdiklari deneysel ¢alismada, valproik asidin,
kondrosit proliferasyonunu baskiladigi, buyime kikirdagindaki Kkartilaj
formasyonunu bozarak uzunlamasina kemik buyimesini olumsuz etkiledigini
g6zlemlemigler. (74) Ancak bu calismada bizim yaptigimiz sekilde buyume
kikirdagi zon dlgumleri yapiimamis olup, hicre kiltart dizeyinde etkilenme

arastinimistir.

30



Bilindigi Uzere buyume kikirdaginda kondroblastlar daha sonradan
boélinmelerinin (proliferasyon fazi) durmasiyla farklilasma donemine gecer ve
hipertrofik zonu olustururlar. Bu asamadaki hlcreler farkhlasarak daha uzun
(6-10 kat) hale gelirler ve bu durum uzunlamasina blyUimenin en dnemli
fazidir. Calismamizda valproik asit ve levetirasetamin bayime plaginda hem
proliferatif zon hem de hipertrofik zonda uzamaya neden olarak plagi
geniglettigini gozlemledik. Uyguladigimiz antiepileptikler buyime kikirdagini
genigletmis olsa da bu sonu¢ endokondral kemiklesme ve uzunlama kemik
bdyUmesinin tim basamaklarini yansitmamaktadir. Hipertrofik zon hucreleri
ekstraselluler matriks ve kemik hucrelerinden ve vaskuler yapilardan salinan
endotelyal bluyume faktorlerinin etkisinde, kalsifiye olarak kemik dokusuna
donlismeye baslar. Ancak ayni zamanda birgok hipertrofik kondrosit kan
damarlariyla kargilagsmadan 6nce kisa surede apoptozise ugrar. Resting zon
hdcresi proliferatif doneme girdikten sonra farklilagmaya baslarlar. Son olarak
apoptozis ve mineralizasyon gercgeklesir. Yagh ratlarda gen¢ ratlara gore
apoptozis daha belirgindir. Valproik asit ve 6zellikle levetirasetam caspaz-3
aktivitesini arttinp pro-apoptotik etki gostermektedir (84). Benzer bir
calismada valproik asidin caspaz enzim kaskadini uyararak apoptozu
uyardig fakat levetirasetamin apoptoz Uzerine etkisi olmadigi saptanmistir
(71). Yapilan invitro calismalarda yuksek fosfat icerigi olan kondrositlerde
apoptotik aktivitenin artmis oldugu gdsterilmistir (49). Parathormonla iligkili
peptid (PTHrP) apoptozis inhibitdori olan Bcl-2'yi arttirarak, apoptozisi inhibe
eder. Glukokortikoidler fosfat gibi apoptoziste artisa yol agar. On gin
boyunca glukokortikoidlerle tedavi edilmis hayvanlarda, hipertrofik
kondrositlerin apopitozis miktarinda artis sonucu buyume plagi genisliginde
azalma oldugu gosterilmigtir. Buyume kikirdagi Uzerinde o6zellikle pubertal
donemde daha belirgin olmakla beraber glukokortikoidlerin ve seks
hormonlarinin da etkisi bulunmaktadir. Ayrica yapilan galismalarda valproik
asitin ratlarda CRH salinimini azalttigi gozlenmistir (78). Valproik asit ve
levetirasetamin  steroidogenezis Uzerine etkilerinin  arastinldigi  baska
calismada, valproik asitin steroidogenezde o6nemli promotor genlerin

ekspresyonunu ve Ozellikle Ostradiol dretimini  belirgin  azalttigr,
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levetirasetamin etkilerinin daha sinirli oldugu sonucuna varilmistir (79). Bu
yuzden calismamizi pubertal doneme ait hormonal etkilerden arindirmak
amaciyla infant dénemdeki ratlar Gzerinde yaptik.

