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OZET

Cesitli noropsikiyatrik bozukluklar: tedavisi icin trisiklik antikonviilsan karbamazepin
kullaniminin artisi, toprak ve su sagligini dogrudan etkilemekte, kalicili§i ve adsorpsiyon
Ozellikleri tath su kaynaklar1 ve sucul tiirler i¢in risk olusturmaktadir. Bu ¢alismanin amaci,
subletal karbamazepinin sucul omurgasiz tath su kereviti Astacus leptodactylus Eschscholtz,
1823 iizerindeki toksik etkilerini incelemektir. Akut toksisite testi sonucunda 96 saatlik LCsp
degeri 125,5 mg/L (73,78-193,95 mg/L) olarak belirlenmistir. Kerevitler, laboratuvar
kosullarinda kontrol, solvent kontrol (DMSO, dimetil siilfoksit) ve 48 saat, 7 ve 14 giin
stiresince 1/10 (12,5 mg/L) ve 1/100 (1,25 mg/L) karbamazepin uygulanan gruplar olmak
Uzere toplam dort gruba ayrilmistir. Karbamazepin gruplarinda toplam hemosit sayilar
(THS), 6zellikle 48 saat ve 7 giinliik maruziyetten sonra, kontrol gruplarina kiyasla istatistik
onemli dl¢lde azalmistir. Hemolenf total antioksidan durumu (TAS) ve total oksidatif stresi
(TOS), karbamazepine maruz kaldiktan sonra 6zellikle 7. ve 14. giinlerde kontrollere kiyasla
her ikisi de istatistik olarak 6nemli Olcude artmistir (p<0,05). Biyokimyasal analizler,
stperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPX) aktivitelerinin her iki
konsantrasyonda da solungaclarda 6nemli dl¢iide arttigini, ancak hepatopankreas dokusunda
kontrollere gore azaldigini (p<0,05) gostermis, kas dokularinda ise gruplar arasinda farklilik
belirlenmemistir (p>0,05). Katalaz (CAT) aktiviteleri 12,5 mg/mL konsantrasyonunda
solungag, kas, hepatopankreas dokularinda her iki konsantrasyonda da artis gostermistir
(p<0,05). Malondialdehit (MDA) miktar1 her iki konsantrasyonda solunga¢ ve
hepatopankreas dokularinda kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(p<0,05), ancak gruplar arasinda kas dokusunda degisiklik olmamustir (p>0,05). Sonug
olarak, karbamazepinin subletal konsantrasyonlari, oksidatif stresi artirarak ve antioksidan
mekanizmalar1 uyararak kerevitler lizerinde sistemik ve doku diizeyinde toksik etkiler
gostermistir. Bulgularimiz ayrica tatli su ekosistemlerinin sucul tiirlerinde karbamazepinin
erken toksikolojik etkilerinin daha iyi anlasilmasini desteklemektedir.
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ABSTRACT

Increasing prescription of the tricyclic anticonvulsant carbamazepine to treat a variety of
neuropsychiatric disorders directly affects soil and water health, its persistence and
adsorption properties are likely to pose risks to freshwater resources and aquatic species.
The aim of this study was to examine the toxic effects of sublethal carbamazepine on the
aquatic invertebrate organism, narrow-clawed crayfish Astacus leptodactylus Eschscholtz,
1823. Acute toxicity test showed LC50 value as 125,5 mg/L (73,78-193,95 mg/L). The
crayfishes were divided into four groups as control, solvent control (DMSO, dimethyl
sulphoxide), and 1/10 (12,5 mg/L) and 1/100 (1.25 mg/L) of 96 h carbamazepine groups and
exposed for 48 hours, 7 and 14 days under laboratory conditions. Total hemocyte counts
(THCs) significantly decreased in carbamazepine groups, especially after 48 hour and 7 day
exposure compared to control groups. The total antioxidant status (TAS) and total oxidative
stress (TOS) of hemolymph significantly increased after exposure to both carbamazepine
concentrations, especially for 7 and 14 days compared to controls (p<0,05). Biochemical
analysis showed that the superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPX)
activities significantly increased at both concentration in gills but decreased in
hepatopancreas tissue compared to controls (p<0,05) whereas they did not vary in muscle
tissues among groups (p>0,05). Catalase (CAT) activities increased in gills and muscle tissue
at 12.5 mg/mL concentration, in hepatopancreas tissue at both concentrations (p<0,05).
Malondialdehyde (MDA) amount was significantly higher in gills and hepatopancreas , of
crayfish exposed to both concentrations than that of control groups (p<0,05) but did not alter
in muscle tissue among groups (p>0,05). As a result, the sublethal concentrations of
carbamazepine have toxic effects on crayfish at systemic and tissue levels via increasing
oxidative stress and inducing anti-oxidant mechanisms. Our findings also support better
understanding of early toxicological effects of carbamazepine in the aquatic species of
freshwater ecosystems.
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1. GIRIS

Son yillarda sucul ekosistem iizerine kimyasal kirliligin etkilerini belirlemek adina ¢ok
sayida ¢alisma yapilmaktadir. Ekosistemlerin sagligi lizerine yapilan bu ¢alismalarin amaci,
kirliligin canlilarda meydana getirdigi etkileri arastirmak ve verdigi zarar1 ortaya koymak,
bu zararin azaltilmasi yoniinde ¢areler aramak ve gelecekte populasyonlar yok olmadan dnce
gerekli onlemleri alabilmek adina veriler toplamaktir (Yavuzcan ve Benli, 2004; Juhel,
Bayen, Goh, Lee ve Kelly, 2017).

Karbamazepin bir iminobenzil tiirevi olup, yap1 olarak trisiklik antidepresanlara benzer ve
antidepresan ve antimanik 6zelligi mevcuttur. 1950°de ilk olarak sentezlenmesine ragmen
kullanima girmesi 1962 yilinda trigeminal nevralji tedavisi i¢in olmustur (Blom, 1962).
Sekonder jeneralizasyona giden veya gitmeyen parsiyel nobetlerde ve yine primer jeneralize
tonik-klonik nobetlerde kullanilmaktadir. Miyoklonik ve absans ndbetlere etkisizdir hatta

nobeti arttiricr etkisi vardir (Genton, Gelisse, Thomas ve Dravet, 2000).

Karbamazepin etki mekanizmasini voltaja bagli sodyum kanallarinin bloke edilmesi yolu ile
gosterir. Bunun disinda guinimuizde ekitator bir aminoasit olan glutamat inhibisyonu, ndbet
yayilimi ve sonlanmasinda etkisi olan adenozin reseptorlerinin inhibisyonu ve L-tipi Ca
kanallarmin inhibisyonu yolu ile de antikonvulzif etki gosterdigi diistintilmektedir

(Schumacher, Beck, Steinh&user, Schramm ve Elger, 1998).

Oral olarak alindiktan sonra gastrointestinal sistemden yavas sekilde emilir. Emilimi
yemeklerden etkilenmez. Oral biyoyararlanimi %75-85 civarindadir. Plazma pik
konsantrasyonuna 4-24 saat arasinda ulasir. Proteinlere baglanma orani %66-89 arasindadir.
Karbamazepin karacigerde sitokrom p-450 sistemi ile metabolize edilir. Metabolizmasi
sirasinda once 10,11-epoksit tiirevine dontisiir. Bu tiirev antikonviilzif etkinlik gosterir ve
norotoksik oldugu ileri siiriilmiistiir. Karbamazepin potent bir enzim inhibitoridur.
Otoindiksiyonu sitokrom p-450 sisteminin CYP3A4 komponenti tarafindan saglanir. Bu
etki 6zellikle tedavinin ilk 3-5 haftasinda belirgindir ve bu sebepten dolayi ilk basta 30-35
saat olan yarilanma Omrii kisalarak 12 saate kadar iner. 5. haftadan sonra bu fenomen

kaybolur ve kan seviye degisikligi goriilmez (Araal Arpat, 2006).



Karbamazepin, mikrobiyal doniistiirme ve fotodegredasyona direngli oldugu igin ve atik
sularin temizlenmesinde yeterince temizlenemedigi i¢in ortamda ¢ok miktarda
bulunmaktadir. Cevre sularinda ng/L-pg/L konsantrasyonlarda tespit edilebilmektedir. Su
canlilarinda fizyolojik ve davranigsal anormalliklere sebep olmaktadir (Oropesa, Florove

Palma, 2016; Chen ve digerleri, 2019).

Daha oOnce omurgasiz tlirler ilizerinde yapilan cesitli c¢aligsmalarda, karbamazepin
maruziyetinin hiicre i¢i organellerinden lizozomda birikerek; lizozom membranina zarar
verdigi, dolayisiyla lizozom igeriginin hiicreye dagilip oksidatif stres yarattigi ve bunun
sonucunda lizozom miktarinin azaldigi tespit edilmistir. Dolayisiyla Karbamazepin
birikmesi ile antioksidan sistem, lipid ve protein mekanizmasinda bozukluklar ve

immunotoksisite ortaya ¢ikmistir (Martin-Diaz ve digerleri, 2009; Tsiaka ve digerleri, 2013).

Karbamazepinin kronik maruziyet sonrasinda iireme, biiyiime, gelisme, davranig
bozukluklar1 ve histolojik bozukluklara neden olabilecegi anlagilmistir. Bununla birlikte,
karbamazepin gibi farmasatiklerin dogadaki akibetini iyi anlamak onemlidir, ¢ilinkii toprak
ve su sagligin1 dogrudan etkileyen varliklarinin yani sira bu ilaglarin kalicilik ve adsorpsiyon
Ozellikleri nedeni ile yeraltt sulari ve tatl su kaynaklari igin risk olusturmasi muhtemeldir.
Yapilan literatiir aragtirmasinda tilkemiz tath su istakozu tiirii olan Astacus leptodactylus
Uzerinde karbamazepinin etkisine iliskin bir ¢alismaya rastlanmamuistir. Biz bu ¢alismada
epilepsi tedavisinde sikga kullanilan, evsel atiklarla su kaynaklarma bulasan ve sucul
ortamlarda birikmekte olan karbamazepinin omurgasiz tatli su 1stakozu (Astacus
leptodactylus) tzerindeki toksik etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla tatli su
1stakozlarinda toplam hemosit sayisi belirlenip ve bu maddelerin enzim dizeyindeki etkileri

hepatopankreas, kas ve solunga¢ dokularinda arastirilmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Farmasotiklerin Cevre Toksikolojisindeki Yeri ve Onemi

Farmasotikler, hastalarda kullanima, ilag tiretimi ve formiilasyonu ve uygunsuz uzaklastirma
islemlerinin bir sonucu olarak ¢evrede bulunmaktadir (Boxall ve digerleri, 2012). Agirlikli
olarak sucul sistemlere niifuz ederler ve tipik olarak 1 ng/L'den altindaki dozlardan birkag
ug/L'ye kadar olan konsantrasyonlarda bulunurlar (Aus der Beek ve digerleri, 2016).
Bununla birlikte, yogun niifuslu Hindistan, Cin, ABD gibi iilkelerde baz1 endiistriyel atik
sularda ve toplayict nehirlerde mg/L duzeyinde son derece yulksekv konsantrasyonda
farmasotikler tespit edilmistir (Larsson, 2014). Farmasotikler ayrica karasal ortamda
kanalizasyon c¢amurunun topraga uygulanmasi, diizenli depolama alanlarindan sizma,
aritilmis veya aritilmamis atik sularla ekilebilir arazilerin sulanmasi yoluyla ¢evrede kalir

(KGmmerer, 2008).

Farmasotiklerin yaban hayat Gzerindeki olumsuz etkilerinin yasam dongiisii agisindan
onceligi vardir. Oregin Hindistan ve Pakistan'daki Gyps akbaba tiirlerinde steroid olmayan
anti-inflamatuar bir ila¢ dolan diklofenak'in popiilasyonda dramatik disiislere (>%99) neden
oldugu ve bunun da yerel olarak neslinin tilkenmesine neden oldugu gdsterilmistir (Oaks ve
digerleri, 2004). Akbabalar, diklofenak ile tedavi edilmis 6li sigirlar ile beslendikten sonra
bobrek yetmezligi gegirmislerdir. Kontraseptif, etinilestradiol (EE2) ve bir dizi baska dogal
ve sentetik Ostrojenle birlikte tatli su kaynaklarindaki erkek baliklarda disilesmeye neden

oldugu gosterilmistir (Lange ve digerleri, 2009).

Farkl1 otoriteler, farmasdtiklerin gevre iizerindeki olasi istenmeyen etkileri ve bunlarin nasil
degerlendirilmesi gerektigine iliskin ayrintili yonergeler yaymlamaktadir. Farmasotiklerin
tescili i¢cin bir 6n kosul olarak ekotoksisite testi icin ilk gereklilik 1995 yilinda, Avrupa
Birligi (AB) Direktifi 92/18 EEC'ye ve veteriner ilaglar i¢in ilgili kilavuza gore
olusturulmustur (European Medicines Agency-EMEA, 2005). Avrupa Komisyonu, beseri
tibbi {irlin izninin bir ¢evresel risk degerlendirmesiyle birlikte verilmesi gerektigini belirten
bir taslak kilavuz (2001/83/EC Direktifi) yayinlamistir (FDA-CDER, 1998). Ayrica, ABD
Gida ve Ilag Dairesi (FDA), ilaglarin degerlendirilmesi igin bir kilavuz yaymlamistir; buna
gore, farmasotik maddenin aktif bileseninin su ortaminda beklenen giris konsantrasyonu

>1pg/L oldugunda, tetikleme seviyesi olarak yaklasik 40 L'ye karsilik geldigini belirlemis



ve ABD'deki basvuru sahiplerinin bu konuyla ilgili bir gevresel degerlendirme raporu
sunmalar1 gerektigini belirtmistir (Boxall, Kolpin, Halling-Sorensen ve Tolls, 2003). Ek
olarak, 1980 yilindan itibaren ABD’de FDA tarafindan veteriner ilaclarinin cevresel
degerlendirmeleri zorunlu kilimmustir (Thacker, 2005). Bu genellikle pazarlama

bagvurusunun sunulmasindan hemen 6nce Faz III klinikleriyle birlikte gergeklestirilir.

Bununla birlikte, kronik ekotoksisite testi AB'de yalnizca 2006'dan beri gerekli olmustur ve
ABD'de zorunlu olarak gerekli degildir (EMEA, 2006; FDA, 1998). Eski ilaglarin cogu (yani
2006'dan 6nce kayitli olanlar) bu nedenle kronik ekotoksisite verilerinden yoksundur, ancak

¢ogu mevzuata uygun veriye erisilemediginden sorunun kapsami bilinmemektedir.

Ekolojik koruma hedefi niifus, biyolojik cesitlilik ve ekosistem hizmetleri seviyelerine
yoneliktir. Tehdit altindaki ve nesli tiikenmekte olan tiirler s6z konusu oldugunda, biyolojik
organizasyonun bireysel seviyesi koruma hedefidir ancak bu, kimyasallar i¢in mevcut test
yaklasiminda dikkate alinmaz ve bu nedenle kabul edilen bir sinirlamadir. Gerekli toksisite
testindeki énemli noktalar buyume, 6lum ve Gremedir. Farmasdtiklerin molekiler, hiicre
veya doku duzeyindeki tepkileri veya gelisimsel veya davranigsal etkileri dikkate
almmalidir. Ilaglarin canli popiilasyonlar ve ekosistem hizmetleri iizerindeki olas1 etkilerinin
tahmin edilebilmesine yonelik ¢alismalar yapilmalidir. Ayni sekilde, bu ¢alismalar risk
degerlendirme gergevesinde test edilen diger tiim kimyasallar i¢in de gecerlidir (Gunnarsson
ve digerleri, 2019).

Farkli farmasotiklere uzun siire maruz kalmanin insan sagligi lizerindeki olasi etkileri,
endokrin bozulmasi, insan patojenlerinde antibiyotik direncinin indiiklenmesi,
genotoksisite, karsinojenisite, alerjik reaksiyonlar ve iireme ve/veya gelisimsel etkileri

icerebilir (Corcoran, Winter ve Tyler, 2010).

2.1.1. Farmasotiklerin tath su kaynaklarina etkileri

Tatl su kaynaklar1 gibi gevresel sistemlerde farmasotik olarak aktif bilesiklerin (PhAC'ler)
bulunmasi, su yasami ve insan saglig1 lizerindeki potansiyel zararl etkileri nedeniyle son
yillarda endise verici bir konu haline gelmistir (Gavrilescu, Demnerova, Aamand, Agathos
ve Fava, 2015). PhAC'lerin biiyiik bir kism1 vicuttan atilim ve istenmeyen/siiresi dolmus

farmasotiklerin gelisigilizel bertarafi yoluyla kanalizasyona karistigindan, aritilmamis veya



etkisiz bir sekilde aritilmig atik suyun bertarafi, ¢evresel sistemlerde bu maddelerin ortaya
¢ikisinin ana kaynagi olarak kabul edilmektedir (Luo ve digerleri, 2014). Atik suda ve atik
sulardan etkilenen tatli sularda PhAC'lerin yaygin olarak goriilmesi, bunlarin diizenli olarak

izlenmesi i¢in su kalitesi standartlarinin olusturulmasini tetiklemistir (Brack ve digerleri,

2017).

Farmasotiklerin ¢ogu diisiik konsantrasyonlarda, biyolojik olarak aktif olacak sekilde
tasarlandigindan, bu bilesiklerin suda yasayan vahsi yasami etkileme riski bulunmaktadir.
Nonsteroid ilaglar, evsel atik sularinda yaygindirlar ve diisiik konsantrasyonlarda cevreye
etki edebilirler. Asil endise verici olan ise farmasotik karisimlarin etkileridir. Atik sulardaki
farkli organizmalar ¢ok bilesenli farmasétik karisimlara maruz kalirlar. Ornegin, ABD’de
yapilan bir ¢aligmada kanalizasyon aritma tesislerinin atik sularinda 56 ilag ve bunlarin yedi
metabolitinin olusumu hakkinda kapsamli bir izleme ¢alismas1 tamamlanmis ve ortalama 24
ilag tespit edilmistir. (Petrovi ve Barcel, 2009). Cizgili bataklik kurbagasi (Limnodynastes
peronii) iribaglar1 ile yapilan c¢aligmalarin sonucunda, naproksen, karbamazepin ve
stilfametoksazol karisimina maruz birakilan bu canlilarin, tek tek bilesiklere maruz kalmaya
kiyasla toksisitelerinin (dokunsal tepki kayb1) arttig1 tespit edilmistir. Diisiik maruz kalma
konsantrasyonlarinda kiigiik etkilere ragmen sonuglar, atik sularda yaygin olarak bulunan
nonsteroidal farmasdtik karigimlarinin amfibi gelisimini etkileme potansiyeli oldugunu

gostermistir (Melvin, Cameron ve Lanctot, 2014).

Yapilan incelemelerde farmasotik karisimlar, kanalizasyon suyu aritma tesislerinin
camurlarinda da tespit edilmistir. Ornegin, Ispanya’da yapilan bir arastirma sonucunda 3
farkli kanalizasyon suyu aritma tesisinden elde edilen camurlarda farkli siniflardan sirasiyla
21, 24 ve 30 adet farmasotik bulunmustur (McClellan ve Halden, 2010). Ayni sekilde,
yapilan baska bir arastirmada arsivlenmis ABD biyokatilarinda, en az bir kompozit
numunede 38 farkli farmasotik ve kisisel bakim iriinii numunesi bulunmustur (Vulliet ve

Cren-Olivé, 2011).

Farmasotikler ve kisisel bakim {iriinleri gibi bazi ¢evresel kirleticilerin atik sularda nispeten
yiksek konsantrasyonlarda mevcut oldugu bilindiginden, bunlarin topraktaki akibetleri,
ozellikle yeralt1 suyu ve tatli su kaynaklar1 kontaminasyonu olasilig1 agisindan oldukga fazla

dikkat ¢cekmektedir. Kismen su 6rneklerinin aksine toprak analizinin daha biiyiik zorlugu



nedeniyle topraklarda farmasotiklerin ve kisisel bakim iirlinlerinin bozunma oranlarinin

Olgtimleri daha az yaygindir (Huertas ve digerleri, 2008, Liu, Ying, Yang ve Zhou, 2009).

Farmasotiklerin yiizey sularindaki dagilimlar ise aym sekildedir. Ispanya'daki Llobregat
nehrinde farmasdtiklerin olusumu hakkinda yapilan bir calismada, 14 farkli terapotik
gruptan 57 farmasotik bilesigin olusumunu gdsteren bir rapor yayinlanmistir (Bruni, 1979).
Ayrica Rhéne-Alpes bolgesindeki igme suyu kaynaklarini izleyen bir ¢alismada 6 ila 21

farmasotik bulunmustur (Proia ve digerleri, 2013).

AB'de, farmasétiklerin Ongoriilen Cevresel Konsantrasyonu (PEC) 0,01pg/L'yi asarsa
(EMEA, 2006) ve ABD'de Beklenen Cevresel Konsantrasyonu 0,1ug/L'yi asarsa (FDA
Guidance for industry, 1998) sucul etki ¢caligmalarinin yapilmasi gereklidir. Hem AB hem
de ABD'de, farmasoétik yiiksek oranda lipofilikse (dagilim katsayisi logaritmasi: logD >4.5)
ve Uremeyi etkileyen potansiyel endokrin bozucular mevcutsa, herhangi bir maruziyet
bilgisinden bagimsiz olarak 6zel bir degerlendirmeyi iceren etki ¢alismalar1 da gereklidir

(EMEA, 2010; FDA, 2016).

2.2. Antiepileptik Tlaclar

Epilepsi beyin aktivitesinin anormal oldugu, nobetlere neden olan veya olagan dis1 davranis,
duyu ve bazen biling kaybi1 periyotlarina yol agan norolojik bir hastaliktir (Fisher ve
digerleri, 2014). Antiepileptik ilaclar epilepsili hastalarin ¢ogunda hastaligi etkili sekilde
kontrol eder. Bununla birlikte, epilepsili kisilerin %30'dan fazlasi, mevcut en iyi tedavi
rejimiyle bile nobetleri tam olarak kontrol edilemez (Devinsky, 1999). Tedavi, epilepsi
yonetiminin temel dayanagidir. Antiepileptik ila¢ tedavisinin nihai amaci, klinik olarak yan
etkileri engellemeden siirekli ndbetsizligin saglanmasina bagli olan, saglikli normal bir

yasam kalitesini saglamaktir (Panayiotopoulos, 2010; Canevini ve digerleri, 2010).

Epilepsi, farkli prognozlari ve tedaviye duyarliliklari olan bir¢ok ndbet tipini ve sendromunu
iceren multifaktoriyel bir hastaliktir. Antiepileptik ilaglar ise minimum yan etkilerle ndbeti
atlatmaya yardimci olarak epilepsi tedavisinin temel dayanagi olan ilaglardir (Duncan,
Sander, Sisodiya ve Walker, 2006). Su anda, birgok nobet tipinin tedavisi i¢in daha fazla
secenek sunan cok sayida antiepileptik ilag mevcuttur. Antiepileptik ilaglarin farkli etki

mekanizmalarina ragmen, higbiri hastaligin etiyolojisini tedavi etmemektedir (Sills ve



Rogawski, 2020). Bunun yerine ndbetler meydana geldikten sonra semptomatik olarak
bastirmak Uzere hareket ederler. Bu nedenle, mevcut antiepileptik ilaglar tim epilepsi
hastalarinin %20-30'unda nobetleri kontrol etmekte hala basarisiz olmaktadir (Kwan ve
Brodie, 2000; Loscher, Klitgaard, Twyman ve Schmidt, 2013). Ilaca direncli konviilsif
epilepsisi olan hastalar i¢in ek tedavi olarak lamotrijin, levetirasetam ve topiramat gibi daha
yeni antiepileptik ilaglar onerilebilir (World Health Organization, 2015). Karbamazepin,
gabapentin ve pregabalin gibi antiepileptik ilaglar noropatik agrinin tedavisinde tavsiye
edilir ve siklikla kullanilir (Attal ve digerleri, 2010; Johannessen Landmar, Larsson, Rytter

ve Johannessen, 2009).

Son yillarda antiepileptik tedavide biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir. Antiepileptik ilaglarin
serum konsantrasyonlarinin izlenmesi, farmakokinetigin Onemine iliskin anlayisimizi
gelistirmistir (Hvidberg ve Dam, 1976). Serum konsantrasyonlarinin izlenmesi, her bir ilact
eskisinden ¢ok daha rasyonel bir sekilde kullanmay1 ve her ilac1 tam potansiyeliyle test
etmeyi miimkiin kilmig, ayn1 zamanda monoterapi olarak adlandirilan, miimkiin oldugunda
sadece tek bir ilagla tedavi etme fikrine de yol agmistir (Reynolds, Chadwick ve Galbraith,
1976). Bu tedavi stratejisi, eski terapotik ilkelerden farklidir ve birgok hasta icin toksisitede
dramatik bir azalmanin yani sira ndbet kontroliinde bir iyilesme saglamistir (Shorvon ve

Reynolds, 1979).

