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Lamotrigin kullanan epileptik ratlarin yeni dogan yavrularinin karacigerlerinde
oksidatif hasarin incelenmesi

Evaluation of Hepatic Oxidative Damage in the Offspring of Pregnant Rats
Administered Lamotrigine
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OZET
Bu ¢alismada amacimiz epilepsi tedavisinde sik¢a kullanilan
antiepileptik ilaglardan lamotirijinin yalniz veya folik asit ile
birlikte gebelikte kullaniminin  yeni dogan yavrularin
karacigerlerinde oksidatif stres parametreleri {izerine etkilerini
arastirmaktir.
Calismamiz 170-250 gr agirliginda 10 adet eriskin disi Wistar-
albino tiirii rat ve bunlardan dogan 20 yavru rat ile yapildi.
Ratlar; Gebe ratlar kontrol grubu, deneysel epilepsi grubu,
lamotrijin  grubu, lamotrijin+deneysel epilepsi grubu ve
lamotrijin epilepsi+folik asit olarak bes gruba ayrildi. Gebeligin
13. Giinlinde gebe ratlara deneysel penisilin akut epilepsi modeli
olusturuldu. Lamotrijin grubuna gebeligin ilk giiniinden itibaren
her gilin intraperitoneal enjeksiyon ile 25mg/giin dozunda
lamotrijin verildi. Lamotrijintfolik asit grubuna her giin
intraperitoneal enjeksiyon ile 25mg/giin dozunda lamotrijin ve
400pg/kg folik asit verildi. Daha sonra gebe ratlarin dogum
yapmalar1 beklendi. Dogumdan hemen sonra yeni dogan ratlarin
karacigerlerinde glutatyon, malondialdehit, glutatyon peroksidaz
ve superoksid dismutaz seviyeleri spektrofotometrik olarak
olgtildi.
Lamotrijin ve lamotrijin+epilepsi gruplarina ait biyokimyasal
degerler incelendiginde, karaciger malondialdehit anlamli bir
sekilde yiikseldigi, glutatyon peroksidaz enzim
aktivasyonlarinin  kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli azalmig oldugu goriildii. Folik asit ile birlikte lamotrijin
verilen grupta, karaciger doku Orneklerine ait malondialdehit
diizeylerinin anlamli azaldig1, glutatyon ve glutatyon peroksidaz
diizeyinin arttig1 tespit edildi.
Gebe ratlar {izerinde gergeklestirmis oldugumuz bu c¢aligmada,
lamotrijin kullanimmin yeni dogan yavrularin karacigerlerinde
erken donemde bir oksidatif hasar meydana getirebilecegi ancak
meydana gelen oksidatif doku hasarmin folik  asit
kullanildiginda engellendigi biyokimyasal olarak ortaya kondu

Anahtar kelimeler: Lamotrijin, epilepsi, gebelik, karaciger,
oksidatif stres

ABSTRACT
The present study was performed to evaluate the effects of
lamotrigine, which is a widely used antiepileptic drug for
epilepsy treatment, on oxidative stress parameters in the
liver of neonates.
Ten adult Wistar-albino rats and twenty newborn of these
rats were used in this study. Adult rats weighing 170-250 g
were divided into five groups: the pregnant control group,
experimental epilepsy group, lamotigine group, lamotrigine
+ experimental epilepsy group and lamotrigine + epilepsy +
folic acid group. An experimental penicillin acute epilepsy
model was created in pregnant rats on day 13 of pregnancy.
The lamotrigine group was administered lamotrigine at 25
mg/day by intraperitoneal injection starting from the first
day of pregnancy. The lamotrigine + folic acid group was
administered 400 microgram/kg folic acid and 25 mg/day
lamotrigine by intraperitoneal injection. We then waited for
the rats to give birth. Immediately after birth, the
glutathione, malondialdehyde, glutathione peroxidase and
superoxide dismutase levels in the newborn rat liver were
measured by spectrophotometry.
The lamotrigine and lamotrigine + epilepsy groups showed
significantly elevated liver malondialdehide levels, while
glutathione peroxidase enzyme activation was significantly
decreased compared to the control group. In the group
administered folic acid together with lamotrigine, the liver
tissue sample for malondialdehide levels showed a
significant decrease, while glutathion and glutathion
peroxidase levels increased.
This study on pregnant rats demonstrated that lamotrigine
use can lead to hepatic oxidative damage in newborn rats,
and this oxidative tissue damage was prevented by folic acid
use.