Valproik asit ve levetirasetamin buyume kikirdagi Uzerine net etkilerini
gOsteren calisma sayisi fazla olmamakla beraber endokondral kemiklesme
uzerine literatirde tanimlanmis Onemli yan etkileri bilinmektedir. Bununla
beraber yapilan c¢alismalar antiepileptik ilaglarin buyume kikirdag:r ve
endokondral kemiklesme uzerine olumsuz etkilerinin plagin zonlarinda
meydana gelen degisiklik, hormonal etkiler ve apoptotik surecgle sinirh
olmadigint da goOstermektedir. Valproik asit osteoblast ve osteoklast
aktivitesini  inhibe ederek kemik rezorpsiyonunu arttirir ve kemik
mineralizasyonunu bozar. (67, 68, 69) Farhat ve arkadaslari enzim
indUksiyonu yapan ve yapmayan antiepileptik ilaglarin  etkilerini
kargilastirdiklari calismada, Vitamin D seviyeleri ile kemik mineral
dansitelerinin korele olmadigi, sonug¢ olarak da antiepileptik ilaglarin kemik
doku Uzerindeki olumsuz etkilerini kalsiyum metabolizmasi yaninda
osteoblast-osteoklast fonksiyonlarini inhibe ederek gosterdiklerini belirtmigler.
(70) Valproik asit gibi levetirasetamin da osteokalsin seviyesini azaltarak
kemik dokunun formasyonunu bozmakta ve femur boynu gibi kikirdak doku
ve trabekuler kemikten zengin bolgelerde mineralizasyonu inhibe ederek
endokondral kemiklesmeyi azaltmaktadir. (82) Yine levetirasetamin
endokondral kemiklesmeyi azaltip, epifizyel plagin mikrostriktirel yapisina
olumsuz etkisinin 6zellikle prepubertal donemdeki ratlar Uzerinde daha
belirgin oldugu gb6zlemlenmistir. (83) Calismamizda valproik asit ve
levetirasetamin blylme plagini geniglettigini gézlemledik. Ancak bu etkinin
endokondral kemiklesmenin son basamaginda genisleyen kikirdak dokunun
mineralizasyonunda azalmaya bagli oldugunu duslinmekteyiz. Literatirde
daha 6nce kemik metabolizmasi, kalsiyum ve fosfor dizeyleriyle alakali
bircok c¢alisma oldugu icin calismamizda bu verileri tekrar analiz etmek
istemedik. Apopitoz boyasi buyime hormonu, IGF-1, IGFBP-3, parathormon,
tiroid hormonlari gibi buylime faktorlerinin analiz edilmemesi ¢alismamizin

etkinligini ~ kisittamaktadir.  Antiepileptik ilaglarin  buyume plagi ve
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uzunlamasina kemik buyUmesi Uzerine etkilerini daha net olarak ortaya
koymak icin hormonal faktorlerin ve apoptozun olasi etkilerini  birlikte

degerlendirmek gerekmektedir.
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SONUG VE ONERILER

Epilepsi ¢ocuklarda en sik gorulen norolojik hastaliktir ve tedavide
antiepileptik ilaglar tium dunyada olduk¢a yaygin olarak kullaniimaktadir.
Zamanla bu ilaglarin yan etkilerini tanimlayan c¢alismalar yapilmakta ve
cocuklar gibi buyldyen ve gelisen organizmalarda bu ilaglarin segimi gittikce
daha ¢cok 6nem kazanmaktadir.

Biz yaptigimiz caligmayla gocukluk c¢agi epilepsilerinde oldukg¢a sik
kullanilan genig spektrumlu valproik asit gibi eski kusaktan ve levetirasetam
gibi yeni kusaktan iki antiepileptik ilacin buyume ve hedef boy uzerine
etkilerini deneysel olarak arastirmayi amagladik. Buldugumuz sonuglara gore
valproik asit ve levetirasetam buylme plaginda kontrol grubuna gore
uzamaya neden olmakta ve bu durum aslinda bastan kurdugumuz hipotezle
celisecek sekilde anlamh olmakla beraber endokondral kemiklesme ve
uzunlama kemik blyumesinin tim basamaklarini yansitmamaktadir.

Calismamiz sadece buylme plaginin zonlarini degerlendirmeye
yonelik sinirli bir analiz imkani vermektedir. ileriye doniik olarak,
calismamizda kullandigimiz ydntemin yaninda buyime ve kemiklesme
uzerine etkili hormonlar ile reseptorlerini ve apoptoz surecini analiz edecek
calismalarla daha anlamli sonuglar elde edilebilir. Bdylelikle kullanilan
ilaclarda degisiklik yada bu olumsuz etkileri azaltacak ek tedbirler

alinabilecektir.
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