Antiepileptik tedavilerde temel sorun iki yonludir: bir yandan hala tiim hastalarda nobetler
tam olarak kontrol edilemez; diger yandan, tam ndbet kontrolii elde eden birgok hasta, bunu
yalnizca rahatsiz edici yan etkiler pahasina yapar. Epilepsinin cerrahi tedavisi, ilaca direncli

epilepsili hastalarin azinlig1 igin iyi bir tedavi segenegidir (Dam, Gram ve Schmidt, 1988).

Tibbi olarak tedavi edilemeyen epilepsisi olan bireyler genellikle calisma veya sosyal olarak
islev gorme yeteneginde bozulmaya sahiptir (6rnegin, araba kullanamama, okula gitmede
zorluk, islerini ve arkadaslarii kaybetme ve potansiyel olarak tehlikeli kosullarda ndbet
gecirme olasiligma iliskin kaygi) (Swarztrauber, Dewar ve Engel, 2003). Konvansiyonel
antiepileptik ilaglarla tedavi (6rnegin oral yoldan verilen fenitoin ve lakozamid), hastalarin
sadece %33'Unde nobet nuksuni engelleyebilmektedir (Sander, 2003). Alternatif olarak,
ndrostimiilasyona dayal1 tedavinin de nobet aktivitesini azalttig1 gdsterilmistir, ancak nobet
sikliginda tipik olarak akut donemde yaklasik %40 ve birkac y1l sonra %50-69 oraninda

azalma gorilmistiir (Fisher ve Velasco, 2014). Fokal nébet durumunda ndbet odaginin



cerrahi rezeksiyonu yapilabilir; ancak bu islem epileptik odaklarin lokalizasyonuna gore

sadece secilmis hastalarda uygulanabilir (Kwan ve Sperling, 2009).

Antiepileptik tedavilerde bazen ila¢ uyumsuzlugu ile karsilasilabilir. ila¢ uyumsuzlugu,
baslangicta bir regete edilen ilact kullanmama veya devam etmeme, tedavi sireci
tamamlanmadan bir ilac1 kesme, saglik hizmeti saglayicisinin {izerinde anlagmaya varilan
tavsiyelerine uymama, daha fazla veya daha az ilag almay1 i¢eren ilag aliminin goniillii veya
istemsiz bir davramisidir (Osterberg ve Blaschke, 2005; Hugtenburg, Timmers, Elders,
Vervloet ve van Dijk, 2013).

Diinyada antiepileptik ilag uyumsuzlugunun prevalansi degismektedir. Uyumsuzluk
prevalanst ABD'de %26 iken Etiyopya'da %37, Kenya'da %54 ve Nijerya'da %67'ye kadar
yiikselmistir ve finansal faktorler uyumsuzlugun 6nemli etkenlerinden oldugu belirlenmistir
(Faught, Weiner, Guérin, Cunnington ve Duh, 2009; Johnbull, Farounbi, Adeleye, Ogunrin
ve Uche, 2011; Mbuba ve digerleri, 2012; EI-Shamaa, 2013, Getachew Dekema, Awol, Abdi
ve Mohammed, 2014). Kuzey Carolina'da yapilan bir ¢alismaya gore, bu prevalans %39 iken
hastaneye yatis olasiliginin artmasini takriben yaslilarda bu oran %43 olmaktadir (Davis,
Candrilli ve Edin, 2008). Birlesik Krallik'ta birinci basamak temelli bir ¢alisma, antiepileptik
ilaca uyumsuzluk prevalansinin %36,4 oldugunu ve ¢oklu ilag tedavisi gorenlerin
tedavilerine uymama egiliminde oldugunu gostermistir (Chapman, Horne, Chater, Hukins
ve Smithson, 2014). Finlandiya'da yapilan bir arastirma, sigara ve alkol kullanan bireylerde

ila¢ uyumsuzluk prevalansinin %34 oldugunu gostermistir (Kyngas, 2000).

Epilepsinin tedavisinde etkili olan antiepileptik ilaglara zayif uyum, siirekli remisyon ve
fonksiyonel restorasyon ic¢in énemli bir sorundur. Bu uyumsuzluk tedavi basarisizlig1 ve
nobet niiksii ile sonuglanir (Dekker ve WHO, 2002; Sabate, 2003). Optimum antiepileptik
ila¢ tedavisi ile hastalarin yaklasik %70'inin ndbetsiz gececegi diistiniilse de birgok hasta
antiepileptik ilaglarin1 uygun sekilde almamakta ve tedaviye uyum gdéstermeyen bu
hastalarda 6liim orani, tedaviye bagl olanlardan (i¢ kat daha fazla olmaktadir (Sander, 2014).
Antiepileptik ilaglarin uyumsuzluk davraniginin sonucu, kotii nobet kontrolii, artan
morbidite ve mortalite ile birlikte artan hastanede kalis siiresi, kotiilesen hasta sonuglari,
diisiik yasam kalitesi ve artan saglik bakim maliyeti ile iliskilendirilmistir (Cramer ve

digerleri, 2014).



2.2.1. Antiepileptik ilaclarmn simiflandiriimasi

Cok cesitli antiepileptik ilag, klinik kullanima girig tarihlerine gore nesillere ayrilmistir. Bu
ajanlar birinci (1857-1978), ikinci (1993-2009) ve ucunct (2009-bugiine kadar) nesil
antiepileptik ilaglar olarak siniflandirilir (Shorvon, 2009; Ldéscher ve Schmidt, 2011).
Tarihsel siire¢ iginde ortaya ¢ikan; klonazepam, karbamazepin, etosuksimid, fenobarbital,
primidon, fenitoin ve valproik asit birinci nesil, gabapentin, lamotrijin, levetirasetam,
okskarbazepin, topiramat ve zonisamid ikinci nesil, brivarasetam, klobazam, kannabidiol,
cenobamat, eslikarbazepin asetat, lakozamid, perampenel ve rufinamid ise Gcunci nesil

antiepileptik ilaclar olarak ifade edilmektedir (Chen, Brodie ve Kwan, 2020).
En yaygin olarak kullanilan antiepileptik ilaglar arasinda, epilepsinin ¢esitli belirtileri i¢in
ilk secenek tedavi olarak kabul edilen valproik asit (VPA), okskarbazepin (OXC) ve

topiramattir (TPM).

Antiepileptik ilaglarin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi Cizgelge 2.1°de
gosterilmistir (Tripathi, 2003).

Cizelge 2.1. Kimyasal yapilarina gore antiepileptik ilaclar

No | Kimyasal Grup Ornek

1 | Barbitiratlar Fenobarbital, Fenobarbiton, Primidon
2 Hidantoinler Fonasyonlar, Mefenitoin

3 | Iminostilben Karbamazepin

4 | Oksazolidindion Trimetadion (Troksidon)

5 | Suksinimit Etosuksimit

6 | Alifatik Karboksilik Asit | Valproik Asit (Sodyum Valproat)

7 Benzoq.iazepinler Klonazepam, Diazepam

8 | Asetil Ure Fenasemid

o | veni g
10 | Digerleri Asetazolamid, Deksamfetamin

2.2.2. Antiepileptik ilaclarin temel etki mekanizmalari

Antiepileptik 1ilaglar, cesitli molekiiler reseptorlerle etkilesime girer. Antikonviilsan

etkilerini elde etmek i¢in, bu ilaclarin iki biiyiik hedef kategorisi vardir: genellikle anormal
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iyon gegirgenligi (kalsiyum, sodyum, potasyum) ile ilgili hasarli spesifik membran
ozellikleri ve hasarli sinaptik fonksiyonlar (artan indlksiyon veya yetersiz baskilama). Bu
ilaglarin ¢ogu, birden fazla etki mekanizmasina sahiptir ve ek farmakolojik etkileri de
bulunmaktadir. Ilacin etki mekanizmalarinin belirli oranlarda kombinasyonu antiepileptik

aktivitenin ortaya ¢ikisini saglar (Fattore ve Perucca, 2011).

Antiepileptik ilaglarin temel etkileri su sekilde siralanabilir;

Sodyum kanallari

Voltaj kapili sodyum (Na*) kanallari, bir transmembran iyon kanali proteinleri ailesidir.
Uyarilabilir hiicrelerde yaygin olarak dagilmislardir, elektrik sinyali amplifikasyonunun ve
yayilmasinin birincil aracilaridir. Bu kanallarin yap1 ve fonksiyonlarindaki anormallikler,
hiicrelerin uyarilabilirligini degistirerek kronik agr1 ve epilepsi gibi ¢esitli hastaliklara neden
olabilir (Bagal, Marron, Owen, Storer ve Swain, 2015). Pratikte, bu hastaliklar1 tedavi etmek
icin baz1 voltaj kapili sodyum kanal blokerleri kullanilmaktadir. Voltaja bagli sodyum
kanallar1, sodyuma bagl aksiyon potansiyellerinin iiretilmesinde ve yayilmasinda rol alir.
Hiicre dis1 sodyumun hiicreye niifuz etmesini miimkiin kilar, bu da néronal depolarizasyon
ve uyari ile sonuglanir. Antiepileptik ilaclar sodyum kanallarinin yeniden aktivasyonunu
geciktirirken, siirekli tekrarlayan desarjlarin sikligin1 6nemli 6l¢iide azaltir ve normal

fizyolojik surecleri etkilemez (Britton, Zakaria ve Benarroch, 2011).

Sodyum kanallarinin sayisiz alt tipi vardir. Birinci nesil sodyum kanali modiilator ilaglari,
klinikte istenmeyen yan etkileri azaltan, tercihen agirt uyarilmis hiicrelere etki eder. Bununla
birlikte, birinci nesilde gézlemlenen sinirli terapdtik indeksler, yeni nesil sodyum kanali
inhibitorlerinin kesfedilmesinin yolunu a¢mistir (Bagal ve digerleri, 2015). Sodyum
kanallarmin inaktivasyonu veya kapanmasi, "hizli inaktivasyon" olarak da bilinen hizli bir
sekilde veya "yavas inaktivasyon" olarak da bilinen daha kademeli, siirekli bir sekilde
gerceklesebilir (Fattore ve Perucca, 2011). Yavas inaktivasyon, néronlarda ve aksonlarda
paroksismal desarjlarin diizenlenmesi ve modiile edilmesi s6z konusu oldugunda 6nemli bir
mekanizmadir (Mumoli ve digerleri, 2015). Karbamazepin (CBZ) ve tirevleri
okskarbazepin ve eslikarbazepin asetat, fenitoin, lamotrijin ve zonisamid de dahil olmak
iizere ¢ok sayida antiepileptik ilag, voltaja bagli sodyum kanallarinin blokerleri olarak islev

gorur (Porter, Baulac ve Nohria, 2010; Tambucci ve digerleri, 2016).
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Valproat, rufinamid ve topiramat i¢in sodyum akislar1 {izerindeki surekli etkinin
modiilasyonu, repolarizasyon ve yeni aksiyon potansiyelinin ortaya ¢ikmasi i¢in gerekli olan
esik potansiyeline ulasma siiresini geciktirir (Britton ve digerleri, 2011). Elektrofizyolojik
analizler, voltaja bagli sodyum kanallarimin yavas inaktivasyonunu ve patolojik olarak
modifiye edilmis siirekli ve tekrarlayan noéronal desarjlar {izerindeki secgici eylemi
hizlandirirken, lakozamidin farkli etki mekanizmasini kanitlar, bdylece normal inaktivasyon

mekanizmalar1 lizerinde herhangi bir etkinin olmamasini saglar (Bialer ve White, 2010).

Kalsiyum kanallari

Noronlarin  depolarizasyonu, uyarict norotransmiterlerin  salinmasiyla iligkili olan
presinaptik kalsiyum (Ca*?) kanallar1 yoluyla hiicrelerin i¢ine kalsiyumun girmesine neden
olarak, postsinaptik voltaj bagimli kanallar yoluyla daha fazla Ca*? akisina neden olur.
Kalsiyumun biiyiik akisinin desarj aktivitesine neden oldugu diisiiniilmektedir (Britton ve
digerleri, 2011). Voltaj bagimli Ca*?kanallar1, cesitli maddelerden olustuklar i¢in karmasik
yapiya sahiptir: al alt birimleri, voltaj duyarliligina sahip iyon gecirgen kanal ve gegirgenligi
modiile eden birkag¢ yardimci alt birimlerden 25, B ve y'yi olusturur (Sekil 2.1). a2d ek alt
birimlerinin 6nemli modiilasyon fonksiyonunun hedefi oldugu tespit edilmistir (Rogawski
ve Bazil, 2008). Voltaj bagimli Ca*? kanallar1, depolarizasyon esiklerine gore yiiksek ve
diisiik voltajli alt tipler olarak siniflandirilir (Britton ve digerleri, 2011).
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Sekil 2.1. Voltaj bagimli kalsiyum kanalinin topografisinin sematik gosterimi (a) Ana kanal
olusturan al alt birimini ve yardimci & alt birimleri ayrilmaz membran
proteinleridir, B alt birimi hiicre i¢indedir ve dogrudan al'e baglanirken o2 alt
biriminin biiyiik 6l¢iide hiicre dis1 oldugu diisiiniiliir. (b) Kalsiyum kanali al alt
biriminin yapisini dort domain yapisi (Cain ve digerleri, 2012).

Kapsamli ve ¢oklu etki mekanizmasina sahip bazi antiepileptik ilaglar (lamotrijin, felbamat,
topiramat, levetirasetam ve fenobarbital) yiiksek voltajli aktif kalsiyum kanallarini etkiler
(Khosravani ve Zamponi, 2006). Voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin gabapentin ve 026
yardime alt birimlerinin etkilesimi ve ayrica bu baglantinin islevsel etkileri belirlenmistir.
Deneysel arastirmalar, ilacin a2d'ye ligand kapasitesinde baglanmasinin, hiicre igine
kalsiyum girisini ve ndrotransmitterlerin salinimini azalttigini gostermektedir (Fattore ve

Perucca, 2011; Potschka, 2013).

T kanallar1, neokorteks, hipokampus, talamus, serebellum ve alt nukleus olivary dahil olmak
iizere merkezi sinir sisteminde yaygin olan birincil diigiik voltajl kalsiyum kanallari tiirtidiir

(Catterall ve Few, 2008; Wuttke ve Lerche, 2006). T tipi kalsiyum kanallari
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hiperpolarizasyon ile aktive olur ve talamik néronlarda ve talamokortikal cevrelerde ritmik
uyarict aktivite paternlerinin uygulanmasinda rol oynar, REM uyku evresinde ortaya
cikarken ve absans nobetleri gibi patolojik durumlarda ortaya ¢ikar (Britton ve digerleri,
2011; Porter ve digerleri, 2010). Etostiksimid ve zonisamidin T tipi kalsiyum kanallar1 ile
secici etkilesimi vardir. Etosliksimidin kalsiyum kanallarinin diger hedefleri iizerinde
onemli bir etkisinin olmamasi, kismi ve tonik klonik nébetler s6z konusu oldugunda etkisiz

kaldigin1 gostermektedir (Britton ve digerleri, 2011).

Potasyum (K*)

akisinin artirilmasi, hiperpolarizasyona yol agan bir olaydir. Valproik asidin yiiksek dozda
bu sekilde bir etki olusturdugu ve diger etkiler yaninda bunun antiepileptik etkinlige
katkisinin olacag: ileri siiriilmiistiir. Noronlarda hiicre igindeki kalsiyum baglanmasinin
azaltilmas1 sonucu sitoplazmadaki serbest Ca*? diizeyinin yiikselmesi, K* konduktansin

artirarak hiperpolarizasyon yapabilir ve eksitabiliteyi azaltabilir (Kayaalp, 2012).

o0-aminobiutirik asit (GABA)

GABA, merkezi sinir sistemindeki ana inhibitor norotransmiterdir. GABAerjik
ndrotransmisyonun etkisi, epilepsinin farmakoterapisinde en iyi bilinen etki mekanizmalari
arasindadir (Britton ve digerleri, 2011). GABA, potasyum ve klor iyonlarinin akigina izin
vermek i¢in noron kanallarini agar ve boylece néronal membranin hiperpolarizasyonuna,
yani ndronal induksiyonun azalmasina neden olur. Glutamatin glutamik asit dekarboksilaz
enziminden dekarboksilasyon yoluyla GABAerjik sinir uglarinda sentezlenir ve aktivitesi
icin vezikiiller GABA tasiyicis1 aracilifiyla depolanan piridoksal fosfata ihtiya¢ duyulur.
Sinaptik yarikta serbest birakildiktan sonra GABA, GABA transaminaz (GABA-T) enzimi
tarafindan, mitokondride L-glutamat sentezi i¢in ana substrat olan « ketoglutaratla
metabolize olan siiksinik semialdehite ayrigmaya ugrar. GABA metabolizmasindaki ara
metabolitler, ayn1 zamanda antiepileptik etkiye sahip olan homokarnosin ve 2-
pirolidinondur (Potschka, 2013). GABA, reseptorlerinin uyarilmasi ve GABA artisinin genis
nobet spektrumuna kars1t antikonviilzan etki ile iligkili oldugu amigdaladaki ndbet
aktivitesini sinirlar. Substantia nigra retikiilaris (SNR), limbik, talamokortikal sistemdeki

ndbetleri ve beyin sapinda olusturulan tonik ndbetleri tetiklemeden sorumlu bélumler de
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dahil olmak tizere, kolikiil superiorlar araciligiyla ¢ok sayida bireysel epileptojenik bolim

tizerinde dolayli kontrole sahiptir (L&scher, 2002).

GABAA reseptor aracili inhibisyonun genetik veya kazanilmis disfonksiyonu, artan noral
indiksiyon i¢in 6nemli bir patofizyolojik mekanizmadir ve idiyopatik jeneralize epilepsi ve
epileptik durumu olan hastalarda tanimlanmigtir. GABA baglanirken aktive olan ligand
baglantili postsinaptik klor kanallarina sahip GABAA reseptorleri, GABA'nin hizli inhibitor
etkisine aracilik etmektedir. Noronal GABAA, santral kanal ¢evresinde yer alan bes alt
birimden (a, B, y ve & alt birimleri) olusan pentamerik proteinlerdir (Sekil 2.2). Belirli bir
reseptordeki a-, B-, y- ve 6- alt birimlerinin kombinasyonlar1 temelinde islevi degisen birkag
GABAA reseptoril alt tipi vardir. Bu c¢esitli alt birimleri kodlayan genler, gesitli beyin
bolgelerinde farkl sekillerde temsil edilirler ve sinaptik inhibisyonda islevsel farkliliklarin
yant sira ilaglarin etkisinde farkliliklar meydana getirirler (Benarroch, 2007; Meldrum ve
Rogawski, 2007). Tonik GABAA reseptorleri, uzun siireli inhibisyon olusturan ve boylece
ag indiiklenmesini kontrol eden reseptorlerin bir alt popilasyonudur ve potansiyel
antiepileptik hedef olarak epilepsi ile iliskilendirilmistir (Benarroch, 2007; Schipper ve
digerleri, 2016).
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(a) (b)

Sekil 2.2. (a) Bir GABAA reseptoriiniin sematik gosterimi. Hiicre dis1 alan (ECD) ve
transmembran alan1 (TMD), ¢esitli baglanma bdlgeleri igerir. Bu baglanma
bolgeleri, bir ana (+) alt birim ve tamamlayict (-) bir alt birim tarafindan
olusturulur. Hiicre i¢i alan (ICD) sekli, uzak homologlara dayanan tamamen
sematik bir goriintiidiir. (b) Kanonik bir affy reseptoriiniin ECD'si (listte) ve
TMD'sinde (altta) sematik diizlemleri, 1 no’lu bdlge, yuksek afiniteli
benzodiazepin  bolgesi, ECD-o+/y— arayiiziindedir, Pirazolokinolinon
ligandlarinin  modiilatér etkilerini veren 2 no’lu bolge, ECD-o+/pf—
araylziindedir. 3 no’lu bolge, etomidat bdlgesidir vee GABA baglanma
bolgelerinin altindaki TMD-B+/0— arayiizlerin iki yerinde bulunur (lorio ve
digerleri, 2020).

Antiepileptik ilaglar, cesitli mekanizmalar yoluyla GABAerjik aktiviteyi modiile edebilir,
bu mekanizmalar presinaptik sinir uglar1 tarafindan GABA'min ters kavranmasinin
inhibisyonu, GABA-T reseptorlerinin inhibisyonu yoluyla GABA degradasyonunun
baskilanmasi, sinir terminallerindeki GABA-T'nin baskilanmasi, GAD'"1 aktive ederek
GABA sentezi, GABA konsantrasyonunun arttirilmasi (ara metabolitler homokarnosin ve a-
pirolidinon) ve klor kanallarinin agilma siiresinin ve ge¢isin arttirilmasidir (Britton ve

digerleri, 2011, Fattore ve Perucca, 2011).
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GABAB reseptori ise, aksonal uclarda presinaptik olarak bir¢cok durumda bulunabilir ve
ndronun i¢ine dogru yonlendirilen potasyum kanallarinin iletkenligini artiran ve presinaptik
N- ve P/Q-kalsiyum kanallari'nin iletkenligini azaltan G proteini ile ilgili bir reseptordiir.
GABA antagonistleri, elektroensefalografideki ani yavas dalga desarjlarin1 6nemli 6l¢iide
azaltir. Yiiksek konsantrasyonlarda mevcutsa, fenobarbital, GABAA reseptorlerini
dogrudan aktive edebilir. Bu, diger GABAA reseptor antagonistlerine kiyasla barbitiiratlarin
asir1 doz riskinin daha yiiksek oldugunu agiklar (Potschka, 2013). Benzodiazepin, GABAA
reseptOriiniin farkli lokasyonlarina, y alt {initesi ile kombinasyon halinde al, a2, a3 veya a5
alt birimlerini iceren bazi reseptorlere baglanir (Rogawski ve Bazil, 2008). Valproat,
beyindeki genel GABA seviyelerinin arttirilmasi ve GABAerjik aktivitenin giiclendirilmesi
ile ilgilidir. Vigabatrin, presinaptik néronlarda ve glial hiicrelerde GABA'y1 pargalayan ve
beyindeki GABA konsantrasyonunu onemli Olgiide artiran GABA-T enziminin geri
doniistimsiiz inhibitoriidiir. Bu durumda vigabatrin, GABAA reseptoriiniin aracilik ettigi
sinaptik yanittan ziyade tonik inhibisyonu giiclendirir (Britton ve digerleri, 2011; Potschka,
2013). Tiagabin ise, GABA — GAT-1 tasiyicisi araciligiyla presinaptik noronlarda ve komsu
glial hiicrelerde ters kavramay1 engeller ve bdylece postsinaptik GABAerjik potansiyelleri
giiclendirir. Bu etki, fizyolojik 6zgiilliiglinii korurken sadece endojenik GABA'nin etkisini
hizlandirdigindan, dogrudan reseptor agonizmine kiyasla avantajlarina ve daha az
istenmeyen tibbi etkilerine sahiptir. Cok sayida antikonviilzan gbz oniine alindiginda,
GABAerjik aktivitenin etkisi, klor akislart yoluyla GABAA reseptoriinii allosterik olarak
modiile eden sayisiz etki mekanizmasindan biridir (Fattore ve Perucca, 2011; Luszczki,

2009).

Adenozinerjik néromodulatdr sistemin aktivasyonu antiepileptik etkinlige katkis1 olabilecek
bir olaydir. Karbamazepinin bu sistemle etkilestigi ve bu etkilesmenin onun antiepileptik
etkinligine katkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Adenozin, odiyojenik epilepsilere ve
pentilentetrazol, pikrotoksin, kainik asit ve merkaptopropionik asitle olusturulan deneysel
epilepsi dnleyebilir. Kafein ve teofilin ise, adenozin reseptorlerini bloke ederek yiiksel dozda

konvilsiyon yapar (Chwalczuk, Rubaj, Swiader ve Czuczwar, 2008).

Eksitator amino asitlerle etkilesme

Glutamerjik sinapslarda eksitasyonun inhibe edilmesi antikonviilsan etkinlige yol agar.

Dizosiplin ve diger glutamat N-methyl-D-aspartate (NMDA) reseptor blokoérlerinin guclu
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antikonviilsan etkinlik gdosterdikleri bulunmustur. Fenitoin, fenobarbital ve adenozin,
glutamerjik etkinligi antagonize ederler. Lamotrijin, eksitator amino asitlerlerin salinmasini
inhibe eder; felbamat, NMDA reseptorlerinin etkinligini azaltir; magnezyum siilfat da

NMDA reseptorlerini bloke eder ve antikonviilsan olarak kullanilir (Kayaalp, 2012).