Keywords: Lamotrigine, epilepsy, pregnancy, liver,
oxidative stress
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GIiRiS

Epilepsi, genglerde sik goriilen norolojik hastaliklardan
biridir (1). Epilepsi tedavisinde amac antiepileptik
ilaclarla ndbetleri kontrol altina almaktir. Antiepileptik
ilag seciminde her hasta i¢in zarar riski en az olan ve en
etkin ila¢ secilmeye calisilir. flag segiminde kronik
toksik yan etkiler ve gebe kadinlarda ilaca bagli ortaya
¢ikabilecek teratojenik yan etkiler olduk¢a onemlidir.
Epilepsi hastasi kadinlar tiim gebelerin yaklasik %0,5
ini olusturur (1,2). Epilepsili gebe kadinlarin ¢ogu
normal bir gebelik gecirirler ve ndbet sikliklarinda bir
degisiklik olmaz ve %90’nin iizerinde saglikli bebek
sahibi olurlar (3). Ancak epilepsili gebe kadinlarda
hem epilepsiye bagli hem de kullandiklari ilaclara bagli
gebelik  komplikasyonlarinda artis ve koti fetal
sonuclar da s6z konusu olabilir (4).

Uzun siireli antiepileptik kullaniminin oksidatif streste
artisa neden oldugu bilinmektedir (5). Bu konuda
yapilan caligmalarda farkli sonuglar elde edilmistir.
Klasik antiepileptik ilaglardan valproik asitin lipid
peroksidasyonunda artig yaptigi gdzlenmistir (6). Diger
taraftan fenitoinin oksidatif stresi azalttigin1 sdyleyen
¢aligmalar vardir (7,8).

Lamotrijin  (LTG) 1991°den  beri  kullanilan
antiepileptik ilactir ve Ozellikle gebe kadinlarda
giivenle kullanilabilecek bir antiepileptik olarak tercih
edilmektedir (9,10). LTG’nin oksidatif stres lizerinde
anlamli degisiklik yapmadigii gosteren g¢aligmalar
bulunmaktadir (11-13). LTG’ye bagli hepatotoksisite
az sayida olguda Dbildirilmistir (14). Ancak
hepatotoksisiteye yol agan mekanizma net olarak
bilinmemektedir. Olast hipotezler arasinda; 6zellikle
politerapi alan hastalarda dogrudan toksik etki ve
oksidatif stresten bahsedilmektedir (5,14). Literatiire
bakildiginda sadece bir olgu sunumunda gebelikte LTG
kullanan annenin bebeginde gama glutamil transferaz
seviyesi dogdugunda yiiksek bulunmus ancak sonraki
dénemde bu deger normale inmistir (15).

Biz bu calismamizda LTG kullanan epilepsili gebe
ratlarin  yenidoganlarinda LTG’nin oksidatif stres
iizerine etkisini  glutatyon (GSH), malondialdehid
(MDA), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve superoksid
dismutaz  seviyelerine bakarak  degerlendirmeyi
amagladik.

GEREC VE YONTEM

Calismamiz Inénii  Universitesi, deney hayvanlari
iretim ve arastirma merkezinde yetistirilen, daha 6nce
herhangi bir c¢alismada kullanilmamig 170-250 gr
agirhiginda 10 adet erigkin disi Wistar-albino tiirii rat
ile yapildi. Caligma  protokolleri igin  Indnii
Universitesi hayvan etik kurulundan onay alindi. Disi
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ratlar erkek ratlarla 4’e bir oraninda ciftlestirildi. Ertesi
giin vajinal smear testinde, sperm pozitif saptananlar
0,5 giinliik gebe olarak kabul edildi. Ratlar; Gebe ratlar
kontrol grubu, deneysel epilepsi grubu, lamotrijin
grubu, lamotrijin+deneysel epilepsi grubu ve lamotrijin
epilepsi+folik asit olarak beg gruba ayrildi.

Kontrol grubuna gebeligin ilk giliniinden itibaren her
giin intraperitoneal enjeksiyon ile 0.3 ml. serum
fizyolojik yapildi.

Deneysel epilepsi grubuna gebeligin ilk giiniinden
itibaren her giin intraperitoneal enjeksiyon ile 0.3 ml.
serum fizyolojik yapildi. Gebeligin  13.giiniinde
deneysel epilepsi modeli ile akut epileptik ndbet
olusturuldu.