Antiepileptik ilaglar, hastada {i¢ farkli sekilde yanit verebilir: ndbetlerin kendiliginden
gecmesi (antiepileptik ilag kullanim1 olmadan), antiepileptik ila¢ uygulamasina yeterli yanit
verme veya tedavi ilacina direng gosterme. Antiepileptik ila¢ tedavisine direncin gelistigi
mekanizmalar tam olarak anlagilmamistir; bazi kanitlar bunun beyin parankimine etkili bir
penetrasyon eksikliginden kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir; ancak ila¢ yan etkileri

pozolojide biiyiik artis1 engeller (Ldscher, 2005).

2.2.3. Antiepileptik ilaclarin kullanim alanlari

Antiepileptik ilaglar, epilepsinin diginda bagka endikasyonlarda da kullanilabilmektedir.

Fenobarbital; primidon ve valproat ile birlikte ¢cocuklarda febril konvilziyon rekirrensini

azaltir, ancak endikasyonda devamli antiepileptik tedavi onerilmemektedir (Baumann ve

Duffner, 2000).

Karbamazepinler; antiepileptik 6zelligi disinda birgok farkli endikasyonlarda da tercih
edilen bir farmasdtiktir. Yaygin olarak bilindigi iizere, antiepileptik ilaglarin psikiyatrik
endikasyonlarindan birisi Bipolar bozukluktur. Valproat, karbamazepin ve lamotrijin bu
endikasyonda ruhsatlandirilmis ve kullanilmaktadir, ancak fenitoin, okskarbazepin,
levetirasetam, topiramat, zonisamid ve gabapentin yetersiz karakterize edilmis hastalarda
faydali olabilir. Karbamazepinin antimanik ve profilaktik etkinligi kanitlanmistir ve
geleneksel olarak lityuma yeterince yanit vermeyen hastalarda kullanilir (Weisler ve
digerleri, 2006; Smith, Cornelius, Warnock, Bell ve Young, 2007). Karbamazepinin
profilaktik etkinligini lityum tedavisiyle karsilastiran caligmalara gore, lityumun
tstlinliiglinii halen daha ondedir (Greil ve digerleri, 1997; Hartong ve digerleri, 2003).
Bununla birlikte karbamazepin, Bipolar bozuklugun hizli dongii seyri, disforik veya psikotik
maninin sik tekrar1 veya diger eslik eden psikiyatrik veya norolojik durumlar gibi atipik
belirtileri icin daha iyi bir alternatif olarak gorilmektedir (Greil, Kleindienst, Erazo ve

Muller-Oerlinghausen, 1998). Lityuma yeterince yanit vermeyen hastalarda, biiyiik
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kontrollii bir caligmada gosterildigi gibi tedaviye karbamazepin eklenmesi profilaktik
etkinligi biiyiik 6l¢iide artirabilir (Denicoff ve digerleri, 1997). Karbamazepinler cesitli
noropatik agrilara (noraljilere) kars1 da etkilidir. Trigeminus noraljisinde tek bagina veya
fenitoin ile birlikte kullanildiginda agriy1 keser. Ayrica diyabetik noralji, postherpetik
noralji, amiloid noraljisi, tiremik noralji ve noropatik beriberiye bagli noraljilerde de
etkilidir. Kanser agrisina karsi, klasik analjeziklere yardimci olarak da kullanilabilir.

(Kayaalp, 2012).

Klonazepam; panik atak bozuklugu tedavisinde yillardir kullanilan, antikonvilsan, kas
gevsetici ve anksiyolitik 6zelliklere sahip gii¢lii, uzun etkili bir nitro benzodiazepin tiirevidir
(Nardi ve digerleri, 2010). Diger benzodiazepinler gibi klonazepam, GABA reseptoriinin
modiilasyonu yoluyla aminobiitirik asidin etkilerini arttirir, ancak sadece GABAa
reseptoriinde etki eder (Moroz, 2004). Aslinda klonazepam, gama-aminobdtirik asidin
inhibitor etkisini gii¢lendirir ve serotonin kullanimini azaltir, serotonin reseptorlerini ve

frontal korteksi diizenler ve antipanik etkide dnemli bir rol oynar (Nilsson ve Sterner, 2011).

Diazepam; benzodiazepinler igin en tipik hipnotiktir. 1960'lardan beri anksiyete, epilepsi ve
alkol yoksunlugu gibi merkezi sinir sistemi bozukluklarini tedavi etmek i¢in yaygin olarak

kullanilmaktadir (Woods, Katz ve Winger, 1992).

Klobazam; 1970'lerden beri diinya ¢apinda bircok refrakter epilepsi formunda anksiyolitik
bir ila¢ olarak da kullanilmaktadir (Purcarin, 2014).

Gabapentin; ilk olarak 1993 yilinda kismi nobetlerin tedavisi igin oral ek tedavi olarak ve
daha sonra 2000 yilinda periferik néropati i¢in onaylanmistir. Gabapentinin etkinligi klinik
deneylerde ve birka¢ klinik 6ncesi noropatik agri modelinde gosterilmistir (Field ve

digerleri, 1997; Rowbotham ve digerleri, 1998).

Pregabalin; noropatik agrinin tedavisinde diinya capinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Vranken ve digerleri, 2008). GABA ile ilgili hicbir etkiye sahip degildir; bununla birlikte,
voltaja duyarli kalsiyum kanallarinin a-2-9 alt birimine baglanir. Bu durumda birkag uyarici
ndrotransmitterin salinimini azaltir. Bu etki, pregabalini anksiyete tedavisi i¢in potansiyel

bir terapotik ajan yapmaktadir (Shneker ve McAuley, 2005).
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Felbamat; cocuklardaki infantil spazmlara, absans ve Lennox - Gastaut sendromuna karsi
etkilidir (Kayaalp, 2012).

Topiramat; diger ilaglara ilave olarak Lennox — Gastaut sendromuna eslik eden epilepsilere
karst kullanilmaktadir. Buna ek olarak diigilk dozlarda migren profilaksisi ig¢in de bir
secenektir (Kayaalp, 2012).

2.2.4. Antiepileptik ilaclarin yan etkileri

Epilepsi tedavisinde kullanilmak {izere gelistirilen antiepileptik ilaglar ile epilepsi kontroli
birkag faktore baghdir: etkinlik, hormonal degisimin yan etkileri, teratojenite,
farmakokinetik, antiepileptik ilaglar veya diger ilaglar arasindaki etkilesimler, serum
seviyeleri, maliyet ve norologun antiepileptik ilag kullamimiyla ilgili deneyimidir.
Antiepileptik ilaglar nobet siklig1 ve siddetinin azalmasini saglamakla birlikte, kullanimlari
sirasinda bazi yan etkiler gozlemlenebilmektedir (Saltik, 2014). Bu yan etkiler hastanin
tedaviye uyumunu ve klinik tabloyu olumsuz etkileyebilmektedir. Son otuz yilda, epilepsili
hastalar1 tedavi etmek i¢in mevcut olan kullanilan antiepileptik ilaglar i¢in, yan etki
bildirimlerinde dikkate deger bir artis mevcuttur (Alick ve Doyle, 2021). Temel olarak
antiepileptik ila¢ kullanimindaki amag, minimum yan etki reaksiyonu ile en yiiksek ilag
etkinligi elde etmektir. Elbette diger ilag tiirleri gibi, antiepileptik ilaglar da ¢esitli yan etki
reaksiyon tiirleri ile iliskilidir. Bununla birlikte, antiepileptik ilaglarin ortak mekanizmasi,
birgok nobet bozuklugunda son substrati olusturan patolojik ndronal hipereksitabiliteyi
baskilamak oldugundan, en sik yan etki reaksiyonu merkezi sinir sistemi iizerine olur
(Kennedy ve Lhatoo, 2008). Antiepileptik ilaglarin yan etkileri; merkezi sinir sistemi,
davranigsal ve genel medikal sorunlar olmak iizere iic ana baglik altinda tanimlanmistir

(Cramer, Mintzer, Wheless ve Mattson, 2010).

Rahim i¢inde antiepileptik ilaca maruz kalma, epilepsili kadinlarin ¢ocuklarinda major
konjenital malformasyonlar ve olumsuz bilissel sonuglarla iligkilendirilmistir (Eadie, 2008;
Harden, 2008). Hamilelik sirasinda eski nesil antiepileptik ilaglarin kullaniminin, bebeklerde
dogum kusurlari riskinin iki ila {i¢ kat artmasi1 ve maruz kalan bebekte muhtemelen baska

olumsuz sonuglarla iligkili oldugu bilinmektedir (Tomson ve Battino, 2008).
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flag uyumsuzlugunun klinikte oldugu gibi ayrica ekonomik sonuglar iizerinde de olumsuz
etkileri olabilmektedir (Davis ve digerleri, 2008). Ne yazik ki, antiepileptik ilaglara
uyumsuzlugun nébet kontroliiniin kaybina yol agabilecegi iyi bilinmektedir (Jones, Butler,

Thomas, Peveler ve Prevett, 2006).

Antiepileptik ilaglar, ¢ok sayida advers reaksiyona ve ilag-ilag etkilesimlerine neden olabilen
giiclii ajanlardir. Psikiyatrik ve davranigsal advers reaksiyonlar yaygindir ki bunlar
depresyon, anksiyete, psikoz ve saldirgan davraniglari icerir. Giinliik pratikte, antiepileptik
ilaclara baglh psikiyatrik ve davranigsal yan etki reaksiyonlarin klinik ifadesini, her bir
hastadaki endojen klinik belirtilerden ayirt etmek zor olabilir. Levetirasetam, perampanel ve
topiramat su anda agresif davranis i¢in en giiclii kanitlara sahip antiepileptik ilaclar olarak
tanimlanmaktadir. Bununla birlikte, benzodiazepinler, brivarasetam, fenobarbital, tiagabin,
vigabatrin ve zonisamid de diger antiepileptik ilaglara kiyasla daha yaygin siddetli davranis
olusumu ile iliskilidir. Onceden psikiyatrik bozukluk Oykisi olan hastalarda risk
artmaktadir. Bu tiir agir yan etkiler, antiepileptik ilaglar daha fazla tedavisi zor epilepside
kullanildig: i¢in, 6nemli bir klinik sorun haline gelmektedir dolayisiyla bu ilaglarla ndbet
kontrolii saglandiginda, etkili ilacin kesilmesini gerektiren blyUK psikiyatrik ve davranissal
advers reaksiyonlarin ortaya ¢ikmasi muhtemeldir (Brodie ve digerleri, 2016; Andres,

Kerling, Hamer ve Winterholler, 2018; Steinig ve digerleri, 2017).

Kesitsel arastirmalardan elde edilen veriler, antiepileptik ila¢ kullanan epilepsili kisilerin
%80'inin yan etki yasadigini gostermektedir (Carreno ve digerleri, 2018). Yan etkiler,
antiepileptik ila¢ kullaniminin basarisizliginin en temel faktorleri. Bu yan etkiler, hem genel
hasta uyumunu olumsuz yonde etkilerken hem de hastalarin %25'ine varan oranda tedavinin
erken kesilmesine sebep olmaktadir. Dahasi yan etkiler; sakatliklarin, morbidite ve
mortalitelerin de temel kaynagi olarak belirtilir (Perucca ve Gilliam, 2012). Bazi ¢aligmalar,
yasam kalitesinin, bildirilen yan etkiler ve antiepileptik ilaclarin tolere edilebilirligi ile
iliskili oldugunu gostermistir (Baker, Jacoby, Buck, Stalgis ve Monnet, 1997; Kuzmanova,

Stefanova, Velcheva ve Stambolieva, 2014).

Cocukluk caginda antiepileptik ila¢ kullanimi ile ilgili yapilan g¢aligmalarda yan etki
insidansinin = %5,3 ile %63,5 arasinda degismektedir (Kousalya, Swathi Cherukuri,
Padmasani ve Arun Prasath, 2014; Korkut ve Aydin, 2022). Bu farkliliklarin nedeni, farkli
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calisma popiilasyonu, bolgesel olarak farkli ilaglarin kullanimi ve/veya farkli ¢aligma

metodolojisinin benimsenmesi olabilir.

Antiepileptik ilaglarin baslik bazinda temel yan etkileri incelenecek olursa (Kayaalp, 2012);

Fenitoin ve benzerleri

Vestibuloserebeller sistemde disinhibisyon, nistagmus, ataksi, dizartri, uykusuzluk, sinirlilik
hali, tremor, zihinsel konsantrasyon, mental ve motor islemlerinde hiz bozuklugu,
polindropati, gingiva hipertrofisi, morbiliform dokintuler, hematolojik bozukluklar, D

vitamini eksikligi, bulanti, kusma, akut karin krizi, hirsutizm, teratojeni.

Fenobarbital ve tirevleri

Sedasyon, uyusukluk, basdonmesi, ataksi, nistagmus daha seyrek olmak iizere; ciltte
makiilopapiiler, skarlatiniform veya morbiliform, hiperkrom makrositik anemi, rasitizm,

osteomalasi ve K avitaminozuna bagli kanamalar.

Karbamazepin

Uyusukluk, sersermlik, ataksi, bas donmesi, diplopi, nistagmus, bulanti, kusma, mide
sikintisi, karin agrisi, istahsizlik, diyare ve bazen kabizlik, agizda kuruluk, midriyazis, yakin
gbrmede bozulma, idrar retansiyonu, eritroderma, eksfoliyatif dermatit, toksik
pustiloderma, sistemik lupus eritematosus benzeri reaksiyon, Steven Johnson sendromu ve
toksik epidermal nekroliz, kemik iligi depresyonu ve lenfadenopati, seyrek olarak l6kopenti,
trombositopeni, agranllositoz ve aplastik anemi, diltsyonel hiponatremi, seyrek olarak

hipertansiyoni sol ventrikiil yetmezligi, kardiyovaskiiler kolapi.

Siksinimidler

Psisik belirtiler, uyusukluk, letarji, 6fofotofobi, bas donmesi, bas agrisi, bulanti, kusma,

istahsizlik, f{iritker, Stevens Johnson sendromu, cilt dokiintiileri, eozinofili, lupus

eritematosus, 16kopeni, aplastik anemi.
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Sodyum valproat

Kusma, karinda kramp, diyare, sedasyon, uyusukluk hali, kanama zamaninda uzama,
I6kopeni, pansitopeni, gecici sa¢ dokilmesi, ketoasidoz, hiperamoniemi, ensefalopati,

teratojenite.

Oksazolidindion

Uyusukluk, sedasyon, gorme bulanikligi, 151kl ortamdan rahatsizlik, lenfadenopati, lupus
eritematosus, hepatit, nefroz, fatal aplastik anemi, gticli teratojenite.

Antiepileptik benzodiazepinler

Uyusukluk hali, ataksi, nistagmus, dizartri, agresif davranis, huzursuzluk, hiperkinezi,

solunum depresyonu, ani kesilmesine bagli olarak status epileptikus ve yoksunluk sendromu.

Gabapentin

Uyuklama, bas donemsi, ataksi, kesiklik, nistagmus.

Pregabalin

Bulanti, kusma, uyusukluk, goérme bozuklugu, cinsel islev bozuklugu, depresyon,

uykusuzluk, aritmi, hipo/hiperglisemi, kalp yetmezligi, biling kaybi.

Vigabatrin

Gorme alanm1 defektleri, uyusukluk, ataksi, bas donmesi, bas agrisi, irritabilite, ajitasyon,

kesiklik, psikoz.
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Lamotrijin

Cilt dokulmeleri, anjiyoddem, Stevens-Johnson, toksik epidermal nekroliz, bas donmesi, bas
agrisi, ayaksi, bulanti, kusma, uyuklama, gérme bulanikligi, diplopi, aplastik anemi,
trombositopeni.

Felbamat

Istah azalmasi, uykusuzluk, bulant, kusma, diyare, bas donmesi, kesiklik.

Topiramat

Psisik, norolojik bozukluklar, akut miyoplik, dar acil1 glokom, nefrolitiyaz.

Tiagabin

Beceri isteyen islerin yapilamamasi (araba stirme, makina kullanma gibi).

Levetirasetam

Yorgunluk hissi, sinirlilik.

Zonisamid

Uyuklama, ataksi (Kayaalp, 2012).

Genel olarak yeni nesil antiepileptik ilaclarda, eski ilaglara kiyasla daha az yan etki
goriildiigii belirtilmektedir (Kumar, Sarangi, Tripathi ve Gupta, 2020). Anderson ve digerleri

an reaksiyonlara en sik neden olan antiepileptik 1 aclarim valproi1 asit (i} ve
(2015) y ksiyonl k neden ol iepileptik ilacl Iproik asit (%33)

karbamazepin (%25) oldugunu bildirmislerdir.
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2.2.5. Antiepileptik ilaclarin etkilesimleri

Karmasgik farmakokinetik 6zellikleri nedeniyle antiepileptik ilaclar, ilag-ilag etkilesimlerine
dahil olmaya en yatkin ila¢ siniflar1 arasindadir. Farmakodinamik etkilesim riski ise, diger
merkezi sinir sistemi ilaclarla birlikte recete edilmesiyle artar (Johannessen ve Landmark,
2010). Ilag kullanan popiilasyona dayali ¢alismalarin verilerine gore, epilepsili hastalarmn
%19-24" U coklu antiepileptik ilac tedavisi gormektedir (Johannessen Landmark ve digerleri,
2009; van de Vrie-Hoekstra, de Vries, van den Berg, Brouwer ve de Jong-van den Berg,
2008). Direngli epilepsisi olan c¢ocuklar ve yetigkinlerin ila¢ kullanim verilerine gore
hastalarin %64'i iki veya daha fazla antiepileptik ila¢ ile ¢oklu tedavi kullanmaktadir.
Yetiskinlerin %35'i merkezi sinir sistemi ile ilgili komorbid durumlardan mustarip ki bu da
onemli etkilesim risklerine neden olmaktadir (Landmark, Rytter ve Johannessen, 2007;

Rytter, Landmark ve Johannessen, 2009).

Eski nesil antiepileptik ilag etkilesimleri birgok kez arastirilmistir, yeni ikinci ve {iglincii
nesil ilaglar, eski ilaglara gore daha az ragbet gormektedir, bu da hastalar i¢in daha az
karmagik terapotik sonug ve komplikasyon anlamina gelir. Ancak, yeni nesil antiepileptik
ilaglar siklikla karacigerde metabolize edildiginden, bunlarin ¢ogu ilag etkilesimlerine neden
olabilir veya serum konsantrasyonlari, ila¢ eklenmesiyle artabilir ya da azalabilir

(Johannessen Landmark ve Patsalos, 2010; Patsalos ve digerleri, 2008).

Epilepsi tedavisi ndbetleri durdurmay1 amaclar ancak, farmakolojik etkiyi kontrol altina
alacak dogrudan bir Onlem olmadigindan ilaglarin terapdtik olarak izleniyor olmasi
farmakovijilansta 6nemli bir aractir (Jaquenoud Sirot, van der Velden, Rentsch, Eap ve
Baumann, 2006). Bir hasta, birden fazla ilagla tedavi edildiginde, genellikle terapdtik
sonucun degigsmesine neden olabilecek ve klinik olarak onemli ilag etkilesimleri riski
meydana c¢ikar ve etkilesimler farmakolojik varyasyona onemli bir katkida bulunur.
Terapotik izleme, antiepileptik ilaglarin etkilesimlerinin serum konsantrasyonlarini 6lgerek
ortaya ¢ikarir ve uygun doz ayarlamalarini miimkiin kilmaktadir (Johannessen ve Landmark,

2010; Patsalos ve digerleri, 2008).

Pratikte en sik kullanilan bazi antiepileptik ilaglarin etkilesimleri su sekildedir;



25

Karbamazepin

Fenobarbital, fenitoin ve valproat CYP3A4’1i indiikleyerek Karbamazepin metabolizmasini
arttirir; karbamazepin de fenitoinin biyotransformasyonunu arttirabilir. Karbamazepinle
eszamanli  verilmesi nedeniyle valproat, lamotrijin, tiagabin ve topiramatin
konsantrasyonlari1  diislirebilir. ~ Karbamazepin  haloperidolin ~ hem  plazma
konsantrasyonunu hem de terapétik etkisini azaltir. Karbamazepinin metabolizmasi
propoksifen, eritromisin, simetidin, fluoksetin ve isoniazid tarafindan baskilanabilir
(Brunton, Lazo ve Parker, 2009). Karbamazepinin ilag etkilesimleri konusu ilgili kisimda

ayrintili sekilde yer almaktadir (Bkz: 2.3.6. Karbamazepinin ilag¢ etkilesimleri).

Valproat

Guclh bir enzim inhibitdri olan valproat, sitokrom p450 (CYP), dridin glukuronil
transferazlari (UGT) ve epoksit hidrolaz dahil olmak Uzere ¢esitli enzimlerin inhibitéridar.
Lamotrijin (glukuronidasyon), fenobarbital (oksidasyon), karbamazepin metaboliti 10,11-
epoksit (epoksit hidrolaz) ve etosuksimit (oksidasyon) metabolizmasini inhibe eder. Inhibe
edilen ilaglarin serum konsantrasyonlarinin artmasina ve sonug olarak toksisite riskinde

artiga yol acar (Patsalos, Froscher, Pisani ve van Rijn, 2002).

Lamotrijinin serum konsantrasyonu, valproat ile %211 oraninda artar ve yarilanma 6mrii 30
saatten 60 saate ¢ikar (May, Rambeck ve Jurgens, 1999). Bu etkilesim oldukga 6énemlidir
clinkii lamotrijinin neden oldugu deri dokiintiileri, lamotrijinin serum konsantrasyonundaki
artis hizina baglhidir. Mevcut valproat tedavisine lamotrijinin eklenmesi, bu nedenle diisiik
bir baslangi¢ dozu ve dikkatli bir doz artig1 gerektirir ayrica lamotrijinin, valproat tedavisine
eklenmesi de valproatin serum konsantrasyonunu %25 oraninda arttirmaktadir (Anderson ve

digerleri, 1996).

Yapilan caligmalarda goriilmiistiir ki, valproat amitriptilin ve nortriptilin metabolizmasini
inhibe eder (Elger ve digerleri, 2009). Valproatin eklenmesiyle serum fenobarbital
konsantrasyonlart da onemli Olglide artis gosterebilir (May ve digerleri, 1999). Yan
etkilerden kaginmak i¢in fenobarbital dozunun %80'e kadar azaltilmasi gerekebilir.
Valproat, rufinamid konsantrasyonlarini 6zellikle gocuklarda, ilag¢ olarak valproat almayan

hastalara kiyasla yaklasik %70 oraninda artirir ve bu bulgu, karboksilesterazlarin
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inhibisyonu ile agiklanmaktadir (Perucca, Cloyd, Critchley ve Fuseau, 2008). Yetiskinlerde,

valproat tarafindan rufinamid klirensindeki tahmini azalma %17°dir (Brodie ve digerleri,

2009).

Valproatin, enzim indiikleyicileri i¢in tarif edildigi gibi antipsikotikleri etkileyip
etkilemedigine dair geliskili goriisler mevcuttur (Besag, Berry, Pool, Newbery ve Subel,
1998; Stephen, 2003). Enzim inhibisyonunun neden oldugu sisplatin ve etoposid gibi
antineoplastik ilaglarla iligkili hematolojik yan etkilerin insidansinda ii¢ kat artisa neden
olmaktadir (Bourg, Lebrun, Chichmanian, Thomas ve Frenay, 2001). Oral
kontraseptiflerden lamotrijin ile benzer bir mekanizma ile etkilenir, ancak toplam ve
baglanmamis valproatin goriiniir klerensinde daha az belirgindir (Galimberti ve digerleri,
2006). Klirensi ise klorpromazin ile orta derecede azaltilmaktadir (%15) (Ishizaki, Chiba,
Saito, Kobayashi ve lizuka, 1984).

Fenitoin

Fenitoin, karbamazepin, okskarbazepinin aktif metaboliti, lamotrijin, etosliksimid, valproat
ve primidonun serum konsantrasyonunu, enzim indiiksiyonu sonucunda azaltir.
Fenobarbitalin serum konsantrasyonu tizerindeki etkisi degiskendir; azalma veya artma
yapabilir. Kloramfenikol, simetidin, dikumarol, disulfiram, izoniazid, sulfonamidler,
dekstroproposifen, trimetropim ve tioridazin, fenitoinin serum konsantrasyonunu yukselten
farmasotiklerdir. Farmakolojik dozda folik asit ve kronik alkol alinmas1 da fenitoin diizeyini
distirtir (Kayaalp, 2012).

Fenobarbital

Fenobarbital seyrek olarak enzim indiiksiyonu ile fenitoinin metabolizmasini artirabilir ve
serum diizeyini diistirebilir; ayrica gastrointestinal absorpsiyonunu azaltarak da fenitoin
serum konsantrasyonunu diislirebilmektedir. Ancak bu etkiler, fenobarbitalin daha sik
goriilen bir etkisi olan fenitoin metabolizmasinin inhibisyonu ile kismen veya tamamen
ortadan kaldirilabilir; bu nedenle net etki degiskenlik gostermektedir. Fenobarbital,
lamotrijinin serum konsantrasyonunu artirir. Fenobarbital sedatif etkili diger ilaclarla ise

aditif farmakodinamik etkilesim gostermektedir. Folik asit, fenobarbitalin serum
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konsantrasyonunu diisiirmektedir. Bir fenobarbital tirevi olan primidon ile ilgili

etkilesmeler ise fenobarbitalinkilerle benzerdir (Kayaalp, 2012).

Okskarbazepin

Okskarbazepin, CYP2C19'un zayif bir inhibitoriidiir ve fenitoin ve fenobarbitalin serum
konsantrasyonunu artirabilir (Hossain, Sallas, Gasparini ve Souza, 1999). Saglikli
kadinlarda yapilan bir arastirmada, okskarbazepinin oral kontraseptiflerden etinil estradiol
ve levonorgestrelin ile birlikte uygulanmasiyla, egri altindaki alanlarinda %47 ve yari

omiirlerinde ise %45 oraninda azalma tespit edilmistir (Fattore ve digerleri, 1999).

Topiramat

Gunluk 50-200 mg/giin dozlarinda kullanilan topiramat, etinil estradiol ve noretindron
iceren oral kontraseptiflerin serum konsantrasyonlarini 6nemli 6l¢ilide etkilemez (Rosenfeld,
Doose, Walker ve Nayak, 1997). Bununla birlikte, daha yuksek dozlarda (400 mg/giin‘e
kadar), oral Klerenste %18-33 artisla orta diizeyde bir indiikleyici etki goriilmiistiir (Doose
ve digerleri, 2003b). Topiramat, hidroklortiazid, metformin veya pioglitazon ile
kombinasyon halinde kullanilacaksa her iki ilacin da doz ayarlamasini gerektirebilir ve
yakindan izlenmelidir ayrica karboanhidraz inhibitorlerinden kaginilmalidir (Lyseng-

Williamson ve Yang, 2007).

Etosiiksimid

Etosiiksimid, diger antiepileptiklerin serum konsantrasyonlarinda belirgin bir degisiklik
yapmamaktadir ancak karbamazepin, fenitoin, fenobarbital ve primidon bu ilacin serum

konsantrasyonunu diisiiriir (Kayaalp, 2012).

Lamotrijin

Ginde 350 mg lamotrijin ile oral kontraseptif kullanan 22 kadin ve ayni doz lamotrijin
kullanip da oral kontraseptif kullanmayan 30 kadinla yapilan bir ¢alismada, lamotrijinin
serum konsantrasyonunun %350’den fazla azaldig1 tespit edilmistir (Christensen ve digerleri,

2007; Sabers, Ohman, Christensen ve Tomson, 2003). Ayrica, Reimers ve digerleri
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lamotrijin konsantrasyonlarini azaltan seyin progesteron degil etinil estradiol oldugunu
kesfetmislerdir (Reimers, Helde ve Brodtkorb, 2005). Bu etkilesimin steroidler tarafindan
UGT1A4 aktivitesinin uyarilmasindan kaynaklanmasi muhtemeldir ve bazi kadinlarda nébet

kontroliiniin azalmasina da neden olabilir (Aguglia ve digerleri, 2009).

Stiripentol

Stiripentol, dort ana yoldan genis 6l¢iide metabolize edilir ve dogrusal olmayan bir kinetik
sergiler. Guclu bir CYP3A4, 1A2 ve 2C19 inhibitoradir ve fenitoin, karbamazepin,
fenobarbital, valproik asit ve klobazam gibi antiepileptiklerin serum konsantrasyonunu
arttirir (Tran ve digerleri, 1996; Trojnar, Wojtal, Trojnar ve Czuczwar, 2005). Sonug olarak,
metabolitlerinin konsantrasyonlar1 azalir, bu da karbamazepin ve onun epoksit metaboliti
icin oldugu gibi orijinal ilaglarin tolere edilebilirliginin artmasina neden olabilir (Tran ve
digerleri, 1996). Stiripentolin birka¢ CYP (zerindeki inhibitor etkisi nedeniyle, anestezi,
hipertansiyon, diyabet ve astim i¢in kullanilan ilaglar da dahil olmak iizere CYP P450
sistemi yoluyla elimine edilirlerse, eszamanli olarak kullanilan ilaglarin dozu %350

azaltilmalidir, Warfarin ise kullanilmamalidir (Chiron, 2007).

2.3. Karbamazepin

Karbamazepin (C1sH12N20), esas olarak epilepside kismi nobete karsi en etkili olan trisiklik
bilesiklerden birisidir. Molekiiliin epilepsi alanina girmesiyle, ataklar1 kontrol etmek i¢in
yeni bir asamaya gecilmistir. Ilk olarak, Isvicre'de kimyager Walter Schindler tarafindan
kesfedilen karbamazepin (1954), 1962'de trigeminaliyi tedavi etmek {izere pazarlanmis ve
1965'ten itibaren Ingiltere'de antikonviilzan ve antiepileptik olarak kullanilmaya devam

etmistir. 1974 yilindan ABD'de onaylanmistir (Grzesiak, Lang, Kim ve Matzger, 2003).

2.3.1. Karbamazepinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Karbamazepin, 5H-dibenz [b,f]lazepin-5-karboksamid, %76.25 karbon, %5.12 hidrojen,
%11.86 nitrojen ve %6.77 oksijenden olusan bir bilesiktir (Sekil 2.3). 236,3 g.mo/L
molekiiler agirliginda sahip karbamazepinin ¢oziintrligii 17,7 mg/L ve yarilanma dmrii 25-
65 saattir(25°C). 5H-dibenz[b,f]lazepin ve fosgenin reaksiyona girmesiyle 5-klorkarboksi-

5H-dibenz[b,f]azepin olusur ve sonrasinda amonyakla reaksiyonu sonucunda karbamazepin



29

sentezlenir (Sekil 2.4) (Schindler, 1960). Bir diger sentez yontemi ise SH-dibenz [b,
flazepinin potasyum siyanat ile dogrudan reaksiyona girmesi ile olugmaktadir (Sekil 2.5)

(Krahnefeld ve Wunderlich, 1977).

N
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Sekil 2.3. Karbamazepin Yapisal Formiilii
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2.3.2. Karbamazepinin etki mekanizmasi

Karbamazepin etki mekanizmasi tam olarak agiklanmamistir ancak esas olarak sodyum
kanallarina baglandig1 6ne siiriilmiis ve kalsiyum ve potasyum kanallar ile etkilesimleri
bildirilmistir. Genel olarak karbamazepin, sodyum, potasyum ya da kalsiyum iletkenligini
degistirerek veya GABA ve glutamati yahut nobet aktivitesiyle ilgili olabilecek diger
ndrotransmitterleri etkileyerek ndronal uyarilabilirligi azaltir veya inhibitor etkisini arttirir

(Sims, Burton ve Shaw, 2006, Thorn ve digerleri, 2011).

Karbamazepin inaktive edilmis Nat+ kanalina baglanir ve yenilenme inaktivasyonunu
yavaslatir. Ayrica sinaptik membranlara Ca*? girisini de engeller. Sinaptik islevi baskilar ve
giclenme sadece supraterapOtik  seviyelerde azalir.  Karbamazepin, yuksek
konsantrasyonlarda katekolamin alimin1 engeller. Trisiklik antidepresanlara kimyasal olarak
bagli oldugu igin biyojenik amin geri alimimi engellemis olur. Karbamazepinin adenozin
reseptorlerinin iki alt tipine, A1 ve A2'ye baglanmasi, iyilestirici tedavilerde genis yiizey
alanina baglanmanin ger¢eklesmesine izin verir. Bu nedenle Karbamazepin, A1-reseptor alt
tipinde, noronal eylem ve norotransmitter desarji tizerinde adenosini giiclii inhibitor
manipule ederek eylem boyunca hareket eder. Bu reseptdrlerde bir antagonist gérevi gorur
ve noronal uyarilabilirligi artirmasi beklenir (Chwalczuk ve digerleri, 2008, Lipkind ve
Fozzard, 2010).

2.3.3. Karbamazepinin farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikleri

Karbamazepin, oral uygulamadan sonra %75-85'lik bir biyoyararlanim ile yavasga emildigi
bildirilmistir. Plazma proteinlerine baglanma oran1 %70-80'e ulasir ve neredeyse tamami
karacigerde epoksidasyon ve hidroksilasyon reaksiyonlari ile metabolize edilir. Eliminasyon
yar1 omrii yaklasik 35 saattir, ancak ¢ocuklarda (=10 saat) daha diisiik ve yash hastalarda
(30-50 saat) daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Patsalos, 2013, Sims ve digerleri, 2006,
Tolou-Ghamari, Zare, Habibabadi ve Najafi, 2013).

Karbamazepin, CYP3A4'Un giclu bir indikleyicisidir (Giessmann ve digerleri, 2004).
CYP3A4, CYP3AS ve CYP2CS enzimleri tarafindan CBZ-10,11-epoksite metabolize edilir.
Bu reaktif metabolit, farmakolojik olarak aktif ve potansiyel olarak toksik oldugu i¢in biiytlik
onem tasimaktadir (Korinthenberg, Haug ve Hannak, 1994). CYP3A4 ve CYP2CS8,
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karbamazepinin epoksidasyon yoluyla karbamazepin-10,11-epoksite doniisiimiinii katalize
eder (Parker, Pritchard, Preston ve Choonara, 1998). Bu durumda ise, epoksit hidrolaz
tarafindan daha da metabolize edilir ve idrarla atilir. Karbamazepin ayni1 zamanda karmasik
farmakokinetige yol agan bir otoindiikleyici 0zellige sahiptir. Bununla birlikte, bazi
raporlara gore CYP1A2’yi de indiikler (EMEA, 1998). CBZ-10,11-epoksit plazma
seviyeleri bireyler aras1 degiskenlik gosterir; yetiskinlerde ve ¢ocuklarda sirasiyla toplam
karbamazepin konsantrasyonlarinin %15-55'ini ve %5-81'ini olustururlar (Bu ve digerleri,
2005). CBZ-10,11-epoksit ayrica mikrozomal epoksit hidrolaz (EPHX1) tarafindan inaktif
molekil CBZ-10,11-trans-dihidrodiol'e metabolize edilir. Karbamazepinin diger metabolik
yollari, CBZ'nin CYP3A4 ve CYP2B6 enzimleri tarafindan 2-hidroksi-CBZ (2-OH-CBZ)
ve 3-hidroksi CBZ'ye (3-OH-CBZ) doniistiiriilmesini igerir. Karbamazepinin yaklasik %15'i
glukuronidasyon ile elimine edilir; dolayisiyla, UDP UGT'ler de karbamazepin

metabolizmasinda yer alir (Pearce ve digerleri, 2008, Thorn ve digerleri, 2011).

Karbamazepin %72 oraninda karacigerden emilir ve metabolize edilir ve %28’i digk1 yoluyla
atilir. Uredeki metabolitleri karbamazepin, karbamazepin-epoksit, karbamazepin-diol,

karbamazepin-akrida, 2-OH-karbamazepin, 3-OH-karbamazepindir.

2.3.4. Karbamazepinin kullanim alanlari

Giintimiizde yogun olarak kullanilan ilaglardan olan karbamazepin esas olarak epilepsi,
aritmi, depresyon ve diger hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilir (Tulloch, Carr ve Ensom,
2012). imipramin ve desipramin gibi trisiklik antidepresanlara baglanan bir yapi sunar
(Bialer, 2012). Karbamazepin ayni zamanda, fokal baslangigh (farkindalik ve bozulmus
farkindalik) ve genel baslangigli tonik-klonik noébetlerin tedavisinde de duygu durum
diizenleyici olarak kullanilmaktadir (American Psychiatric Association, 2002; Brodie ve
Dichter, 1997; Fisher ve digerleri, 2017).

2.3.5. Karbamazepinin kontrendikasyonlari

Karbamazepin, kemik iligi depresyonuna sahip ve bu ilaca veya amitriptilin gibi trisiklik
bilesiklere asir1 duyarlilig1 olan hastalarda kontrendikedir (Verrotti, Scaparrotta, Grosso,
Chiarelli ve Coppola, 2014). Juvenil myoklonik epilepsi, juvenil absans ve Lennox-Gastaut

gibi epileptik ensefalopatilerde nobetleri  arttirir, bu kontrendikasyondan  Gtiirii
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kullanilmamaktadir. Ayni1 sekilde, myoklonik jerkleri, absans ndbetlerini ve atonik nobetleri
arttirabilir. Yenidogan ndbetleri ve febril nobetlerde etkili degildir (Dam, Ekberg, Layning,
Waltimo ve Jakobsen, 1989).

Yiiksek karaciger transaminazlar1 degeri, lokopeni ve aplastik anemisi olan hastalar ayrica

olas1 kontrendikasyonlar agisindan yakindan izlenmelidir (Brunton ve digerleri, 2009).

2.3.6. Karbamazepinin ilag etkilesimleri

Karbamazepin, fenitoin, fenobarbital ve primidon birlikte uygulandiginda, ¢ogu
antiepileptik ilacin metabolizma hizin1 uyaran ve diger antiepileptik ilaglar1 indiikleyen
baslica enzimlerden CYP enzimlerinden UGT ve epoksit hidrolazi uyarir. Ayrica
karbamazepin, fenitoin ve barbitiiratlar tarafindan otoindiiksiyona ve heteroindiiksiyona
ugrar (Perucca, 2006). Karbamazepinin aktif 10,11-epoksit metaboliti, epoksit hidrolaz
tarafindan metabolize edilir. Etkilenen antiepileptik ilaglarin serum konsantrasyonundaki
azalmanin sonugclari, eklenen komedikasyonun farmakolojik etkisi ile telafi edildiginden, bu
etkilesimlerin klinik 6nemi genellikle orta diizeydedir. Etkilenen antiepileptik ilaglarin doz
ayarlamalar1 en yaygin olarak valproat, lamotrijin ve tiagabin i¢in gereklidir, ¢linkii bu
ilaglarin karbamazepin eklendikten sonra serum konsantrasyonlarinda azalma oldukga
belirgin olabilir (%50-75) (Perucca, 2006).

Giinliik 600 mg olarak kullanilan karbamazepin etinil estradiol ve noretindronun Kklirensini
sirastyla %127 ve %69 oraninda artirir (Doose ve digerleri, 2003a). Psikotrop ilaclarla ilgili
olarak, karbamazepin hem eski tipik ilaglarin hem de daha yeni atipik ilaglarin serum
konsantrasyonlarint azaltir (6rnegin risperidon, klozapin, olanzapin, ketiapin, ziprasidon,
aripiprazol, haloperidol, klorpromazin ve klomipramin ve imipramin gibi daha eski
antidepresanlar). Bu gibi kombinasyonlardan kaginmak miimkiin olmayabileceginden, doz

ayarlamalarinda genellikle ekstra 6zen gosterilmektedir (Mula, 2008).

Antiepileptiklerin disindaki bir¢ok ila¢ da karbamazepin metabolizmasini etkilemektedir.
Bilinen CYP3A4 inhibitorleri dahil olmak tzere bircok ilag, serum karbamazepin
konsantrasyonlarini artirarak karbamazepin toksisitesi belirtilerini hizlandirabilir. Ornegin,
klaritromisin, troleandomisin ve eritromisin gibi antibiyotik ajanlar ve dekstropropoksifen

gibi analjezik ilaclar, serum karbamazepin konsantrasyonlarini ciddi sekilde arttirdiklari igin
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karbamazepin alan hastalarda potansiyel olarak ciddi Kklinik sonuglara yol acar ve bu
kombinasyonlardan mutlak surette uzak durulur (Bergendal, Friberg, Schaffrath, Holmdahl
ve Landahl, 1997; Pauwels, 2002). Probenesidin, karbamazepin-10,11-epoksite
biyotransformasyonunu artirarak karbamazepinin serum konsantrasyonunu diisiirdiigi
diistintilmektedir (Kim, Oh, Par ve Park, 2005). Antipsikotik ilaglardan risperidon ve
muhtemelen haloperidol, karbamazepin serum konsantrasyonunu arttirir (Besag ve digerleri,
1998).

2.3.7. Karbamazepinin yan etkileri

Karbamazepinin yan etkileri arasinda, karaciger hasari, aplastik anemi ve agranulositoz gibi
bozukluklar yer alur (Bjornsson ve Olsson, 2005; Zaccara, Franciotta ve Perucca, 2007).
Uzun kullaniminin risk faktorii oldugu belirtilirken, karbamazepine baglh ciddi karaciger
hasar1 gelisen hastalarin ortalama 30 hafta ilag tedavisi gordigi bildirilmistir (Bjornsson,
2008).

Karbamazepin, Gilineydogu Asya iilkelerinde tibbi olarak kullanilmasi nedeniyle Stevens-
Johnson sendromunun ve iliskili hastalik toksik epidermal nekrolizin ana nedenidir (Chen
ve digerleri, 2011). Toplam mortalite oran1 %30 olan bu cilt hastaliklari, hiicre 6limainu
arttirarak epidermisin dermisten ayrilmasina neden olur (Pereira, Mudgil ve Rosmarin,
2007).

Calismalar karbamazepinin intrauterin maruziyetinin, insan embriyosunda spina bifida
(Jentink ve digerleri, 2010) ve norogelisimsel sorunlara (Cummings, Stewart, Stevenson,
Morrow ve Nelson, 2011) yol agtigini ortaya koymustur. Atkinson ve digerleri (2007) ayrica
hamilelik sirasinda karbamazepin verilen kadinlar arasinda daha yiiksek fetal kayiplar ve

konjenital malformasyon oranlari bildirmistir.

2.3.8. Karbamazepinin cevresel kalicihigi, konsantrasyonu ve dagilimi

Hem insan hem de veterinerlik tibb1 i¢in diinyada kullanilan 3000'den fazla aktif farmasdtik
bilesen (PhAC) bulunmaktadir (Petrovic, 2014; Ternes, 2001). PhAC'ler ana farmasotik
bilesik veya farmakolojik olarak aktif metabolitler olarak ¢evreye karigirlar (Halling-

Sorensen ve digerleri, 1998). Bu PhAC’ler ekosistemlere atildiginda, bilesenlerin yan
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tirtinleri de bu ortamlara salinmis olur (Ternes, 1998; Walters, McClellan ve Halden, 2010).
Bu kimyasallar geleneksel atik su aritma teknolojileri tarafindan tamamen ortadan
kaldirllmadigindan, sucul ortamlarda biiyiik bir tehdit olustururlar (Petrie, McAdam,
Scrimshaw, Lester ve Cartmell, 2013).

Karbamazepin, PhAC grubuna girer ve gevresel sistemlerde en sik saptanan farmasotik
bilesiklerden biridir (Luo ve digerleri, 2014). Bir¢ok farkli sekillerde ¢evreye bosaltilir ve
burada kalint1 olarak su kiitlelerinde kaliciliga ve ekosistemler izerinde olumsuz etkilere
neden olabilir. Ustelik, sulardaki yiiksek konsantrasyou nedeniyle de hedef olmayan tiirlere
kars1 tehdit olusturmaktadir (Rho ve Sankar, 1999). Karbamazepin, tatl su kaynaklarinda
kanalizasyon kontaminasyonunun antropojenik bir belirteci olarak o6nerilmistir (Osorio,

Reis, Lima ve Segundo, 2016).

Karbamazepin kontaminasyonu yaygindir. Ornegin, ABD genelinde 44 nehirde ortalama
seviyeler suda 60 ng/L ve tortuda 4.2 ng/mg’ dir (Buser, Poiger ve Miller, 1998).
Karbamazepin en sik olarak ve en yiiksek konsantrasyonda atik sularda tespit edilmistir (6,3
g/L'ye kadar) (Ferrari, Paxéus, Lo Giudice, Pollio ve Garric, 2003). Ham atiksuda ng/L ila
pug/L araliginda her konsantrasyonda bulunabilir ve geleneksel atik su aritma tesisleri

tarafindan yalnzca zayif sekilde uzaklastirilabilir (Alvarino, Suarez, Lema ve Omil, 2014).

Tiiketimi takiben, CBZ'min %10'a kadar1 insan viicudundan atilir (Luo ve digerleri, 2014).
Son galigmalar, belediye atik suyunda 10 ila 10 000 ng/L konsantrasyonlarda karbamazepin
bildirmistir (Dvory ve digerleri, 2018). Karbamazepin, geleneksel Atiksu Aritma Tesisleri
tarafindan yetersiz sekilde uzaklastirabilmektedir (tipik olarak %10'dan az) (Wijekoon ve
digerleri, 203). Bu nedenle, aritma tesisi atik sulari, karbamazepinin yiizey ve yeralti suyuna
bulasmasi i¢in 6nemli bir gegittir. Genel olarak, karbamazepin konsantrasyonunun, atiksu
aritma tesisi atiklarinda, ylizey suyuna kiyasla daha yiiksek oldugu rapor edilmistir, ¢iinkii
seyreltme ve dogal azaltma, kirleticilerin konsantrasyonunu 6nemli dl¢iide azaltabilir (Guo
ve Krasner, 2009). Karbamazepin biiyiik olasilikla atiksu aritma tesisi atiklarinin sizmasi
yoluyla yeraltt suyuna ulagsmaktadir (Heberer, 2002). Ek olarak, depolama sahasi sizinti
suyunun bulagsmasi ve birlesik kanalizasyon tagmalar1 yeralti suyunu kirletebilmektedir

(Stuart, Lapworth, Crane ve Hart, 2012).
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Gibson ve digerleri (2010) yaptig1 aragtirma sonucuna gore, Tula Vadisi'nden alinan toprak
orneklerinin analizi, aritilmamus atik su ile diizenli sulama yoluyla siirekli sulamaya ragmen
asidik farmasdtiklerin ve endokrin bozucularin tespit sinirinin altindaki konsantrasyonlarda
genel birikime katilmadigini dogrulamis; bu sonug toprak profilleri boyunca ¢ok az hareket
oldugunu kanitlamistir. Buna karsilik, karbamazepin hem topragin A horizonunda sulama
ile birkag yillik ilavelere esdeger konsantrasyonlarinda (2.6-7.5 Ig /kg) hem de daha derin
horizonlarinda da tespit edilmistir. Bu sayede, karbamazepinin kalicilig1 ve hareketliligi,

yeralt1 suyunu kontamine etme potansiyelini ortaya konmustur (Gibson ve digerleri, 2010).

Omurgasiz tath su tiirleri lizerine etkileri

karbamazepinin de dahil oldugu ¢cogu PhAC, sucul sistemlerde yaygin olarak tespit edilir ve
sucul ortamlarda kolayca tasiabilir (Breton ve Boxall, 2003). Atik sudan etkilenen ylizey
sularindaki sucul organizmalar, 6zellikle PhAC'lere karsi hassastir (Garcia-Rodriguez,

Matamoros, Fontas ve Salvado, 2014; Morley, 2009).

Ying ve digerleri tarafindan yiiriitillen bir deneyde (2009) karbamazepin icgin solunum
katsayis1 degeri (respiratory quotient value) 4,69 oldugu ve bunun, suda yasayan
organizmalar i¢in potansiyel risk tasidigi belirlenmistir. Bununla birlikte karbamazepinin
acil bir risk olusturmayabilecegini gdsteren deneysel c¢alismalar da mevcuttur. Ornegin,
Ferrari ve digerleri, (2003) karbamazepinin bakteri, alg, mikro kabuklular ve baliklar
iizerindeki toksikolojik etkilerini incelemis ve test edilen organizmalar iizerinde nispeten

siirlt bir akut ekotoksisiteye sahip oldugu gozlenmistir.

Deniz kabuklulart ilgili olarak, karbamazepinin toksik etkileri hakkindaki mevcut bilgiler
Daphnia magna gibi model tiirlerle sinirhdir (Rivetti, Campos ve Barata, 2016).
Karbamazepinin sucul ekosistem zincirinin temel bir halkasi olan Daphnia magna Straus
(DMS) iizerindeki toksisitesini inceleyen bir c¢alismada 21 giinlik karbamazepin
maruziyetinden sonra, artan konsantrasyonlari ile birlikte tireme sikligi, toplam yumurta
sayis1, viicut uzunlugu ve DMS'nin ig¢sel biiylime hizinin azaldigr bulunmustur. 0,5 mg/L
karbamazepin fekunditede %69 ve fertilitede %60 oraninda maksimum azalma
gozlemlenirken, 0,001 mg/L karbamazepin konsantrasyonunda viicut uzunlugunda

maksimum %60 azalma g6zlemlendi. Entegre biyomarker yaniti siirim 2 (IBRv2) analizi,
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karbamazepinin konsantrasyonundaki artisla birlikte DMS fiizerindeki genel olumsuz

etkisinin arttigin1 gostermektedir (Tian ve digerleri, 2019).