Lamotrijin grubuna gebeligin ilk giiniinden itibaren her
giin intraperitoneal enjeksiyon ile 25mg/giin dozunda
lamotrijin  (lamictal, Glaxo SmithKline) verildi.
Lamotrijin toz hale getirildikten sonra serum fizyolojik
ile ¢Ozlnirliigli saglanip intraperitoneal enjeksiyon
seklinde uygulandi.

Lamotrijin + deneysel epilepsi grubuna gebeligin ilk
giiniinden itibaren her giin intraperitoneal enjeksiyon
ile 25mg/giin dozunda lamotrigine (lamictal, Glaxo
SmithKline) verildi. Gebeligin 13. giiniinde deneysel
epilepsi modeli ile akut epileptik nobet olusturuldu.

Lamotrijin + deneysel epilepsi + folik asit grubuna
gebeligin ilk giiniinden itibaren her giin intraperitoneal
enjeksiyon ile 25mg/giin  dozunda lamotrigine
(lamictal, Glaxo SmithKline) ve 400png/kg dozunda
folik asit verildi.

Deneysel penisilin akut epilepsi modeli:

Gebeligin 13. Giliniinde gebe siganlar islem Oncesi
ketamin anestezisi altinda sterotaksi cihazina
yerlestirildi. Viicut sicaklig1 bir battaniye ile 36,5-37 °C
arasinda tutuldu. EEG kayitlart tirag edilmis kafa
derisinden yiizeysel olarak yapildi. EEG ¢ekimi 2
kanal, 200 Hz Ornekleme frekansi olan Grass
Telefactor EEG Review and Analysis sirim 2,10
model dijital video EEG sistemi kullanilarak
kaydedildi. Yazilim olarak Twin 2.0 programi
kullamldi. Enjeksiyondan sonraki 3-5 dk. Iginde
ratlarm EEG kaydi alindi. EEG’ de diken dalga
desarjlarinin  gozlenmesi ile  epileptik  ndbet
olusturulduguna karar verildi.

Paxinos ve Watsonun sterotaksik atlas yardimi (16) ile
bregma 0 noktast kabul edilerek vertical 3.8 mm,
anterior-posterior 2.2 mm, lateral-medial 1.4 mm.
koordinatlarma karsilik gelen afferent ve efferent
baglantilar1 yogun olan intrahipokampal CA3 bolgesine
400 IU penicilin-G verilerek, gebe siganlarin akut
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jeneralize epileptik nobet gecirmeleri saglandi
(Resiml).  Kontrol grubuna ayni islemler serum
fizyolojik verilerek yapildi. Kontrol grubuna higbir
cerrahi islem yapilmadi. Daha sonra ayr1 kafeslere
alman gebe siganlarin dogum yapmalari beklendi.
Dogum sonrasi her bir grup i¢in bes toplamda yirmi
yavru rat ¢aligmaya alindi.

Biyokimyasal analiz

Biyokimyasal analizlerde kullanilacak olan dokular
numaralandirilarak  derin dondurucuda (-70 °C)
biyokimyasal testlerin yapilacagi giine kadar muhafaza
edildi.

Malondialdehit ve GSH ol¢iimii:

Tiyobarbitiirik asit ile 95 °C’de reaksiyona giren MDA,
pembe renkli bir gOriinim olusturur.
Spektrofotometrede eksitasyon 535 ve 520 nm dalga
boylarinda  Olgiildii  (Uchiyama and  Mihara
yontemi)(17). Sonuglar nmol/g 1slak doku olarak
raporlandi. GSH konsantrasyonu da spektrofotometrik
olarak Ellman yontemiyle (18) ol¢ildii ve yine
sonuglar nmol/g 1slak doku olarak raporlandi.

SOD aktivitesi dl¢timii:

Ksantin-ksantin ~ oksidaz ~ sistemi ile firetilen
stiperoksitin nitroblue tetrazoliumun indirgenmesi
esasina dayanir. Olusan siiperoksit radikalleri NBT yi
indirgeyerek renkli formazani olugturur. Bu kompleks
560 nm'demaksimum  absorbans  vermesi ile
degerlendirldi.