Bu etkilerin yami sira 1 pg/L karbamazepinin Daphnia magna'da tremeyi ve pozitif
fototaktik davranigi artirabildigi rapor edilmistir (Rivetti ve digerleri, 2016). Kovacevic,
Simpson ve Simpson’in yazdigi rapora gore serin, glisin ve alanin dahil aromatik amino
asitlerin, enerji metabolizmasini degistirelecek, 6limcul olmayan karbamazepin maruziyeti

icin potansiyel biyoindikatorler olabilecegini belirtmistir (Kovacevic ve digerleri, 2016).

Tatli su ekosisteminde yasayan diger bir deniz kabuklusu Daphnia similis’in karbamazepine
akut maruziyetten sonra (4 giin), test edilen konsantrasyonlarda (6.25, 12.5, 25, 50, 100, and
200 pg/L) olimcil toksisiteye neden olmadigi belirlenmistir. Bununla birlikte, 6.25
ug/L'den yiiksek konsantrasyonlarda karbamazepin kitobiazin deri degistirmesini ve
salinimimi engelledigi goriilmiistiir. Kronik maruziyetin sonucunda, ortalama kabuk
degistirme sayisi, ilk kulugka boyutu, kulugka basina ortalama yavru sayisi, disi basina
ortalama yavru sayist ve disi basina toplam yavru sayisimin artan karbamazepin
konsantrasyonlar1 ile 6nemli 6lgiide azaldigi gosterilmistir. Karbamazepinin D. similis'te
kabul degistirme veya fekundite {izerindeki onemli etkileri, 0.03 pg/L kadar disiik
konsantrasyonlarda bile gozlenmis bu da D. similis'te bir endokrin bozucu olarak hareket

edecegini gostermistir (Chen ve digerleri, 2019).

Diger canli tiirlerindeki toksisitesi tizerine vapilmis calismalar

Karbamazepin, si¢anlarda kanserojen olarak kabul edilir, ancak memeli hiicrelerinde
mutajenik degildir. Cnidarian Hydra vulgaris ile yapilan bir ¢alismada, diazepamin 10

g/L'de polip rejenerasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Kostich, Batt ve Lazorchak, 2014).

Malarvizhi, Kavitha, Saravanan ve Ramesh, karbamazepinin, sazan (Cyprinus carpio) igin
24 saat boyunca Oldirtici medyan konsantrasyonu 59,70 mg/L olarak belirlemis, yine
karbamazepinin, ¢esitli organlarda glutamat oksaloasetat transaminaz (GOT), glutamat
piruvat transaminaz (GPT) ve laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitelerinde degisikliklere neden
oldugunu gostermistir (Malarvizhi ve digerleri, 2012). Cyprinus carpio’da yapilan giincel
bir calismada ti¢ farkli karbamazepin konsantrasyonunun (1,25, 2,5 ve 5 mg /L) kan

faktorlerindeki degisiklikler tizerindeki etkileri ¢alisilmis ve karbamazepine maruz kaldiktan
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sonra baliklarda kirmizi kan hiicresi (RBC), beyaz kan hiicresi (WBC) ve lenf sayimlarinin
azaldig1r gosterilmistir. Buna karsilik, karbamazepin maruziyetinden sonra hemoglobin,
hematokrit, nétrofil ve monositlerin arttigi gosterilmistir (Rezaei, Mashinchian Moradi,

Mortazavi ve Jamili, 2020).

Aguirre-Martinez ve digerlerinin ¢alismalarinda karbamazepinin, bir yengec tirt olan
Carcinus maenas’n stabil lizozom membrani, dibenzil floresan dehidrojenaz, glutatyon S-
transferaz (GST), glutatyon peroksidaz, lipid peroksidasyonu ve DNA eklentileri Uzerinde
onemli etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Aguirre-Martinez ve digerleri, 2013). Ayrica,
karbamazepinin etkilerine maruz kalan Aya midyesinin (Corbicula fluminea) solungaglari
ve sindirim bezindeki sifonlama davranislari, biyolojik belirtegleri ve protein seviyelerinde

degisiklik oldugu belirlenmistir (Tulloch ve digerleri, 2012).

Sudaki karbamazepin kalintilarina uzun siire maruz kalmanin potansiyel insan sagligi
riskleri hakkinda sinirl aragtirma yapilmistir. Bugiine kadar yapilan risk degerlendirmeleri,
genel olarak icme suyunda tespit edilen eser konsantrasyonlarda karbamazepinin insanlar

icin kabul edilemez bir saglik riski olusturmadigini gostermistir (Snyder ve digerleri, 2008).

2.4. Omurgasiz Tath Su Tiirleri

2.4.1. Tath su istakozlarn (Astacus (Pontastacus)) leptodactylus)

Tatl su istakozlar1 (kerevitler) diinyanin birgok bolgesinde ve ililkemizde dagilim gosteren
yliksek derecede ekonomik, ticari ve ekolojik dneme sahip omurgasiz hayvanlardir.
Tiirkiye’de Astacus leptodactylus Eschscholtz, 1823 (Turk kereviti) ve Austropotamobius
torrentium Nordmann, 1842 (Tas kereviti) olmak tizere iki tiir kerevit (tath su 1stakozu)
dagilm gostermektedir. Astacus leptodactylus’un iilkemizde iki alt tiire sahip oldugu
bildirilmis olup (Astacus leptodactylus leptodactylus, Astacus leptodactylus salinus)
Anadolu’daki birgok i¢ su kaynaginda dogal olarak yayilim gosteren tek tiir olma 6zelligine

sahiptir.

Astacus leptodactylus (Eschscholtz 1823), sucul ekosistemlerdeki temel organizmalardandir
ve su kirliligini oldugu gibi yansitan biyoindikatorlerdir; dolayisiyla kerevit popiilasyonlari

izerindeki olumsuz etkiler tiim topluluklarda degisikliklere neden olur. Astacus
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leptodactylus ayrica kiiltiir potansiyeli ve genis tiiketici talebi nedeniyle Avrupa'daki en
onemli kerevit tiirlerinden biridir. Bu nedenle her yil diizenli olarak ihrag¢ edilmektedir. Son
zamanlarda, asir1 avlanma, kirlilik ve kerevit vebasi (Aphanomyces astaci) nedeniyle tatli su
istakozlariin toplam yillik hasadi 6nemli Olglide azalmistir. Tirkiye'nin gol, nehir ve
goletlerinde de dogal olarak bulunur ve genis bir yayilis alanina sahiptir. Besin kalitesi
acisindan da en ¢ok tercih edilenlerden olan kabuklulari islemede Tiirkiye 6nemli bir yere
sahiptir. 2014 ve 2015 yillarinda tatli su istakozlarin av verimi sirasiyla 582 ve 532 ton olarak
bildirilmistir (Barim-Oz., 2018; Harlioglu ve digerleri, 2013; Turkish Statistical Institute,
2016).

Tatlh su istakozlariin morfolojik 6zellikleri

Tatl1 su istakozlari, Decapoda takimina ait Krustase sinifinin Arthropoda subesinde yer alan
omurgasizlarin genis bir grubudur. Bes ¢ift ylizme ayagina ve dayanikli esnek bir dis iskelete

sahiptirler ve biiylimek i¢in kabuk degistirmek zorundadirlar (Mazlum ve Yilmaz, 2012).

Cephalothorax gills under this section

Antennule

Abdomen

Swimmerets
Cheliped
\ Walkmg Iegs (pleopods)

Sekil 2.6. Tatli su istakozunun distan goriiniimii (Australian Government Department of
Agriculture, Water and the Environment)

Viicutlar: sefalotoraks (bas ve thoraksi kapsayan kisim) ve abdomen olmak tizere iki kisim

ve 19 segmentten olusur (Sekil 2.6).



39

Sefalotoraks, sert ve boliimlenmemis bir kabuk olup karapaks: olusturur. Ihtiyaclari olan
oksijeni karapaksin hemen altinda bulunan solungaglar ile alirlar. Solunga¢ odaciklar
suyun girigine izin verecek bigcimde alta ve yana agilmaktadir. Su, ikinci maksillere bagh
olan ¢ikintilarin (padd’lerin) ileri geri hareketi sayesinde solungag i¢ine ¢ekilir. Cogu kerevit
tlrinde, yedi adet solunga¢ bulunmaktadir. Bunlar, ylirime ayaklarinin zeminine, son iki

maksilliped ¢iftine veya agiz kismina baglanmigtir (Mazlum ve Yilmaz, 2012).

Bas kisminda; gozler, iki ¢ift anten, bir ¢ift mandibular uzanti, iki ¢ift maksil ve U¢ cift
maksilliped bulunur (Resim 2.1). Gozler arasindan ileri dogru uzayan ¢ikintiya rostrum adi
verilir. Hormonlar, gézlerin yaninda yer alan bir siniis bezinden ve belirli sinirlerden
sentezlenmektedir. Gorme islevi, her biri facet (ylizey) olarak bilinen yaklasik 2500 adet
altigen pargaya ayrilmis birlesik bir goz ¢ifti ile ger¢eklesir. Her yiizey birbirinden ¢ok kiigiik
acilarla ayrilmistir ve boylece ayni anda farkli yonleri gorebilmektedirler. Toraks kisminda
bes cift ylirime ayaklar1 (peripod) bulunur. Bunlarin iki ¢ifti keskin ve genis olup kiskag
(cheliped) olarak bilinir (Mazlum ve Yilmaz, 2012).

Abdomen (karin) kismi1 5 ¢ift ylizme ayaklar1 (pleopod) ve kuyruktan (telson) olusmus ve
net bir sekilde boliimlenmistir. Yiizme ayaklar1 (pleopod), kerevit tiirlerinin teshisinde,

cinsiyet ve cinsi olgunlugun tespitinde kullanilir (Mazlum ve Yilmaz, 2012).

Kuyruk kismi, telson ve liropod boliimlerinden olugsmaktadir. Kerevit kuyrugunu karninin
altina cekerek, karin bolgesindeki kaslar sayesinde bulundugu yerden ¢ok hizli bir sekilde

geri cekilebilir veya ziplayabilir (Mazlum ve Yilmaz, 2012).
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Resim 2.1. Tatli su istakozunun canli goriintiileri (Schainost S., 2016)

Tatl su istakozlar1 y1l boyunca ulastiklar1 agirhigin birkag kati kadar besin tiiketirler. Besin,
kiskaglar ve ¢ene kisminda bulunan c¢ikintilar yardimi ile pargalanir ve agizdaki diger
uzantilara taginir. Bu uzantilar besini tutarak g¢eneler arasina getirir ve digler tarafindan

parcalanir, ardindan sindirim sistemine gonderilir. Orta mide disinda kalan sindirim
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kanalinin tiimii ince bir kitin tabakaya sahip olup, her kabuk degistirmede dis iskelet ile

birlikte atilir (Mazlum ve Yilmaz, 2012).

Tatli su istakozlari ayri eseyli canlilardir. Hem erkek hem disiler t¢ loblu bir gonada sahiptir.
Disilerde yumurta kanali (ovidukt) Ug¢uncl ve dordinct yiiriime ayaginin zeminine agilir.
Erkeklerde ise iki iireme organi besinci yiirlime ayaginda yer alir. Spermler erkekte bulunan
birinci ve ikinci ylizme ayaklar1 (gonopod) yardimi ile disinin sperm cebine (seminal

receptacle, annulus ventralis) tasinir (Mazlum ve Yilmaz, 2012).

Olgun tatli su istakozlarinda ikincil cinsiyet karakterleri belirgin bir sekilde ortaya c¢ikar.
Erkeklerde viicut kisimlarinin oransal degisimleri oldukga bariz olup, bu donemde kiskaglar
uzar ve genigler. Yiizme ayaklarinin ilk iki c¢iftinde ve yiiriime ayaklarinin ii¢lincii ve
dordiinc ciftlerinde ¢ikinti seklinde yapilar belirgin olarak goriilir. Gonopodlar tireme
bakimindan aktif olan (Form I) ve aktif olmayan (Form II) olarak iki farkli sekilde belirir.
Form I’deki erkeklerin gonopodlart Form II’dekilere kiyasla daha uzun ve daha belirgin
sekilde goriiliir (Resim 2.2). Disilerde ise morfolojik degisiklikler erkeklerdeki kadar
belirgin degildir. Cinsel olarak aktif konuma gececekleri zaman annulus ventralis

belirginlesir ve seffaf bir renk alir (Mazlum ve Yilmaz, 2012).

Mature Immature
Form I pleopod Form II pleopod

Resim 2.2. Form I ve Form II gonopodlar arasindaki fark (Schainost S., 2016)
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Tath su istakozlarinin sinir sistemleri

Tatli su istakozlarinin temel bir beyinleri bulunmamaktadir. Bunun yerine ana sinir kordonu
iizerinde bir¢ok cikinti ve ganglia bulunur. Sinir kordonunun 6niindeki ganglion diger
gangliadan daha biiyiiktiir ve kabaca bir beyine benzetilebilir. Fakat insanlarda oldugu gibi
0zel bolgelere ayrilmamistir. Bu genis ganglion, 6zofagusun hemen 6niinde yer alir. Bu
noktadan sonra 6zofagusun her iki yanindan gegerek hemen arkasindaki diger biiyiik
ganglion ile birlesir ve buradan iki ayr sinir ile devam eder. Ana sinir kordonu alt1 veya
daha fazla sayidaki kii¢iik ganglionlari tasir ve sefalotoraksin alt veya karin ylizeyi boyunca
uzanir. Karin bdlgesinde uzanan sinir kordonu her segmentte bir gangliona sahiptir. Ganglia
hem sefaltoraks hem de karin bdlgesinde; kollar, kaslar, duyu organlari, ayaklar, kalp ve

mide gibi i¢ organlarda biten kigik sinirlere sahiptir (Mazlum ve Yilmaz, 2012).

Viicudun biiytik bir boliimii 6zellikle kiskaglar, agiz kisimlari, karnin alt kism1 ve kuyruk
ucu dokunmaya karst olduk¢a hassastir. Bu boélgelerden duyu sinirlerine bagli bircok
dokunma tiiyleri uzanir. Tat ve koku alma duyular1 da antenlerin ucunda, agi1z parcalarinda,
kiskaglarin uclarindaki tiiylerde bulunmaktadir. Denge merkezi, her antenin bazal
segmentine sirttan agilan kitin kapli bir ¢ift kese iginde yer alir (Sekil 2.7) (Mazlum ve
Yilmaz, 2012).

Pozisyon degisiklikleri tiiylerin duyu sinirleri iizerinde ¢ekilmesine ve beyin tarafindan

alian uyarinin degisikligine neden olur (Mazlum ve Yilmaz, 2012).
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Sekil 2.7. a) Kerevitin sinir sistemi ve ventral sinir kordonunun aksotomi semas1 b) Cift

baglant1 ile merkezi sinir kordonunun karin ganglionu c¢) Alti abdominal
gangliondan olusan ventral sinir kordonu d) Ventral sinir kordonunun
diseksiyonu (Demyanenko ve digerleri, 2019)

Tatli su istakozlarinin ¢evre bilimleri alanindaki 6nemi

Uygun tath su kalitesinin korunmasi hem suda hem de karada yasam i¢in ¢ok onemlidir.

llgili biyoindikatorlere dayali izleme, gevresel durumun degerlendirilmesi igin faydali

veriler saglar (Burger, 2006). Makroomurgasizlar, potansiyel kontaminasyon alanlarinda

degisen su kosullarini izlemek i¢in siklikla biyoindikatdr olarak takip edilir (Morse ve

digerleri, 2007). Pratikte, tatl su istakozlari, meydana geldikleri cogu ekosistemde Kkilit

tiirler olarak biyoizleme caligmalari i¢in 6zel bir 6neme sahiptir ve en 6nemlisi, kirlenmis

ortamlar1 tolere edebilir ve ilgili elementlerin dokularinda birikmesi nedeniyle kirlilik
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seviyelerini yansitabilir (Holdich, 2002, Suarez-Serrano, Alcaraz, Ibanez, Trobajo ve Barata,
2010).

Yosunlar ve baliklar da biyo-izleme programlarinda basarili bir sekilde kullanilmaktadir,
ancak yosunlar1 tespit etmek bazen zor olabilirken, baliklar hareketlidir ve potansiyel olarak
kontamine alanlardan kaginabilir (Morse ve digerleri, 2007). Su kdtlesi kontaminasyonu,
hedef organizmalarda ve dokularinda biriken secilmis elementlerin miktar1 ile
degerlendirilebilir. Kerevit ve balik da dahil olmak iizere sucul biyotadaki agir metal
biyobirikiminin degerlendirilmesine, her bir biyoindikatoriin kendine has 6zellikleriyle ¢ok
sayida calisma ayrilmistt (Kouba, Buric ve Kozak, 2010; Noel ve digerleri, 2013; Zhou,
Zhang, Fu, Shi ve Jiang, 2008). Organ dokusundaki konsantrasyonlari ile gosterildigi gibi
tehlikeli kimyasallarin biyolojik birikiminin miktarinin belirlenmesi, biyolojik izlemenin
temelidir (Alikhan, Bagatto ve Zia, 1990). Diger tatli su kabuklu tiirleriyle (yani kirmizi
penceli tath su istakozlari, Cherax quadricarinatus) karsilastirildiginda, A. leptodactylus'un
bir dezavantaji, bireyler arasindaki kanibalizm nedeniyle yogun kiiltir kosullarinda

toleransin ¢ok diisiik olmasidir (Svoboda ve digerleri, 2012).

Deniz firlinlerinin geri kalan1 gibi kerevit de hasattan sonra dramatik degisikliklere (yani
mikrobiyolojik, kimyasal ve fiziksel) sahip olabilir. Besin degerlerindeki farkliliklar
nedeniyle, balik tiirlerinde esit olmayan bozulmalar meydana gelir. Ayrica tath su
istakozlarinin iglenmesi, et kalitesini korumak i¢in bireyler hala hayattayken gerceklestirilir

(Cyril, Gallant ve Ablett, 2001).

Tatl1 su istakozlari tizerinde calisilan farmasotikler

Tath su istakozlari, su ekosistemlerinde one ¢ikan organizmalardir ve biyoindikator olarak
kullanim i¢in uygundur; dolayisiyla bu popiilasyonlarda meydana gelebilecek olumsuz
etkiler tiim toplumda degisikliklere neden olur. Literatiirde, ¢esitli farmasotiklerin hedefi
olarak ¢esitli su organizmalar1 tizerindeki olumsuz etkileri hakkinda bilgiler bulunmaktadir

(Jia, Mao, Zhang, Zhang ve Jiang, 2018; Uckun ve Oz, 2021).

Tatli sulardaki farmasdtikler ve yan iirlinlerinin dahil oldugu kirleticilerin ¢ogu kimyasal
analizlerle tanimlanabilse de (Cleuvers 2003), hayvanlarin sudaki kirleticileri tespit edip

edemedigini bilmek degerlidir. Baliklarin yani sira tatli su istakozlarinin de zararh



45

maddelere kars1 kaginma tepkileri gosterdigi 6ne siiriilmiistiir (Scott ve Sloman 2004). Bu,
hayvanin kagmak i¢in yeterli alana sahip olmasina baglidir (Gadzata-Kopciuch, Berecka,
Bartoszewicz ve Buszewski, 2004). Genis 6lgiide kirlenmis alanlarda, sinirli alanda veya
tehditten kaginmay1 engelleyen diger kosullarda, kagimma davranigi ortaya ¢ikmaz ve
hayvanlar goriinliste hareketsiz kalir (Li, Listeman, Doshi ve Cooper, 2000). Bu gibi
durumlarda, kalp atimindaki degiskenlik, alarmin ve dolayisiyla potansiyel su kirliliginin en
guvenilir gostergelerinden biridir (Kuklina, Sladkova, Kouba, Kholodkevich ve Kozék,
2014).

Biyobirikim potansiyeli olan (Grabicova ve digerleri, 2017), farkli etkinlik potansiyeline
sahip, atik su aritimi ile giderimi yapilamayan ve ekotoksikolojik etkileri gosterilen (Boxall
ve digerleri, 2012) PhAC'ler tatli su istakozlari iizerinde nadiren calisilmistir. Ornegin
anksiyete ve insominya tedavisinde kullanilan oksazepamin mermer kerevit aktivitesini ve
hareketliligini arttirdigi bildirilmistir (Kubec ve digerleri, 2019). Bir antidepresan olan
Sertraline maruz kalan tatli su istakozlari 6nemli 6l¢iide daha yiiksek aktivite gostermis ve
daha yiiksek hizda daha fazla mesafe kat etmistir (Hossain ve digerleri, 2019). Tek basina
sertralin ve metamfetamine maruz kalan tatli su istakozlarinin, maruz kalmayan tatli su
istakozlara gore barinak disinda 6nemli 6l¢lide daha fazla zaman harcadiklart bulunmustur
(Hossain ve digerleri, 2019). Alt1 farkli psikoaktif PhAC’nin mermer tatli su istakozlarinin
(Procambarus virginalis) lokomotor davraniglarina ve yasamsal ozelliklerine etkilerini
inceleyen giincel bir ¢alismada barinak olmadiginda, farmasotiklere maruz kalan tath su
istakozlariin, kalmayanlara kiyasla dnemli dl¢iide daha kisa mesafelerde daha diisiik hizda
hareket ettigi ve Onemli Ol¢lide daha az aktivite gosterdigi rapor edilmigtir. Kabuk
degistirme, 6liim orani ve yumurtlama sikliginin gruplar arasinda énemli 6l¢iide farklilik
gostermedigi belirlendi. Sonuglar, kombinasyon halinde test edilen bilesiklerin gevresel
konsantrasyonlarinin, bu bilesiklere bireysel olarak maruziyet kalan hedef olmayan tatli su
istakozlarmin davranisini degistirebilecegini ve bunun stresli kosullarda ekosistem

slireglerinin bozulmasina yol acabilecegini gostermektedir (Hossain ve digerleri, 2021).

Son yillarda, 6nemli bir biyoaktif bilesik kaynagi olarak kullanilan tath su kerevit tiirleri,
hemositlerin  grantllerinde uretilen, depolanan ve stimiilasyondan sonra salinan
antimiktrobiyal peptitler gibi 6nemli efektdrlerin hemolenfte Gretimine ve hiicresel tepkilere
dayanan dogustan gelen bir bagisiklik sistemine dayanir. Bu efektorler hem Gram pozitif

hem de Gram negatif bakterilere kars1 aktiftir. Cesitli tatli su kerevit tiirlerinden izole edilen
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anti mikrobiyal peptitler, enfeksiy6z ajanlarla micadele icin farmasotik uygulamalara

yonelik projelerde kullanilmaktadir (Punginelli ve digerleri, 2022).



47

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deney yeri

Deneyler Gazi Universitesi Egitim Fakiiltesi Biyoloji Egitimi Ana Bilim Dali

laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.1.2. Deney organizmasi

Tath su istakozlar1 Astacus leptodactylus (Eschscholtz, 1823) intermoult doneminde ve av
sezonunda balik¢ilardan temin edilmistir. Toplam 300 adet tatli su istakozu kullanilmustir.
Temin edilen tatli su istakozlar1 deneye baglanmadan 6nce 1 ay akvaryumlarda aklimasyon
donemine tabi tutulmustur. Bu donemde tath su istakozlari dinlendirilmis ¢esme suyu
bulunan akvaryumlarda stoklanmistir. Gunliik olarak ¢ig alabalik ile beslemeleri yapilarak
akvaryumlar sirekli havalandirilmistir. Su sicakligi termostatli 1siticilarla sabit tutuldu.
Akvaryum suyunda su Kkalitesi, suda ¢6ziinmiis oksijen, pH, iletkenlik, sertlik, sicaklik ile
amonyak, nitrit, nitrat konsantrasyonlar1 aligtirma peryodunda 2 giinde bir Ol¢Ulmiistiir
(Anonymous, 1975). Deneyler, ABD Ulusal Saglik Enstitiileri tarafindan yayilanan
“Laboratuvar Hayvanlarinin Bakimi1 ve Kullanimi1 Kilavuzu” kurallarina gore yapilmistir

(NIH yayin No. 85-23, 1996'da revize edildi).

3.1.3. Deney akvaryumlari ve kullanilan su materyali

15 L ile 20 L arasinda degisen hacimlerdeki akvaryumlar iglerinde 10 L sebeke suyu olacak
sekilde kullanilmigtir. Akvaryumlar deneyler 6ncesinde dezenfekte edilmistir. Sebeke suyu
en az 48 dinlendirilip havalandirilarak kloru uzaklastirilarak akvaryumlara aktarilmistir.
Daha sonra akvaryumlara yerlestirilen hava pompalari ile yeterli havalandirma saglanmistir

(Resim 3.1).



48

Resim 3.1. Deney akvaryumlar1 ve deney gruplarinin belirlenmesi

3.1.4. Deney kimyasal

Deneylerde Novartis firmasindan temin edilen %96 safliktaki karbamazepin kullanilmastir.
Karbamazepin stok cozeltileri, cam balon jojede DMSO (dimethylesulphoxide) iceresinde
¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. Stok ve doz ¢ozeltileri kullanilana kadar +4°C’de muhafaza
edilmistir. Kullanim Oncesinde ortam sicakligina getirilerek deney akvaryumlarina
uygulanmigtir (dozlama asamasi). Akvaryumlara Karbamazepin ile dozlama yapilmasi

sirasinda otomatik pipetler ve Hamilton marka mikrosiringadan yararlanilmistir.

3.2. Deney Ydntemi

Tum deneyler toksisite dilisyon faktorii (ZSF) tayin metoduna gore yapilmistir (Anonim,
1991). Ayrica metot detaylar1 i¢cin APHA (American Public Health Association), I1SO
(International Organization for Standardization), FAO (Food and Agriculture Organization)
ve TSE’nin (Turkiye Standartlar1 Enstitlisi) metotlarindan da yararlanilmistir (Anonymous,
1975; Reish and Oshida, 1987; Anonymous, 1989; ISO, 1996). Denemelerde, yari statik
biyodeney yontemi kullanilmistir (Anonymous, 1975). Once &n deneyler yapilarak subletal
konsantrasyonlar belirlenerek, bu doz asil denemelerde kullanilmistir.

3.2.1. Deneyin gerceklestirilmesi
Karbamazepin igin dnce akut toksik konsantrasyonlar belirlenmek amaciyla 6n deney ve ana

deneyler yapilarak yar1 statik deney kosullarinda 48 saatlik LCsg degerleri belirlenmistir.

Daha sonra akut toksisite testleri verilerinin 151g1nda subletal konsantrasyonlar belirlenerek,
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tatli su istakozlar1 48 saat, 7 ve 14 giin siiresince bu doza maruz birakilmistir. Sudaki
kimyasallarin konsantrasyonunun sabit kalmasi i¢in deney ortami belirli peryotlarla
yenilenmistir.

3.2.2. Hemolenf analizleri

Toplam hemosit sayisinin belirlenmesi

Hemolenf, perikardial bosluktan crustacean antikuagulant kullanilarak tathh su
istakozlarindan alinmistir (Resim 3.2). Toplam hemosit sayis1 hemositometre kullanilarak

Yavuzcan ve Benli (2004)’nin belirledigi yonteme gore yapilmistir.

Resim 3.2. Hemolenf 6rneklerinin toplanmasi ve analizler i¢in hazirlandigi ortam

Total antioksidan seviyesi (TAS) ve total oksidatif stres seviyesi (TOS)

Hemolemfte total antioksidan (TAS) ve total oksidatif stres seviyelerinin (TOS) belirlenmesi

icin epondorf tiiplere alinan hemolemf drnekleri analizlere kadar -80°C de depolanmustir.
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Hemolemfte total antioksidan statii tayini (TAS) ve total oksidatif stres diizeyinin (TOS)
belirlenmesinde ticari kitler (Baran Medikal, TR) kullanilmistir.

Total Antioksidan Statli Tayini (TAS): Deneyin prensibi, ABTS+ radikal katyonunu
iiretmek icin H202 ile peroksidaz aktivasyonunun olusturdugu ferrylmyoglobin radikalinin
2,2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6-sulfonate) (ABTS) ile inkibe etme prensibine
dayanmaktadir. Bu, 660 nm’de Olgiilebilen oransal olarak stabil mavi-yesil renk olarak
Olciilir. Eklenen oOrneklerdeki antioksidan diizeyleri konsantrasyonu olusan rengin

konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Miller ve dig., 1993).

Total Oksidatif Stres Diizeyinin Belirlenmesi (TOS): Ortamin oksidatif stres diizeyine bagl
olarak, N, N-dimetil-p-fenilendiamin (DMPD)’nin radikalik formuna doniismesi, olusan
renkli radikalik iirtiniin (DMPD+) kolorimetrik olarak tayin edilmesi esasina dayanmaktadir.
2 ml asetat tamponuna (0.1 M, pH: 4.8) alinan 10 pl hemolemf numunesi iizerine 20 pl
DMPD (100 mM) ilave edilerek 37°C’de 75 dakika inkiibe edildikten sonra DMPD+
olusumu 505 nm’de fotometrik olarak tayin edilir. Standart olarak 2.52 mM FeCl2 ve
PBS’de hazirlanan hidrojen peroksit (H202) ¢6zeltisi kullanilarak elde edilen kalibrasyon
grafiginden sonuglar hesaplanir (Verde ve dig., 2002).

3.3.3. Biyokimyasal analiz yontemleri

Bu arastirmada kimyasallarin enzim diizeylerine etkilerini belirlemek amaciyla tatli su
istakozlariin buz tizerinde anestezisinden sonra solungag, hepatopankreas ve kas dokulari
diseksiyon yapilarak alinmig ve sivi azotta dondurulmustur. Stiperoksit dismutaz (SOD),
Katalaz (CAT) ve Glutatyon peroksidaz (GPX) aktiviteleri, ticari kitler (Cayman
Chemical, ABD) kullanilarak olgtilmiistiir.

Siiperoksit dismutaz aktivite (SOD) tayini

Dokular her bir gram igin 1 mM EGTA, 210 mM mannitol, and 70 mM sucrose iceren, pH
7,2 de, 5-10 ml soguk 20 mM HEPES iginde 1,500 xg de +4°C’ de 5dk. santrifiij edilmistir.
Supernatan alinarak analize kadar buz kasetleri tizerinde ya da ertesi giine kalan deneyler
icin -80°C’de muhafaza edilmistir. Total SOD igin her tiipe 2,9 ml reaktif karigimi1 + 50 pl
numune + 50 pl XO konularak 250°C’de 20 dk. inkiibe edildikten sonra her birine 0,8 mM
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CuClI2’den 1 ml eklenerek 560 nm’de distile su koriine kars1 okutulmustur. (Sun, Y.ve dig.,
1988)

Glutatyon peroksidaz (GPx) tayini

Bu ¢ift enzim yontemi, GPx ile hidrojen peroksitin (H202) rediiksiyonunu ve glutatyon
rediiktaz ile NADPH’ in NADP’ ye oksidasyonunu igermektedir. Enzim aktivitesi 37°C’de
NADPH’ imn NADP’ ye oksidasyonu sonucunda reaksiyon iceriginin optik dansitesinde
azalma olmasi ile belirlenir. Ticari kitlerde, glutatyon reduktaz ile ¢ift reaksiyona giren GPx
aktivitesini indirekt olarak dlger. GPx tarafindan hidroperoksit azaltilmasi ile tiretilen okside
glutatyon, azaltilmis halde GR ve NADPH olarak geri kazanilir. Doku homojenizasyonunda
dokunun grami basina 5-10 ml soguk tampon kullanilmistir. Tampon 50 mM Tris-HCL, pH
7.5 ve 5 mM EDTA ve 1 mM DDT igermektedir. 10,000xg’de 15 dk. +4°C’de santrifiij
sonras1 siipernatan alinmis ve deneye kadar buz kasetleri {izerinde ya da ertesi giline kalan

deneyler igin -80°C’de saklanmustir. (Wheeler, C.R. ve dig., 1990).

Katalaz aktivitesi (CAT) tayini

Yontem, hidrojen peroksitin yikimi esasina dayanmaktadir. Doku homojenizasyonunda
dokunun grami bagina 5-10 ml soguk tampon kullanilir. Tampon 50 mM potasyum fosfat,
pH 7.0 ve 1 mM EDTA icermektedir. 10,000xg’de 15 dakika +40C’da santrifiij sonrasi
supernatan alinir ve deneye kadar -80°C’de saklanir. Enzimin metanol ile reaksiyonunda
optimal konsantrasyonunda H202 olusumu temeldir. Uretilen formaldehit kromojen olarak
4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazole ile spektrofotometrik olarak olcilir (Aebi,
H., (1984). Catalase in vitro. Methods in Enzymology 105: 121-126). Calisma bu prensibi
esas alan Cayman CAT Kiti (Uriin No: 707002) ile yapilmistir.

Malondialdehit (MDA) tayini

Lipit peroksidasyon 6lcim metodu olan Mihara ve Uchiyama (1978) metodu uygulanarak
yapilmustir. Reaktifler olarak %0,6’lik tiyobarbitiirik asit (TBA), %1°lik fosforik asit, n-
butanol kullanilmistir. Tiyobarbutirik asit ile 90-95°C’de reaksiyona giren malondialdehit,
pembe renkli kromojen olusturmaktadir. Tiiplin st kismindaki n-butanol fazi

spektrofotometrede okutulmustur. 1,15 mg potasyum klorid (KCL) tartilmigtir. Distile su
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(dH20) ile 100 mL’ye tamamlanmistir. %1,15’lik tampon c¢ozeltiden 1/10 oraninda
kullanilarak homojenat hazirlanmistir. -80 °C’den ¢ikartilip oda sicakliginda ¢ozdiirtildiikten
sonra vortex islemi uygulanmistir. Her 6rnekten mikropipet ile 100 puL alinarak cam tiiplere
konulmustur. Uzerlerine 3 mL %1 lik fosforik asit 1 mL tiyobarbitiirik asit (TBA) (%0,6)
eklenerek cam tiipler vortexlenmistir. Agiz kisimlar1 kapatilan tiipler 1,5 saat kaynar su
banyosunda 900C inkiibe edilmistir. Siire sonunda tiipler sporlara alinarak sogumaya
birakilmistir. Daha sonra 4 mL n-butanol eklenmis, tiipler kapatilarak 3000 rpm +4 0C’ de
5 dakika santrifuj edilmistir. Biitanol fazdan 700 pL mikropipetlerle alinarak (her 6rnekte
uclar degistirilmistir) spektrofotometre okuma kiivetlerine aktarilmistir. UV spektrometrede
A1= 535 nm ve A2=520 nm’de okutulmustur. Sonuglar nmol/g doku proteini olarak ifade
edilmistir. Hesaplama i¢in Absorbans farki= nmol/g doku TBA formiilii kullanilmistir.

Cr

“

Resim 3.3. Su banyosunda 45 dakika bekletilen tupler

3.3.4. Doku protein tayini

Dokularda protein tayini Bio-Rad Protein Assay Kkiti ile (Cat:500-0006) Bradford yontemine
gore yapilmistir (Bradford, 1976). Bradford belirteci (ayirag, reagent) 1:4 oraninda
seyreltilmis (1 ayirag, 4 distile su) ve daha sonra Whatman-1 filtre kagidi ya da benzeri bir
kagit ile filtre edilirek partikullerden arindirilmistir. Bu seyreltilmis ayirag oda sicakliginda
yaklagik 2 hafta saklanabilmistir. Lineer ¢alisma aralig1 0,2 ile 0,9 mg/ml olan BSA’dan 250,
500, 750 ve 1000pg/ml’lik standartlar hazirlanmistir. 100ul 6rnek ve standart temiz tiipe
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(kor icin distile su ya da proteinin ¢oziildiigii tampon) pipetlenmis ve sonra 4,9 mi
seyreltilmis ayirag {izerine eklenerek vortekslenmistir. En az 5 dakika oda sicakliginda 1
saati ge¢meyecek sekilde beklenerek absorbans artisi izlenmistir. Biorad Smart
spektrofotometrsi ile 595 nm’de kiivetlerle spektrometrik 6l¢iim yapilmis ve dlgimler iki ya

da 3 tekrarli alinmistir.

3.3. istatistiksel Analizler

LCso degeri %95 giliven araliginda bir bilgisayar programi (CEAM, 1999) kullanilarak
Finney’s Probit Analizi ile hesaplanmistir. Veriler varyans normalligi ve homojenitesi i¢in
Shapiro-Wilks and Levene Test kullanilarak analiz edilmistir. Coklu sonug degiskenleri
arasinda siirekli degiskenlerin karsilagtirllmasinda iki yonli ANOVA testi kullanilmistir.
Gruplar arasi ¢oklu karsilastirmalar i¢cin Bonferroni test kullanilmistir. Tim testler igin
istatistiksel anlam diizeyi 0,05 olarak kabul edilmistir. Sonuglar ortalama + standart hata

(SE) seklinde gosterilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Akut Toksisite Testi

Tath su istakozlarinda %95 giiven araliginda 96 saatlik LCso degeri 125,5 mg/L (73,78-
193,95 mg/L) olarak hesaplanmistir. Kontrol gruplarinda mortalite gdézlenmemistir.
Karbamazepinin tatli su 1stakozlari tizerindeki probit sonuglar1 Cizelge 4.1.'de gosterilmistir.

Tath su 1stakozlarinda karbamazepinin toksisitesi, Kategori: Akut 3 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.1. Karbamazepinin 96 saatlik tahmini letal konsantrasyonlar1 (LC) ve gliven

araliklari
Deger Konsantrasyon (%) 95% gliven aralig1
LCy 10,12 0,91 - 25,47
LCs 21,16 3,52 -43,17
LCuo 31,35 7,20 - 57,66
LCis 40,88 11,59 - 70,50
LCso 125,54 73,78 - 193,95
LCss 385,52 240,35 - 1042,96
LCwo 502,71 297,13 - 1660,95
LCos 744,94 400,66 - 3360,66
LCoo 1557,65 684,82 - 12917,71

4.2. Hemolenfe fliskin Bulgular

4.2.1. Toplam hemosit sayis1 (THS)

Deneyler sonucunda karbamazepinin ¢ farkli zaman periyodunda maruz kalan tatli su
istakozlarmin toplam hemosit sayimlar1 yapilmistir. Yapilan toplam hemosit sayimlarina
(THS) iliskin sonuglar Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1.de sunulmustur. THS ortalamalarnin 48
saat, 7 giin ve 14 giin siireyle karpamazepine maruz kalan deney gruplarinda, kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diisiik oldugu gorilmistiir (p<0,05). Ancak 48
saat ve 7 gln sureyle 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan grubun THS ortalamasinda,
1,25 mg/L grubuna kiyasla anlamli farklar tespit edilmistir (p<0,05). 14 giin sire ile 1,25
mg/L ve 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan gruplar arasinda THS agisindan istatistik

olarak anlamli bir fark bulunmamustir (p>0,05). Kontrol gruplari arasinda da THS agisindan
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bir fark saptanmamuistir (p>0,05).

Zamana bagli THS degisimleri incelendiginde kontrol gruplarinda ve 12,5 mg/L
karbamazepin grubundaki diistislerin anlamli olmadig1 (p>0,05) fakat 14 giin siireyle 1,25
mg/L karbamazepine maruz kalan tatli su istakozlarinin THS ortalamasinin, 48 saat ve 7 giin

gruplarina kiyasla anlamli derecede diistiigli belirlenmistir (p<0,05).

Cizelge 4.2. Karbamazepinin iki farkli konsantrasyonuna 48 saat, 7 ve 14 glinlik maruziyet
sonrasi tatl su istakozu hemolenfinde toplam hemosit sayilar1 (THS)

Sire THS/mL
Kontrol DMSO Kontrol 1,25 mg/L 12,5 mg/L
48 saat 1340000+46° 1293333,33+ 48? 718333,33+46° 613684,210+55°
7 gln 1330000642 1325000652 722857,143+93° 557142,857+77°
14 gun 1318461,54+512 1271428+542 571428,571+105°¢ 528888,88+75°

Tim veriler ortalama+standart hata olarak sunulmustur.
Ayni satir ve siitunda a, b, ¢ harfleri ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Toplam Hemosit Sayisi
1600000.00
a a a a
1400000.00 3 a
1200000.00
é‘ 1000000.00
S 800000.00 b b
= 600000.00 £ 7
400000.00
200000.00
0.00
48 sa 7 gln 14 gin
Sire
m Kontrol = DMSO Kontrol 1,25 mg/L m125mg/L

Sekil 4.1. 1,25 ve 12,5 mg/L Karbamazepine 48 saat, 7 ve 14 gun sureyle maruz kalan tath
su istakozlarinintoplam hemosit sayis1 (THS)

o Farkli harfler istatistiksel olarak anlaml farki gostermektedir (P<0,05)



57

4.2.2. Hemolenf TAS (total antioksidan durumu) duzeyleri

48 saat, 7 ve 14 gln boyunca 1,25 veya 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tath su
istakozlarinin hemolenf total antioksidan (TAS) degerlerine iliskin sonuglar Cizelge 4.3 ve
Sekil 4.2°de gosterilmistir. 48 saat, 7 ve 14 gun siresince 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine
maruz kalan tatli su istakozlarinin hemolenf TAS degerlerinin, kontrol gruplarina kiyasla
anlaml diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Her iki doza maruz kalan tatl su
istakozlarinin hemolenf TAS degerleri 48 saat ve 7 giin gruplarina kiyasla, 14 giin sonunda
anlaml diizeyde arttig1 belirlenmistir (p<0,05). 7 glin 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan
tatli su istakozlarinin TAS ortalamasi, 1,25 mg/L grubuna kiyasla anlamli diizeyde yiiksek
oldugu (p<0,05) ancak 14 giinde iki doz grubu arasinda istatistiksel diizeyde fark olmadig1
gOrulmistir (p>0,05). Kontrol gruplari arasinda zamana bagli olarak istatistik fark

bulunmamstir (p>0,05).

Cizelge 4.3. Karbamazepinin iki farkli konsantrasyonuna 48 saat, 7 ve 14 glinluk maruziyet
sonrasi tatli su istakozu hemolenfinde toplam antioksidan durumu (TAS)

dizeyi
Stire TAS (mmol/L)
Kontrol DMSO Kontrol 1,25 mg/L 12,5 mg/L
48 saat 1,140 £ 0,10? 1,155+ 0,13% 1,422 +0,15° 1,603 +0,16"
7 gun 1,139 £+ 0,042 1,134 £ 0,142 1,733 +0,16° 2,046 + 0,29¢
14 giin 1,132 £ 0,032 1,157 £ 0,06? 2,023 £ 0,24° 2,400 £ 0,26°

Tim veriler ortalama+standart hata olarak sunulmustur.

Ayni satir ve siitunda a, b, ¢ harfleri ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.2. 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine 48 saat, 7 ve 21 giin maruz kalan tatl su
istakozlarinin hemolenf total antioksidan durumu (TAS) degerleri

4.2.3. Hemolenf TOS (total oksidatif stres) duzeyleri

1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepin konsantrasyonlarina 48 saat, 7 ve 14 giin boyunca maruz
kalan tatli su istakozlarinin hemolenf TOS degerlerine iliskin sonuglar Cizelge 4.4 ve Sekil
4.3’te gosterilmistir. 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tatli su istakozlarinin
TOS degeri ortalamalari, tiim maruziyet siirelerinde kontrol gruplarina kiyasla anlamli
dizeyde yiksek bulunmustur (p<0,05). Zamana bagli TOS degisimleri incelendiginde
kontrol gruplarinda ve 1,25 mg/L karbamazepin grubundaki degisimlerin anlamli olmadigi
(p>0,05) fakat 7 ve 14 gun sireyle 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tatli su
istakozlarmin TOS ortalamalarinin, 48 saate kiyasla anlamli derecede arttig1 belirlenmistir
(p<0,05). Kontrol gruplar1 arasinda ve zamana bagli olarak istatistik bir fark bulunmamistir
(p>0,05).
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Cizelge 4.4. Karbamazepinin iki farkli konsantrasyonuna 48 saat, 7 ve 21 giinlik maruziyet
sonras1 tath su tath su istakozu hemolenfinde total oksidatif stres (TOS)

dizeyleri
Sure TOS (mmol/L)
Kontrol DMSO Kontrol 1,25 mg/L 12,5 mg/L
48 saat 14,431+1,24% 14,929+1,66% 18,095+1,77° 19,855+2,29°
7 gln 15,271+1,18% 14,940+1,42° 19,440+1,25° 24,641+1,97¢
14 giin 14,395+1,53% 14,881+1,49% 19,674+1,82° 26,532+2,20°¢

Tim veriler ortalamatstandart hata olarak sunulmustur.
Aymi satir ve siitunda a, b, ¢ harfleri ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli
bulunmustur (p<0,05).

TOS (mmol/L)
|_\
o
o
o

48 sa

m Kontrol

Total Oksidatif Stres

b b
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14 gln

mDMSO Kontrol ®125mg/L ®12,5mg/L

Sekil 4.3. 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine 48 saat, 7 ve 14 gin maruz kalan tath su
istakozlarinda hemolenf total oksidatif stres (TOS) degerleri

4.3. Tath Su istakozu Dokularina iliskin Biyokimyasal Bulgular

48 saat, 7 giin ve 14 gin boyunca 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tatli su

istakozlarinin hepatopankreas, solungag ve kas dokularinda SOD, CAT, MDA ve GPx enzim

dizeylerindeki biyokimyasal degisimler incelenmistir.



60

4.3.1. SOD (Superoksit Dismutaz) degerleri

Solungac dokusunda SOD degerleri

48 saat, 7 ve 14 gin boyunca 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tatli su
istakozlarmin solunga¢ dokusunda belirlenen SOD degerlerine ait sonuglar Cizelge 4.5 ve
Sekil 4.4’te gosterilmistir. Karbamazepine maruz kalan tath su istakozlarmin solungag
dokusu SOD degerleri ii¢ farkl siirede ve her iki ayr1 konsantrasyonda kontrol gruplarina
kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu ve en yiiksek degerin 48 saatte 12,5 mg/L
karbamazepine maruz kalan tathh su istakozlarmin solunga¢ SOD degeri oldugu
belirlenmistir (p<0,05). Zamana bagli SOD degerlerinde degisim 1,25 mg/L karbamazepin
grubunda goriilmezken (p>0,05) 12,5 mg/L grubunda 7 ve 14 giin siirede anlamli diisiisler
izlenmistir (p<0,05). Kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir
(p>0,05).

Cizelge 4.5. Karbamazepinin iki farkli konsantrasyonuna 48 saat, 7 ve 14 glinlik maruziyet
sonrast tatli su istakozlarinin solunga¢ dokusunda SOD enzim aktivitesi

degerleri
Sire Solungac dokusu SOD (U/100 mg)
Kontrol DMSO Kontrol 1,25 mg/L 12,5 mg/L
48 saat |1,487+0,172 1,485+0,142 2,150+0,25° 2,655+0,34°
7gin  [1,484+0,21° 1,489+0,172 2,119+0,24° 2,255+0,23°
14 glin |1,48040,122 1,471+0,132 2,386+0,18° 2,341+0,19°

Tim veriler ortalamatstandart hata olarak sunulmustur.