Glutatyon peroksidaz aktivitesi él¢iimii:

Ortamda bulunan GSH-Px enziminin kataliziyle
Hidrojen peroksit (H202)’in H20 ve singlet oksijene
¢evrilmesi ve bunun da rediikte GSH'1 okside GSH'a
¢evirmesinin hiz1 prensibine dayanmaktadir. GSSG'nin
olusum hizi deney ortamindaki NADPH''n NADP'ye
cevrilmesi ile optik dansitede meydana gelen
azalmanin 340 nm'de takibiyle hesaplandi (19).

istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler SPSS programi (Windows version
16.0) kullanilarak yapildi. Gruplarin
karsilastirilmasinda Kruskal Wallis H testi kullanildi.

Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann
Whitney U testi ile yapildi. P< 0.05 degerleri anlamli
kabul edildi.

BULGULAR

Ratlar; Gebe ratlar kontrol grubu, deneysel epilepsi
grubu, lamotrijin grubu, lamotrijin+deneysel epilepsi
grubu ve lamotrijin epilepsi+folik asit olarak bes gruba
ayrildi. Ayr1 kafeslere alinan gebe ratlarin dogum
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yapmalar1 beklendi. Her grup i¢in 5 yeni dogan siganin
karaciger degerleri caligildi. Lamotrijinin oksidatif
stres Uzerine etkisi MDA, GSH, GSH-Px ve SOD
seviyeleri dl¢iilerek degerlendirildi.

MDA: LTG grubunda ve LTG+deneysel epilepsi
grubunda MDA diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli
yiksek bulundu. Deneysel epilepsi grubu ve
LTG+deneysel epilepsit+folik asit gruplart MDA
seviyeleri ~ kontrol  grubuyla anlamli  farklilik
gostermedi. Gruplar arast karsilastirma yapildiginda
deneysel epilepsi+LTG grubunda MDA seviyesi
deneysel epilepsi grubundan anlamli yiiksek bulundu.
LTG grubunda MDA seviyeleri LTG+DE+folik asit
grubundan anlamli yiiksek bulundu. LTG+epilepsi
grubunda MDA seviyesi hem LTG grubundan hem de
folik asit kullanan gruptan anlamli olarak yiiksek
saptandi.

GSH: GSH diizeylerine baktigimizda sadece
LTG+Deneysel epilepsi+folik asit kullanan grubun
diger tiim gruplardan ve kontrol grubundan istatistiksel
anlamli yiikseklik gosterdigini gozledik.

GSH-Px: GSH-Px degerleri kontrol grubunda LTG
grubu ve deneysel epilepsi grubundan anlamli yiiksek
bulundu. Gruplar arasi karsilagtirma yapildiginda;
deneysel epilepsi, LTG grubu ve LTG+deneysel
epilepsi gruplarinin GSH-Px diizeyleri folik asit
grubundan anlamli diisiik oldugu goriildii.

SOD: Caligmamizda LTG+ deneysel epilepsi grubunda
SOD diizeylerinin kontrol grubundan anlamli yiiksek
oldugu saptandi. Gruplar arasi karsilastirmada LTG+
deneysel epilepsi grubunda SOD diizeyi tiim
gruplardan anlamli yiikseklik gosterdi. Folik asit grubu
diger  gruplarla istatistiksel ~anlamli  farklilik
gostermedi. Gruplarin ortalama MDA, GSH, GSH-Px
ve SOD degerleri Tablo 1 de verilmistir.

Resim 1: Stereotaksi cihazi altinda rat
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Tablo 1: Her grup igin oksidatif stres parametreleri asagida verilmistir

Gruplar MDA nmol/g GSH nmol/g  GSH-Pxu/mg protein ~ SOD mu/g protein
Kontrol 172,01+86 766,16+3,42 19,63+8,78 3,51+1,57
Pen-Epilepsi 164,87+82,43 398,80+1,99 24,83+12,41 5,09+2,54
Lamotrijin 241,40+1,20 544.35+2.72 7,44+3.72 14,01+7,01
Pen+Epilepsi+LTG 379,53+1,89 862,54+4.31 8,37+4,18 19,9549,97
Pen+Epilepsi+LTG+Folik asit 151,04+75,52 2607,01+1,3 34,20+17,1 31,24+15,62

TARTISMA

Epilepsi hastas1 gebe kadinlarda hem epilepsiye bagl
hem de kullandiklar1 antiepileptik ilaglara bagl gebelik
komplikasyonlarinda artis gozlenebilir (4). Gebelikte
antiepileptik kullanimi ile ilgili ¢ok sayida calisma
yapilmigtir. Bir¢cok ¢alismada gebelik déneminde
antiepileptik ilag  kullanan epilepsili kadinlarin
fetiislerinde fetal malformasyon riskinde artis oldugu
gosterilmigtir (20). Gebelikte LTG kullanimi ile major
fetal malformasyon riskinde artig goriillmemistir. Ancak
ozellikle 2oomg’in {izerinde bu risk artisindan
bahsedilmektedir. Bu nedenle fetiis icin giivenliligi
henliz kesinlesmemekle birlikte major teratojen
olmadig diistiniilmektedir (9).