Ayni satir ve siitunda a, b, c¢ harfleri ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak dnemli

bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.4. 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine 48 saat, 7 ve 14 gun maruz kalan tatli su
istakozlarmin solunga¢ dokusunda SOD enzim aktivitesi degerleri

Hepatopankreas dokusunda SOD degerleri

48 saat, 7 ve 14 glin boyunca 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tatli su istakozu
hepatopankreas dokusu SOD degerlerine ait sonuclar Cizelge 4.6 ve Sekil 4.5°te
gosterilmistir. TUm maruziyet slrelerinde her iki doz karbamazapine maruz kalan tatli su
istakozlariin hepatopankreas dokularindaki SOD diizeyleri kontrol gruplarina kiyasla
istatistik olarak Onemli diizeyde diisiik bulunmustur (p<0,05). 14. gunde 12,5 mg/mL
karbamazepine maruz kalan tatli su istakozlarinin hepatopankreas dokularindaki SOD
diizeyleri, 48 saat ve 7 giin silireyle ayn1 doza maruz kalan gruplara kiyasla anlamli derecede
diistiigti ve ayrica 1,25 mg/mL doz grubuna goére de diisiik oldugu belirlenmistir (p<0,05).
Kontrol gruplari arasinda hepatopankreas dokularindaki SOD diizeyleri agisindan istatistik

olarak 6nemli fark bulunmamistir (p>0,05).
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Cizelge 4.6. Karbamazepinin iki farkli konsantrasyonuna 48 saat, 7 ve 14 giinliik maruziyet
sonrasi tath su istakozu hepatopankreas dokusunda SOD enzim aktivitesi

Sire Hepatopankreas Dokusu SOD (U/100 mg

Kontrol DMSO Kontrol 1,25 mg/L 12,5 mg/L
48 saat | 24,396+2,10% 25,428+1,88° 14,259+2.03" 14,700+1,66°
79in | 24,904+2,31° 24,004+4,92° 15,509+1,88" 15,573+2,49°
14 gin | 22,803+2,222 24,004+3,54° 13,776+2,02° 9,917+0,12°

Tim veriler ortalamatstandart hata olarak sunulmustur.
Aymi satir ve siitunda a, b, ¢ harfleri ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli
bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.5. 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine 48 saat, 7 ve 14 gun maruz kalan tatl su
istakozlarinin hepatopankreas dokusunda SOD enzim aktivitesi degerleri

Kas dokusunda SOD degerleri

48 saat, 7 ve 14 gun boyunca 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tatli su
istakozlarmin kas dokusu SOD degerlerine ait sonuglar Cizelge 4.7 ve Sekil 4.6’da
gosterilmistir. Karbamazepine maruziyet sonrasi tatl su istakozu kas dokularinda 6lgiilen
SOD degerlerinde gruplar arasindaki fark istatistik olarak dnemli bulunmamistir (p>0,05).
Benzer sekilde maruziyet siiresine bagl farklar da istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir

(p>0,05).
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Cizelge 4.7. Karbamazepinin iki farkli konsantrasyonuna 48 saat, 7 ve 14 glnluk maruziyet
sonrast tatl su istakozlarinin kas dokusunda SOD enzim aktivitesi

Stre Kas Dokusu SOD (U/100 mg doku)

Kontrol DMSO Kontrol 1,25 mg/L 12,5 mg/L
48 saat |0,8336+0,05 0,8492+0,14 0,8707+0,05 0,84125+0,03
7gin |0,8586+0,04 0,8419+0,04 0,8572+0,03 0,8741+0,03
14 gin |0,8688+0,05 0,8521+0,04 0,7234+0,04 0,648+0,08

Tim veriler ortalamatstandart hata olarak sunulmustur. p>0,05
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Sekil 4.6. 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine 48 saat, 7 ve 14 giin slireyle maruz kalan tatlh

4.3.2. Glutatyon peroksidaz (GPx) degerleri

Solungac dokusunda GPx degerleri

48 saat, 7 ve 14 gun boyunca 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tatli su

istakozlarmin solungag¢ dokusunda belirlenen GPx degerlerine ait sonuglar Cizelge 4.8 ve

su istakozlarinin kas dokusunda SOD enzim aktivitesi degerleri

Sekil 4.7°de gosterilmistir. Karbamazepine maruz kalan tatli su istakozlarmin solungac

dokusu GPx degerleri 7. ve 14. glnlerde ve her iki ayr1 konsantrasyonda kontrol gruplarina

kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu ve en yiiksek degerin 14. giinde 1,25 mg/L

karbamazepine maruz kalan tatl su istakozlarinin solunga¢ GPx degeri oldugu belirlenmistir

(p<0,05). Zamana bagli GPx degerlerinde degisim kontrol gruplarinda gorilmezken
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(p>0,05), 1,25 mg/L ve 12,5 mg/L karbamazepin gruplarinda 7 ve 14 giin siirede anlaml
artislar izlenmistir (p<0,05). Kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir

(p>0,05).

Cizelge 4.8. Karbamazepinin iki farkli konsantrasyonuna 48 saat, 7 ve 14 giinliik maruziyet
sonras1 tathi su istakozlarmin solunga¢ dokusunda GPx enzim aktivitesi

degerleri
Sdre Solungag dokusu GPx (nmol/min/mg doku)
Kontrol DMSO Kontrol 1,25 mg/L 12,5 mg/L
48 saat |4,451+1,08% 4,596+0,60 ? 4,468+1,10° 5,153+0,94%
7gin  |4,737+0,75 4,5704+0,422 7,538+0,56° 7,645+1,50°
14 giin | 4,289+1,80? 4,381+0,65? 8,629+1,82° 7,4875+1,61°

Tiim veriler ortalamatstandart hata olarak sunulmustur.
Ayni satir ve siitunda a, b harfleri ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak énemli bulunmugtur

(p<0,05).
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Sekil 4.7. 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine 48 saat, 7 ve 14 gun maruz kalan tath su
istakozu solungag dokusunda GPx enzim aktivitesi degerleri
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Hepatopankreas dokusunda GPx degerleri

48 saat, 7 ve 14 gin boyunca 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tatli su
istakozlarmin hepatopankreas dokusu GPx degerlerine ait sonuglar Cizelge 4.9 ve Sekil
4.8’de gosterilmistir. Tiim maruziyet siirelerinde 12,5 mg/L doz karbamazapine maruz kalan
tatlt su istakozlarmin hepatopankreas dokularindaki GPX diizeyleri kontrol gruplarina
kiyasla istatistik olarak 6nemli diizeyde diisiik bulunmustur (p<0,05) ancak 1,25 mg/L doza
maruz kalan tatli su istakozlarinda sadece 48 saatte GPx degerlerinin kontrol grubuna kiyasla
anlamli diizeyde diisiik oldugu goriilmistir (p<0,05). 7 ve 14. glinde her iki doz
karbamazepine maruz kalan tatli su istakozlarinin hepatopankreas dokularindaki GPx
diizeyleri, 48 saat siireyle ayn1 dozlara maruz kalan gruplara kiyasla anlamli derecede
yiikseldigi belirlenmistir (p<0,05). Kontrol gruplari arasinda hepatopankreas dokularindaki

GPx diizeyleri agisindan istatistik olarak énemli fark bulunmamustir (p>0,05).

Cizelge 4.9. Karbamazepinin iki farkli konsantrasyonuna 48 saat, 7 ve 14 giinliik maruziyet
sonrast tatli su istakozu hepatopankreas dokusunda GPx enzim aktivitesi

Sire Hepatopankreas Dokusu GPx (nmol/min/mg doku)

Kontrol DMSO Kontrol 1,25 mg/L 12,5 mg/L
48 saat |29,903+1,02° 30,439+1,18° 17,895+4,15" 11,5867+4,50°
7gin  |30,778+9,91° 30,444+10,022 31,376+5,36° 20,796+3,95°
14 gin ]30,044+1,25° 30,203+2,21° 29,562+5,35° 19,716+3,11°

Tim veriler ortalama+standart hata olarak sunulmustur.
Ayni satir ve siitunda a, b, c¢ harfleri ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak dnemli
bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.8. 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine 48 saat, 7 ve 14 gun maruz kalan tatli su
istakozlar1 hepatopankreas dokusunda GPx enzim aktivitesi degerleri

Kas dokusunda GPx degerleri

48 saat, 7 ve 14 gun boyunca 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tatl su

istakozlarinin kas dokusu GPx degerlerine ait sonuglar Cizelge 4.10 ve Sekil 4.9’da

gosterilmigtir. Karbamazepine maruziyet sonrasi tatl su istakozu kas dokularinda 6lgiilen

GPx degerlerinde gruplar arasindaki fark istatistik olarak onemli bulunmamuistir (p>0,05).

Benzer sekilde maruziyet siiresine bagli farklar da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p>0,05).

Cizelge 4.10. Karbamazepinin iki farkli konsantrasyonuna 48 saat, 7 ve 14 giinliikk maruziyet
sonrasi tath su istakozlarmin kas dokusunda GPx enzim aktivitesi

Sire Kas Dokusu GPx (hmol/min/mg doku)

Kontrol DMSO Kontrol 1,25 mg/L 12,5 mg/L
48 saat |2,442+0,07 2,426+0,05 2,434+0,13 2,482+0,05
7gin  |2,469+0,05 2,484+0,07 2,425+0,11 2,493+0,11
14 giin |2,44040,11 2,446+0,17 2,476+0,08 2,46610,05

Tiim veriler ortalama+standart hata olarak sunulmustur. p>0,05
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Sekil 4.9. 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine 48 saat, 7 ve 14 giin slireyle maruz kalan tath
su istakozlarinin kas dokusunda GPx enzim aktivitesi degerleri

4.3.3. Katalaz aktivitesi tayini (CAT) degerleri

Solungac dokusunda CAT degerleri

48 saat, 7 ve 14 gun boyunca 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tatli su
istakozlarinin solungag¢ dokusunda belirlenen CAT degerlerine ait sonuglar Cizelge 4.11 ve
Sekil 4.10°da gosterilmistir. Karbamazepine maruz kalan tatli su istakozlarinin solungag
dokusu CAT degerleri 48. saatte her iki ayr1 konsantrasyonda, 7. ve 14. glnlerde 12,5 mg/L
konsantrasyonda kontrol gruplarina kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir
(p<0,05). Zamana bagli CAT degerlerinde degisim kontrol gruplarinda goriilmezken
(p>0,05), 1,25 mg/L ve 12,5 mg/L karbamazepin gruplarinda 7 ve 14 giinlik surede, 48
saatlik maruziyete kiyasla anlaml diistisler izlenmistir (p<0,05). Kontrol gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak fark bulunmamistir (p>0,05).
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Cizelge 4.11. Karbamazepinin iki farkli konsantrasyonuna 48 saat, 7 ve 14 giinliik maruziyet
sonrasi tath su istakozlarmin solunga¢ dokusunda CAT enzim aktivitesi

degerleri
Sire Solunga¢ dokusu CAT (hmol/min/mg doku)
Kontrol DMSO Kontrol 1,25 mg/L 12,5 mg/L
48 saat |0,337+0,05% 0,347+0,03* 0,661+0,21° 0,744+0,35¢
7gun  |0,362+0,012 0,379+0,04* 0,377+0,05* 0,433+0,03"
14 glin | 0,369+0,032 0,375+0,03% 0,397 + 0,022 0,421+0,04°

Tiim veriler ortalamatstandart hata olarak sunulmustur.
Ayni satir ve siitunda a, b, ¢ harfleri ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak Onemli

bulunmustur (p<0,05).

Solunga¢ Dokusu
1.20 =
1.00
C
S
£0.80 [
£
£
2 0.60
E b b
= a a a a a
= 0.40 a a e -
O
0.00
48 sa 7 gun 14 gln
m Kontrol = DMSO Kontrol 1,25 mg/L m12,5mg/L

Sekil 4.10. 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine 48 saat, 7 ve 14 gin maruz kalan tatli su
istakozu solungag dokusunda CAT enzim aktivitesi degerleri

Hepatopankreas dokusunda CAT degerleri

48 saat, 7 ve 14 gun boyunca 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tatli su
istakozlarmin hepatopankreas dokusu CAT degerlerine ait sonuglar Cizelge 4.12 ve Sekil
4.11°de gosterilmistir. Tiim maruziyet siirelerinde her iki doz karbamazapine maruz kalan
tatl su istakozlarinin hepatopankreas dokularindaki CAT diizeyleri kontrol gruplarina
kiyasla istatistik olarak 6nemli diizeyde ylksek bulunmus (p<0,05) ve en yiksek CAT

dizeylerine 14. Ginde 12,5 mg/L doz karbamazepine maruz kalan tatli su istakozlarinin
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hepatopankreas dokusunda belirlenmistir (p<0,05). 14 giin 1,25 mg/L doz karbamazepine
maruz kalan tatli su istakozlarinin hepatopankreas dokularindaki CAT duzeyleri, 48 saat ve
7 gun stireyle ayn1 doza maruz kalan gruplara kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu
belirlenmis (p<0,05) ancak 12,5 mg/L doza maruz kalan tatli su istakozlarinda zamana bagl
degisim goriilmemistir (p>0,05). Kontrol gruplar1 arasinda hepatopankreas dokularindaki

CAT diizeyleri agisindan istatistik olarak 6nemli fark bulunmamistir (p>0,05).

Cizelge 4.12. Karbamazepinin iki farkli konsantrasyonuna 48 saat, 7 ve 14 giinliik maruziyet
sonrasi tatl su istakozu hepatopankreas dokusunda CAT enzim aktivitesi

Sire Hepatopankreas Dokusu CAT (nmol/min/mg)

Kontrol DMSO Kontrol 1,25 mg/L 12,5 mg/L
48 saat | 0,386+0,05% 0,382+0,06% 0,498+0,02° 0,512+0,06°
7gin |0,396+0,02% 0,370+0,03? 0,426+0,04° 0,531+0,04°¢
14 gin [0,353+0,02° 0,367+0,05* 0,518+0,06° 0,603+0,12°

Tim veriler ortalamatstandart hata olarak sunulmustur.
Aymi satir ve siitunda a, b, ¢ harfleri ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli
bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.11. 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine 48 saat, 7 ve 14 gun maruz kalan tatli su
istakozlar1 hepatopankreas dokusunda CAT enzim aktivitesi degerleri
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Kas dokusunda CAT degerleri

48 saat, 7 ve 14 gin boyunca 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tatli su
istakozlarmin kas dokusu CAT degerlerine ait sonuglar Cizelge 4.13 ve Sekil 4.12°de
gosterilmistir. Her iki doz karbamazapine 48 saat slresince maruz kalan tatl su
istakozlarinin kas dokularindaki CAT diizeyleri kontrol gruplarina kiyasla istatistik olarak
onemli duzeyde yiksek bulunmus (p<0,05) ve 12,5 mg/ml doza 14 gun suresince maruz
kalanlarin CAT diizeyi kontrol grubuna ve 1,25 mg/L doz grubuna kiyasla anlamh diizeyde
yiksek oldugu belirlenmistir (p<0,05). 7 giin gruplar1 arasinda ise bdyle bir fark
gorulmemistir (p>0,05). CAT dizeyleri, 7 ve 14 gun sureyle 1,25 mg/L doz karbamazepine
maruz kalan gruplarda, 48 saat grubuna kiyasla anlamli derecede diistiigli (p<<0,05) ancak
12,5 mg/L doza maruz kalan tatli su istakozlarinda zamana bagli degisim olmadigi
belirlenmistir (p>0,05). Kontrol gruplart arasinda kas dokularindaki CAT diizeyleri

acisindan istatistik olarak 6nemli fark bulunmamstir (p>0,05).

Cizelge 4.13. Karbamazepinin iki farkli konsantrasyonuna 48 saat, 7 ve 14 giinliik maruziyet
sonrast tatli su istakozlariin kas dokusunda CAT enzim aktivitesi

Slre Kas Dokusu CAT (nmol/min/mg)

Kontrol DMSO Kontrol 1,25 mg/L 12,5 mg/L
48 saat |0,297+0,01% 0,285+0,01% 0,353+0,04° 0,377+0,042°
7gin |0,287+0,02% 0,269+0,01° 0,272+0,02° 0,251+0,02°
14 giin | 0,281+0,019? 0,282+0,02* 0,258+0,01% 0,382+0,02°

Tiim veriler ortalamatstandart hata olarak sunulmustur. p>0,05
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Sekil 4.12. 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine 48 saat, 7 ve 14 gun siireyle maruz kalan tath
su istakozlarinin kas dokusunda CAT enzim aktivitesi degerleri

4.3.3. Malondialdehit (MDA) degerleri

Solungac dokusunda MDA degerleri

48 saat, 7 ve 14 gun boyunca 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tatli su
istakozlarinin solungag¢ dokusunda belirlenen MDA degerlerine ait sonuglar Cizelge 4.14 ve
Sekil 4.13’te gosterilmistir. Karbamazepine maruz kalan tatli su istakozlarinin solungag
dokusu MDA degerleri tim maruziyet surelerinde her iki ayri konsantrasyonda, kontrol
gruplarina kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,05). Zamana bagh
MDA degerlerinde degisim kontrol gruplarinda ve 1,25 mg/L gérulmezken (p>0,05), 12,5
mg/L karbamazepin grubunda 7 ve 14 giinliik siirede, 48 saatlik maruziyete kiyasla anlamli
distisler izlenmistir (p<0,05). Kontrol gruplari arasinda solungag¢ dokusu MDA degerlerinde
istatistiksel olarak fark bulunmamistir (p>0,05).
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Cizelge 4.14. Karbamazepinin iki farkli konsantrasyonuna 48 saat, 7 ve 14 giinliik maruziyet
sonrasi tatli su istakozlarinin solunga¢ dokusunda MDA enzim aktivitesi

degerleri

Sire Solunga¢ dokusu MDA (nmol/min/mg doku)

Kontrol DMSO Kontrol 1,25 mg/L 12,5 mg/L
48 saat | 0,046+0,01% 0,065+0,01% 0,788+0,28° 1,356+0,42°
7gin  [0,054+0,012 0,063+0,01° 0,589+0,22° 0,685+0,27°
14 gun |0,074£0,27° 0,059+0,01% 0,673+0,29° 0,742+0,25°

Tiim veriler ortalama+standart hata olarak sunulmustur.
Ayni satir ve siitunda a, b, c¢ harfleri ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak onemli
bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.13. 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine 48 saat, 7 ve 14 gun maruz kalan tatli su
istakozu solunga¢ dokusunda MDA enzim aktivitesi degerleri

Hepatopankreas dokusunda MDA degerleri

48 saat, 7 ve 14 gin boyunca 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tatli su
istakozlarmin hepatopankreas dokusu MDA degerlerine ait sonuglar Cizelge 4.15 ve Sekil
4.14°te gosterilmigtir. Tiim maruziyet siirelerinde her iki doz karbamazapine maruz kalan
tatl su istakozlarmin hepatopankreas dokularindaki MDA diizeyleri kontrol gruplarina

kiyasla istatistik olarak 6nemli diizeyde yiiksek bulunmus (p<0,05) ve en yiiksek MDA
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dizeylerine 14. ginde 12,5 mg/L doz karbamazepine maruz kalan tatli su istakozlarmnin
hepatopankreas dokusunda belirlenmistir (p<0,05). 14 giin 1,25 mg/L doz karbamazepine
maruz kalan tatli su istakozlarinin hepatopankreas dokularindaki MDA duzeyleri, 48 saat ve
7 giin siireyle ayn1 doza maruz kalan gruplara kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu
belirlenmis (p<0,05) ancak 12,5 mg/L doza maruz kalan tatl: su istakozlarinda zamana bagl
anlamli bir degisim goriilmemistir (p>0,05). Kontrol gruplar1 arasinda hepatopankreas
dokularindaki MDA diizeyleri agisindan istatistik olarak Onemli fark bulunmamistir

(p>0,05).

Cizelge 4.15. Karbamazepinin iki farkli konsantrasyonuna 48 saat, 7 ve 14 gunliik maruziyet
sonrasi tatl su istakozu hepatopankreas dokusunda MDA enzim aktivitesi

Stire Hepatopankreas Dokusu MDA (nmol/min/mg)

Kontrol DMSO Kontrol 1,25 mg/L 12,5 mg/L
48 saat | 0,394+0,122 0,354+0,11° 0,751+0,27° 1,795+0,48°
7gin  |0,293+0,09% 0,307+0,08? 0,731+0,23° 2,246+0,68°
14 giin  |0,392+0,09° 0,366+0,09° 1,580+0,70° 2,346+0,77°

Tim veriler ortalama+standart hata olarak sunulmustur.
Aym satir ve siitunda a, b, ¢ harfleri ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli

bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.14. 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine 48 saat, 7 ve 14 gun maruz kalan tatli su
istakozlar1 hepatopankreas dokusunda MDA enzim aktivitesi degerleri



74

Kas dokusunda MDA degerleri

48 saat, 7 ve 14 gin boyunca 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tatli su

istakozlarinin kas dokusu MDA degerlerine ait sonuglar Cizelge 4.16 ve Sekil 4.15°te

gosterilmistir. Karbamazepine maruziyet sonrasi tatli su istakozu kas dokularinda olgiilen

MDA degerlerinde gruplar arasindaki fark istatistik olarak 6énemli bulunmamustir (p>0,05).

Benzer sekilde maruziyet siiresine bagli farklar da istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir

(p>0,05).

Cizelge 4.16. Karbamazepinin iki farkli konsantrasyonuna 48 saat, 7 ve 14 giinliik maruziyet
sonrasi tatl su istakozlarinin kas dokusunda MDA enzim aktivitesi

Sire Kas Dokusu MDA (nmol/min/mg)

Kontrol DMSO Kontrol 1,25 mg/L 12,5 mg/L
48 saat |0,131+0,03 0,139+0,04 0,132+0,04 0,128+0,03
7gin  |0,132+0,04 0,136+0,04 0,132+0,05 0,126+0,03
14 giin | 0,134+0,01 0,136+0,02 0,137+0,02 0,128+0,012

Tim veriler ortalama+standart hata olarak sunulmustur. p>0,05
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Sekil 4.15. 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine 48 saat, 7 ve 14 gun sureyle maruz kalan tath
su istakozlarinin kas dokusunda MDA enzim aktivitesi degerleri
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5. TARTISMA

5.1. Amacin Degerlendirilmesi

Farmasotikler cesitli biyolojik etkiler gdsterdiklerinden, arastirmalarda fizyolojik veya
metabolik  performanslarinin  gostergesi  olarak  hassas  davranmigsal  tepkilerin
degerlendirilmesinden fayda saglandigi ileri siiriilmektedir. Duzenleyici cevresel ve
davranigsal etkilerin degerlendirmesinin amaci, gelecekte benzer ekolojik durumlari
anlamak ve kaginma yollarin1 belirlemektir. Bu amagla kullanilan en savunmasiz yaban
hayat1 popiilasyonlar1 ve ekosistemleri daha genis insan niifusunu korumak adina yapilacak
in vivo deneylere hizmet etmektedir (Aus der Beek ve digerleri, 2016). Epilepsi tedavisinde
sikea kullanilan karbamazepin sucul ¢evrede en sik bulunan ve biriken farmasotiktir.
Karbamazepinin evsel atiklardaki ve igme suyundaki kalintisi, intrauterin maruziyet veya
emzirme yoluyla embriyo ve bebege bir gegebileceginden, yeralti sularinda ve igme suyunda
varligi, onemli bir endise kaynagi olmaya devam etmektedir (Baali ve Cosio, 2022). Biz bu
calismada, karbamazepinin omurgasiz tatl su 1stakozu (Astacus leptodactylus) Gzerindeki
toksik etkilerini arastirdik ve bu amagla tath su 1stakozlarinda 48 saat, 7 ve 14 gun sureyle
1,25 mg/L ve 12,5 mg/L dozlarda karbamazepine maruz biraktigimiz tath su istakozlarinin
hemolenf analizlerini gergeklestirdik. Ardindan bu dozlara ii¢ farkl: siirede maruz kalan tatl
su 1stakozlarinin hepatopankreas, kas ve solunga¢ dokularinda SOD, GPx, CAT ve MDA

enzim dlzeyindeki etkilerini biyokimyasal analizlerle arastirdik.

5.2. Akut Toksisite

Karbamazepinin atik su aritma tesislerinde diisiik filtreleme oranlarinin (<%45) bir sonucu
olarak (Bueno ve digerleri, 2012), sucul ekosistemlerde ng/L ile birka¢ pg/L arasinda
degisen konsantrasyonlarda mevcudiyeti tespit edilmistir (Bayen, Zhang, Desai, Ooi ve
Kelly, 2013; Biel-Maeso, Baena-Nogueras, Corada-Fernandez ve Lara-Martin, 2018;
McEneff, Barron, Kelleher, Paull ve Quinn, 2014; Baali ve Cosio, 2022). Karbamazepinin
¢ogu sucul organizmalar i¢in az ya da orta derece toksik oldugu bildirilmistir. Ornegin
yabani deniz ¢ift kabuklularinda 11 ng/g kuru agirliga kadar konsantrasyonlarda
karbamazepinin rapor edilmistir (Moreno-Gonzalez, Rodriguez-Mozaz, Huerta, Barcelo ve
Ledn, 2016; Rodrigues ve digerleri, 2019). Kirli bir nehirde toplanan yabani baliklarda (kg
basina 33 pg karbamazepin dozuna kadar), 40 gln siresince 15,7 ug /L karbamazepine (kg
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basina 400 pg karbamazepin dozuna kadar) maruz birakilan Mytilus galloprovincialis'te ve
8 glin siiresince 80 pg /L karbamazepine (kg basina 1100 ug karbamazepine kadar) maruz
kalan Anemonia sulcata'da biyolojik olarak biriktigi tespit edilmistir (Serra-Compte ve
digerleri, 2018; Vitale, Pico, Spano, Torreblanca ve Del Ramo, 2020). En yiksek
konsantrasyon olan 10.000 pg /L, 72 saatlik maruz birakilan zebra baliklarinda
Karbamazepinin LCso degerinin yaklasik %5'ine karsilik geldigi rapor edilmistir (Van den
Brandhof ve Montforts, 2010). Ofoegbu, ve digerleri (2019), karbamazepine maruz
biraktiklar1 Schmidtea mediterranea'da, 10,0 mg/L konsantrasyonda dahi herhangi bir
olduricl etki gormemislerdir. Diger ¢alismalarda Cerodaphnia dubia igin 48 saatlik bir LCso
77,7 mg/L (Ferrari ve digerleri, 2004) ve Daphnia magna icin 96 saatlik bir LCso 76,3 mg/L
(Kim ve digerleri, 2007) bildirilmistir. Bununla birlikte, suda yasayan hedef olmayan
organizmalarla yapilan karbamazepinin akut toksisite deneyleri, mg /L araliginda medyan
effektif konsantrasyonlarini (ECso) gostermistir (Zhang, Geissen ve Gal, 2008; Mohapatra,
Brar, Tyagi, Picard ve Surampalli, 2014). Akut toksisite biyo-assayleri etki gorilmeyen en
kotii vakalarin konsantrasyonun (NOEC) 25 ug /L oldugunu, ancak tahmin edilen etkisiz
konsantrasyonun (PNEC) 0,42 ug /L oldugunu gostermis, bu da karbamazepinin yizey
sularinda yaygin olarak bulunan konsantrasyonlarda ekolojik toksisite potansiyeline sahip
olduguna isaret etmistir (Ferrari ve digerleri, 2003; Zhang ve digerleri, 2008). Bu bulgular
sucul biyotada ¢ok yiksek bir karbamazepin birikim potansiyeli oldugunu ortaya
koymaktadir. Calismamizda tatli su 1stakozlarinda subletal konsantrasyonlar1 belirlemek
Uzere karbamazepinin medyan letal konsantrasyonunu tahmin etmek igin bir akut toksisite
testi yapilmistir. Akut toksisite testinden sonra probit analizi ile 96 saatlik LCso degeri 125,5
mg/L (73,78-193,95 mg/L) olarak belirlenmistir.