Klasik antiepileptik ilaglar hepatotoksisite gibi birgok
yan etkiye sahiptir. Hepatotoksisite  genellikle
idyosenkratik olarak ortaya c¢ikar ve nadiren fatal
seyreder. Ilaca bagl karaciger hasarinda; TNFa ile
aktive olan apoptoz, mitokondrial fonksiyonun
inhibisyonu ve neoantijen formasyonu gibi birgok
mekanizma rol oynamaktadir (21). Tlaca bagli karaciger
hasart gelismesinde gesitli risk faktorleri vardir.
Bunlar; yas, cinsiyet, sitokrom p450 gibi ilag
metabolizmasinda gorevli enzim sistemlerinde genetik
polimorfizmleri ve  genetik-edinsel mitokondrial
anormalliklerdir (21,22).

ilaca bagh karaciger hasarinda altta yatan mekanizma
immun aracili olabilecegi gibi dogrudan toksik etki
sonucu ile de gelisebilir (20, 23). Tlaca bagl karaciger
hasart patogenezinde oksidatif stres onemli olmakla
birlikte molekiiler mekanizmalari halen
tanimlanamamistir (24). Son zamanlarda yapilan bir
¢alismada idyosenkratik karaciger hasari gelisiminde
(en azindan siirecin bir kisminda) oksidatif stresin yer
aldigin1 gostermistir (25).

Epileptogenez ve uzun siireli antiepileptik ilag
kullanim1 oksidatif strese yol agan reaktif oksijen
radikallerinde artisa ve dolayisiyla noronal hasara
neden olur (26,27). Serbest radikaller aerobik hiicresel

metabolizmanin normal iriinleridir. Ancak serbest
radikal diizeyi artis gosterdiginde lipid
peroksidasyonunda artis meydana gelir ve hiicre
fonksiyonlar1 bozulur (28). Aygicek ve ark.’lar1 yaptig
bir g¢alismada karbamazepin ve  fenobarbital
monoterapisi alan  epileptik  ¢ocuklarda  serum
oksidan/antioksidan oranlarinda bozulma
saptamiglardir  (29). Santos ve ark.’lar1 da
karbamazepin, fenitoin ve fenobarbital kullanan
hastalarda oksidatif strese sekonder toksisite gelistigini
ve mitokondrial disfonksiyonun roliinden
bahsetmislerdir (30).

Agarwal ve ark. larmin yeni kusak antiepileptiklerden
LTG, okskarbazepin ve topiramatin beyinde oksidatif
stress lizerine etkilerini arastirdiklart ¢alismada LTG ve
okskarbazepinin oksidatif stresi artirmadigi ancak
topiramatin oksidatif stress parametrelerinden MDA’y1
arttirdigt saptanmustir (13). Biz calismamizda LTG
kullanan ratlarin yeni dogan yavrularinda erken
donemde MDA diizeylerinde artis saptadik, folik asit
kullanan grupta ise bu artisin olmadigint gordiik.

Sonug olarak vaka sayimiz az olmakla birlikte yapmis
oldugumuz bu ¢aligma lamotriginin gebelikte kullanimi
ile karacigerde lipid peroksidasyonu iizerine olumsuz
etkilerinin olabilecegi goriildii. Yine gebelikte folik asit
kullaniminin bu hasart anlaml azalttigi tespit edildi.
Lamotrigin kullanan gebe kadinlarda gebelik siiresince
alman folik asitin karacigerde meydana gelebilecek
hasar1 azaltabilecegi diisiiniildii. Bunlar sadece yeni
dogan donem sonuglari idi. Ge¢ donemde bu degerlerin
kendiliginden normale doniip donmedigi
bilinmemektedir. Bu da ¢alismay1 sinirlandiran bir
diger konudur. Bu konuda daha kapsamli ve ¢ok sayida
vakalarin alindig1, uzun dénem verileri de olan daha
kapsamli ¢alismalarin bu konuya 151k tutacagim
diistinmekteyiz.
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