5.3. Tath su Istakozlarinda Hemolenf Parametrelerine Iliskin Bulgularin
Degerlendirilmesi

5.3.1. Toplam hemosit sayis1

Cevresel kirleticiler veya su parametrelerindeki degisikliklerin neden oldugu stres kosullar
sucul organizmalarin hemositlerde azalmalara neden olmaktadir (Baali ve Cosio, 2021).
Literatiirde organizmalarda olgiilen THS'lerdeki diisiislin, hasat sonrasi artan stresin ve
kotiilesen saglik durumunun bir gostergesi olarak kullanilabilecegi belirtilmistir. Tath su

1istakozlarinda THS’lerin diisiisii, nitrite maruz kalmanin bir sonucu olarak stresin veya su
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kosullarinin kétiilestiginin bir gostergesi olabilecegi bilinmektedir (Yavuzcan ve Benli
2004).

Tsiaka ve digerleri 1 saat boyunca karbamazepine (0,01-100 pg/L) maruz kalan
midyegillerden Mytilus galloprovincilais hemosit sayisinda diisiise ve hiicre 6limunde artisa
sebep oldugunu ve siiperoksit anyonlart ve nitrik oksit seviyelerinde bir artis oldugunu
bildirmistir (Tsiaka ve digerleri, 2013). Venlafaksin (200 ng/L), karbamazepin (200 ng/L)
ve diazepam (10 ng/L) iceren bir psikiyatrik karisima 3 giin maruz kaldiktan sonra yarasa
kulak salyangozu Lymnaea stagnalis'in hemosit canliligi ve sayilar1 tizerinde anlamli bir etki
gozlenmemistir (Gust, Fortier, Garric, Fournier ve Gagné, 2013). Lacaze ve digerleri (2015),
21 saat boyunca 0,0015 ile 75 mg/L arasindaki bir konsantrasyon araliginda karbamazepine
maruz kalan mavi mideye Mytilus edulis'in hemositlerinde 6nemli diistisler oldugu ve bu
diistisleri genotoksik sapmalarin indiikledigini gézlemlemistir. Yesil midye Perna viridis'te
test edilen konsantrasyonlarin higbirinde (1 ng/L, 10 ng/L ve 96 ng/L) 24 saat karbamazepin
maruziyetinin hemosit sayilari tizerinde herhangi bir etkisi olmamustir (Juhel ve digerleri,
2017). Literatiire benzer sekilde biz de ¢alismamizda karbamazepinin iki farkli dozuna (1,25
mg/L ve 12,5 mg/L) ii¢ farkli zaman periyodunda maruz kalan tatli su 1stakozlarinda THS
kontrol gruplarina gore istatistik olarak 6nemli diizeyde azaldig: tespit edilmistir (P<0,05).
THS'deki azalmanin nedeni, karbamazepinin neden oldugu membran degisiklikleri ve

indiiklenmis hiicre 61Uma olabilir.

5.3.2. Total antioksidan seviyesi (TAS) ve total oksidatif stres seviyesi (TOS)

Insanlarda uzun siireli karbamazepin kullaniminin ardindan gdzlenen yan etkiler arasinda
oksidatif stres ve membran fosfolipidlerinin degismesi yer alir. Bununla birlikte, cevresel
konsantrasyonlar, insanlara uygulanan terapotik dozlardan ¢ok daha diisiiktiir. Ayrica,
insanlar ve suda yasayan hayvanlar arasinda toksikokinetik ve toksikodinamik farkliliklar
olmasi beklenir. Bu nedenle, sucul biyotada karbamazepinin etki mekanizmalarini ve
toksikolojik etkilerini arastiran ¢ok sayida ¢alisma, karbamazepinin sucul organizmalarda
oksidatif stres, antioksidan dizeyi, lipit peroksidasyonu ve enzimatik aktiviteleri

degistirebildigini gostermektedir (Baali ve Cosio, 2022).

Oksidatif durumla iligkili biyobelirtegler, kirleticilerin reaktif oksijen turleri (ROS) uretimi

ile antioksidan savunma kapasitesi arasindaki dengeyi bozma kabiliyeti hakkinda bilgi
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saglayabilir. Bu dengesizlik DNA ve lipitler gibi biyolojik molekiillerde hasara ve
patolojilerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir (Rahal ve digerleri, 2014). Bu baglamda TOS
ve TAS, sucul hayvanlarin oksidatif durumu hakkinda bilgi saglar (Erel, 2005). TAS, ¢esitli
reaktif nitrojen tirleri (RNS) ve ROS tiirlerine karsi antioksidan aktivitesinin tam
spektrumunu kapsar (Yagan, Kesim ve Liman, 2014). Farkli antioksidan molekdillerin tek
tek Ol¢limii zaman ve maliyet kaybimna neden olmakta ve karmasik tekniklere ihtiyac
dogurmaktir ancak TAS o6l¢imi uygulamada basit bir yontemdir (Erel, 2005). TAS
degerinde ozellikle zamana bagli olarak gergeklesen artis, antioksidan sistemin artan ROS'a
kars1 savunma tepkisini ortaya koymaktadir (Selvi ve digerleri, 2011). Onceki ¢alismalar,
sucul canlilarin plazma veya hemolenf TAS seviyelerinin, bagisiklik sisteminin streS
faktorlerine kars1 verdigi tepkinin biyoindikatorii olabilecegini gostermistir (Valavanidis,
Vlahogianni, Dassenakis ve Scoullos, 2006; Sepici-Dingel ve digerleri, 2009).
Karbamazepinin, cevresel olarak ilgili konsantrasyonlarda sucul organizmalarda antioksidan
enzimlerin aktivitesinin modifikasyonuna yol agan ROS iiretimini tetikledigi gosterilmistir.

Bununla birlikte, veriler ayn1 zamanda tiirlere ve organa bagh tepkileri de gostermektedir
(Baali ve Cosio, 2022).

Calismamizda, 1,25 mg/L ve 12,5 mg/L konsantrasyonlarda karbamazepine maruz kalan
tatli su 1stakozlarmin hemolenf TAS seviyeleri, maruz kalma siiresine bagli olarak dnemli
Olglide artis gostermistir. Bizim bulgularimiza benzer olarak Belek ve digerleri, (2022),
endustriyel bir florlu organik kimyasal olan perflorooktan siilfonatin (PFOS) 0,5 ve 5 mg/L
konsantrasyonlarina 48 saat, 7 giin ve 21 giin maruz biraktiklar1 tatli su 1stakozlarinin

(Astacus leptodactylus) hemolenf TAS degerlerinin arttigini tespit etmislerdir.

Bulgularimizin aksine, 14 glin sireyle 19,5°C'de 600 ng/L konsantrasyonlarda
karbamazepine maruz birakilan bir knidlilere ait Hydra circumcincta’min TAS dizeyinde
onemli bir degisiklige neden olmamistir (Desbiolles ve digerleri, 2020). Ancak lipit
peroksidasyonu 19,5°C'de kontrollerle karsilastirildiginda karbamazepine maruz kalan
poliplerde 6nemli olglide daha yiiksek bulunmustur. Bu durum, disiik dozlarda
karbamazepinin, antioksidatif sistemler tarafindan etkisiz hale getirilmeyen membran lipid

peroksidasyonunu indiiklemesi gercegiyle agiklanmistir.

Sucul omurgasizlarda TOS degerlendirilmesine literatiirde oldukc¢a az rastlanmaktadir.

Bulgularimiz  karbamazepinin Astacus leptodactylus hemolenfi TOS dizeylerinin
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belirlenmesine iliskin ilk rapor olmasi agisindan degerlidir. Calismamizda 1,25 ve 12,5 mg/L
karbamazepine maruz kalan tath su istakozlarmin TOS degeri ortalamalari, tim maruziyet
stirelerinde kontrol gruplarina kiyasla anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. 7 ve 14 giin
streyle 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tatli su istakozlarinin TOS ortalamalarinin,
48 saate kiyasla anlamli derecede arttig1 belirlenmistir. Calismamiza benzer sekilde Belek
ve digerleri (2022) 48 saat ve 7 gin suresince 5 mg/L PFOS'a maruz kalan tatli su
1stakozlariin hemolenf TOS diizeyini kontrollere kiyasla daha yiiksek bulmustur. Benzer
bir artis Franco ve digerleri (2016) tarafindan kursuna maruz kalan Mytilus galloprovincialis'
in solungaglarinda TOS ve TAS dizeylerinde artis tespit edilmis ancak TAS diizeyinde
yiikkselme istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. 96 saat boyunca Polistiren
nanoplastiklerin tek basina veya karbamazepin (6.3 pg/L) ile birlikte Akdeniz midyesi
Mytilus galloprovincialis Uzerindeki etkilerini degerlendiren Brandts ve digerleri (2018),
karbamazepinin hemolenf TAS ve TOS degerlerini tek bagina degistirmedigini fakat 0,5 mg
/L doz polistiren nanoplastiklerin sindirim bezlerinde TOS degerini arttirdigini ve 50 mg /L

dozun da TAS degerini arttirdigini rapor etmistir.

5.4. Tath su Istakozlarinda Biyokimya Parametrelerine iliskin Bulgularin
Degerlendirilmesi

Oksidatif stres ve bagisiklik tepkisini birbirine baglayan sistemlerle ilgili olan ROS'un hizli
bir sekilde ortadan kaldirilmasi, organizmanin hayatta kalmasi i¢in gereklidir. Bu sistemler,
SOD, CAT, selenyum bagimli glutatyon peroksidaz (Se-GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR)
dahil olmak Uzere farkli antioksidan sistemleri igerir (Gust ve digerleri, 2013). Antioksidan
mekanizmalar ve oksidanlar arasindaki denge bozulur ve oksidanlar yoniine kayarsa yani
hiicre daha fazla ROS'a maruz kalirsa bu oksidatif stresi arttirir (Halliwell, 1999). Insan
farmasotikleri ROS indikleyebilir ve oksidatif strese neden olarak antioksidan aktivitelerini
degistirebilir (Stara ve digerleri, 2012). Bugtine kadar sucul organizmalarda karbamazepine
kars1 oksidatif stres tepkilerini ve antioksidan enzim aktivitelerini rapor eden birkag ¢alisma
yapilmistir (Martin-Diaz ve digerleri, 2009; Li ve digerleri, 2010a; Brandts ve digerleri,
2018; Baali ve Cosio, 2022). Bununla birlikte, karbamazepine maruz kalan tatli su 1stakozu

Astacus leptodactylus'taki antioksidan enzim yanitlarina iligkin veriler hala eksiktir.

Calismamizda, tatli su istakozlarinda (Astacus leptodactylus Eschscholtz, 1823) iki

karbamazepin konsantrasyonun solungac, hepatopankreas ve kas dokularindaki belirli
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antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, GPx ve CAT) ve lipid peroksidasyon trunt olan MDA
dizeyleri belirlenmistir. Calismamizda tiim biyokimyasal parametreler dokuya ve maruziyet
stiresine bagli olarak farkliliklar géstermistir. Belirli dokularda enzim aktivitelerinin farkli
tepkileri incelenen bu dokularin farkli metabolik aktiviteleri ve ¢evresel kosullara farkli

yanitlari olarak agiklanabilir (Borkovic, 2008).

5.4.1. Superoksit dismutaz (SOD) aktivitesine iliskin bulgularin degerlendirilmesi

Antioksidan savunma mekanizma enzimlerinden biri olan SOD aktivitesi, ¢alismamizda
1,25 ve 12,5 mg/L konsantrasyonlarda karbamazepine maruz kalan tath su istakozlarinin
solunga¢ dokusunda SOD aktivitesinin arttigi, hepatopankreas dokusunda azaldig1 ve kas
dokusunda 6nemli bir degisiklik olmadigi belirlenmistir. SOD aktivitesi karbamazepinin her
iki dozuna kars1 dokuya bagli bir tepki gdstermistir. Sonuglarimiza benzer sekilde; 28 giin
streyle 1,1 pg /L karbamazepine maruz birakilan Veniiz istirdiyesi Ruditapes philippinarum,
SOD aktivitesinin 2,6x kat indiklendigi tespit edilmistir (Almeida ve digerleri, 2018). 28
gun sureyle 0,03, 0,3 ve 3 ug /L karbamazepine maruz birakilan R. philippinarum'da SOD
aktivitesinin iki kat oraninda indiikledigi, ancak 6 pg /L karbamazepin ile kontrol arasinda
anlamli bir fark bulunmadig1 goriilmistir (Almeida ve digerleri, 2015). Palourde deniz
tarag1 Ruditapes decussatus'ta, 14 gin sonra SOD aktivitesinin 30 ug /L konsantrasyonda
%100 ve 50 pg /L konsantrasyonda %200 indiklendigi tespit edilmistir (Abdelhafidh ve
digerleri, 2018). Semelidae familyasina ait ¢ift kabuklu bir yumusakga olan Scrobicularia
plana'da, 96 saat 6 ve 9 ug /L karbamazepine maruz kalma, SOD aktivitesini 1,29x kat inhibe
ettigi bulunmustur (Almeida ve digerleri, 2017). Son olarak ayni tiirde, 14 giin siireyle 4 ug
/L konsantrasyonda karbamazepin maruz kalma, SOD aktivitesini iki kat oraninda inhibe
ettigi tespit edilmistir (Almeida ve digerleri, 2017). 7 gln sureyle 5, 15, 50 ve 100 pg /L
konsantrasyonlarda karbamazepine maruz birakilan Daphnia magna'da, SOD aktiviteleri
kontrole gore %23, %26, %42 ve %58 oraninda azaldig: belirlenmistir (Nkoom ve digerleri,
2019). Bulgularimizin tersine, 42 giin boyunca 6ldiiriicii olmayan 2.0 mg/L karbamazepin
konsantrasyonuna maruz birakilan gokkusagi alabaliinin  karacigerinde lipid
peroksidasyonu ve protein karbonil seviyeleri ile 6l¢iilen oksidatif stresin yiikseldigi ancak
bu stresin SOD, GPx ve GR dahil olmak uzere antioksidan enzim aktivitelerini
indiikleyemedigi rapor edilmistir (Li ve digerleri, 2010a). 30 giin sureyle 50 ug /L
karbamazepine maruz kalan Aya midyesinin (Corbicula fluminea), solungaclardaki

SOD'lerin aktivitesini 1,66x ve sindirim bezinde 1,33x kat inhibe ettigi rapor edilmistir
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(Chen, Zha, Liang, Li ve Wang, 2014). 22 gun sureyle 15 pg /L karbamazepine maruz kalan
Veniz istirdiyesi Ruditapes philippinarum sindirim bezinde SOD aktivitesinin 1,60x kat
indiiklendigi, ancak solungaglarda SOD aktivitesinin 1,75x kat distiigii belirlenmistir
(Trombini ve digerleri, 2019). SOD aktivitelerinin farkli sucul organizmalarda hem
indiiksiyonu hem de inhibisyonu, spesifik toksikokinetik ve toksikodinamiklerine bagli
olarak karbamazepine toleranslar ile ilgili olarak tiirler arasinda karbamazepine verilen

yanitlardaki farkliliklari igaret etmektedir.

Calismalar arasindaki farkliliklar farkli konsantrasyonlar, biiylime egrileri ve maruziyet
stirelerinden kaynaklanmaktadir. Ek olarak gen cevaplarinda da farkliliklar goriilmektedir.
0,01 ng /L karbamazepine 24 saat ve 48 saat maruz kalan Akdeniz midyesi Mytilus
galloprovincialis'in larva evrelerinde, bir SOD kodlayan genin 2 kat eksprese oldugu, 48
saat 1 pg /L karbamazepine maruziyetin SOD ekspresyonunu 2 Kkat inhibe ettigi
belirlenmistir (Franzellitti ve digerleri, 2019). 7 giin streyle 0.23, 2.36, 23.6 ve 236 ug /L
karbamazepine maruz birakilan Zebra midyesi Dreissena polymorpha’da, SOD'u kodlayan
genlerin ekspresyonun 1,2 kat inhibe edildigi rapor edilmistir (Contardo-Jara ve digerleri,
2011).

5.4.2. Glutaton peroksidaz (GPx) aktivitesine iliskin bulgularin degerlendirilmesi

ROS uyarisina organizmalar, diigiik molekiiler agirlikli antioksidanlari (askorbat, glutatyon
ve tokoferol gibi) igeren savunma mekanizmalariyla yanit verir ve SOD gibi enzimatik
antioksidanlar, O*~ anyonunun H202'ye déniisiimiinii katalize eder, ardindan CAT ve GPx
H20:>'yi pargalar. GPx, hidrojen peroksidaz ve diger hidroperoksitlerin temizleyicileri olarak
CAT ile igbirligi i¢inde hareket eder (Gate ve digerleri, 1999).

Calismamizda tath su istakozlarinin solungag¢ dokularinda GPx aktivitelerinin, 7 gun ve 14
gun sonra her iki karbamazepin konsantrasyonunda Onemli Ol¢ide arttigi ancak
hepatopankreas dokusunda azaldigi goriilmiistiir. Hepatopankreasta GPx seviyesi her iki
konsantrasyonda da 7 ve 14 gunde artis gosterse de kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
hala daha diisiik oldugu belirlenmistir. Ayrica kas dokusunda GPx seviyesinde kontrol
grubuna gore herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Sonuglarimiza paralel olarak
literatirde karbamazepinin gokkusagi alabaliginin hepatik antioksidan durumu ve

hematolojik parametreleri lizerindeki kronik toksik etkisi arastirildig: bir ¢alismada baliklar
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21 glin sonunda 0,2 mg/L ve 2 mg/ L konsantrasyonlarda hepatik GPx aktivitesini anlaml
derecede arttirdigi ancak 42 giin sonunda 2.0 mg/ L karbamazepinin GPx aktivitesini
azaltig1r belirlenmistir (Li ve digerleri, 2010a). Yazarlar, enzimatik inhibisyonun
muhtemelen hiicresel savunma sistemini tehlikeye atabilecek lipide peroksidasyonu artisi ile
iliskili oldugunu varsaymaktadir. Li ve digerleri, (2010b), 0,2 ile 2 mg /L arasindaki yiiksek
konsantrasyonlarin, bir sazan tiirii olan Cyprinus carpio sperminde iki saat sonra SOD, GR
ve GPx aktivitesinde azalmaya neden oldugunu gostermistir. Giincel bir c¢alismada
karbamazepinin 0,005, 1, and 10 pug/L konsantrasyonlarina 14 giin siireyle maruz kalan tath
su baligt Oreochromis mossambicus’un karacigerinde GPx aktivitesinin 10 pg/L
konsantrasyonda kontrol ve diger konsantrasyon gruplarna kiyasla 2 kat arttigi fakat
solunga¢ dokusundaki GPx aktivitesinin farklilhik gdstermedigi rapor edilmistir. Benzer
sekilde karaciger SOD ve CAT degerlerinin her ii¢ konsantrasyonda artti1 fakat solungag
dokusunda farklilik olmadig1 da tespit edilmistir (Sibiya ve digerleri, 2023).

Fizyolojik kosullar altinda, GPx gibi antioksidan enzimlerin genleri, oksidatif strese yanit
olarak asir1 eksprese edilir, ancak, ROS tarafindan makromolekiillere verilen hasar,
konformasyonel olarak degismis ve inaktif enzimlerin birikmesine neden olur (Landis ve
Tower, 2005). Bu davranig, areno oksitler, kinonlar, iminokinonlar, katekolonlar veya
epoksitler (Kang ve digerleri, 2008) gibi karbamazepin metabolitlerinin olusumu nedeniyle
protein karbonil igeriginin artmasiyla enzimlerin zarar gormesinden kaynaklanabilmektedir
(Aguirre-Martinez ve digerleri, 2016). Literatiire ek olarak sonuglarimiz, 12,6 mg/L kadar
yuksek doz karbamazepin konsantrasyonlarinin, sucul organizmalarin fizyolojisini
degistirebilecegini gostermektedir. Bu, organizmalari 6liime yol acabilen oksidatif
stireclerle inflamasyon siireglerine, DNA hasarina, nekroz ve apoptoza duyarli hale

getirebilir.

5.4.3. Katalaz (CAT) aktivitesine iliskin bulgularin degerlendirilmesi

SOD-CAT sistemi, oksiradikal olusumu iizerindeki inhibitor etkileri sayesinde, oksijen
toksisitesine karsi ilk savunma hattin1 saglar ve ROS {iretimini gdsteren bir biyobelirteg
olarak kullanilir (Van der Oost ve digerleri, 2003). Sucul organizmalarda karbamazepinin
CAT aktivitesine etkilerini 6lgen ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Martin-Diaz ve digerleri,
2009; Brandts ve digerleri, 2018; Franzellitti ve digerleri, 2019). Ancak tatli su 1stakozu
Astacus leptodactylus farkli dokularindaki CAT aktivitesi daha Once Olgiilmemistir.
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Calismamizda 48 saat, 7 ve 14 gun boyunca 1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine maruz
biraktigimiz tath su istakozlarinin solungag, hepatopankreas ve kas dokularinda her iki
dozda CAT aktivitelerinin kontrol gruplarina kiyasla anlamli diizeyde arttig1 fakat zamana
bagli degisimlerin dokularda farklilik gosterdigi tespit edilmistir. 7 ve 14 ginlik siireyle her
iki doz karbamazepine maruz kalan tath su istakozlarinin solunga¢ dokusunda CAT
aktivitesi, 48 saatlik maruziyete kiyasla anlamli diizeyde azaldigi, 1,25 mg/L karbamazepine
maruz kalanlarin hepatopankreas dokusunda zamanla arttig1 fakat ayni1 dozda kas dokusunda

distligii belirlenmistir.

7 giin boyunca 0,1-10 ug/L karbamazepin uygulanan midyelerin hemositlerinde lizozomal
membran gecirgenliginde 6nemli bir azalma, sindirim bezi ve mantoda GST ve CAT
aktivitelerinde artig gézlenmistir (Martin-Diaz ve digerleri, 2009). 14 gln siireyle 30 pg /L
ve 50 ug /L konsantrasyonlarda karbamazepine maruz birakilan Veniiz istirdiyesi Ruditapes
philippinarum’in CAT aktivitelerinin sirasiyla iki ve U¢ kat indiiklendigi tespit edilmistir
(Abdelhafidh ve digerleri, 2018). 30 giin siireyle 0.5, 5 ve 50 pg /L konsantrasyonlarda
karbamazepine maruz birakilan Aya midyesinin (Corbicula fluminea), solungaclar
dokularindaki CAT aktivitelerinin sirasiyla 1,15x, 1,25x ve 1,65x ve sindirim bezindekilerin
ise 1,375x, 1,75x ve 1,75x aktivitesini indiklendigi belirlenmistir (Chen ve digerleri, 2014).
7 gun siireyle 0,1 ve 10 pg /L konsantrasyonlarda karbamazepine maruz birakilan M.
galloprovincialis'in, sindirim bezlerinde CAT aktivitesinin 1,6x ve 1,9x kat artt1g1 ve 10 ug
/L konsantrasyonda gonadlarda 1,2x arttigi tespit edilmistir (Martin-Diaz ve digerleri, 2009).
96 saat siireyle 0.3, 3, 6 ve 9 pg /L konsantrasyonlarda karbamazepine maruz birakilan
Scrobicularia plana'nin CAT aktivitesinin taze kiitle bagina 1.75 U'dan sirasiyla 3, 3, 3,25
ve 2,5 U'ya yilkseldigi bildirilmistir (Almeida ve digerleri, 2017). 28 giin siireyle 0,03 pg /L
konsantrasyonlarda karbamazepine maruz birakilan R. philippinarum'da CAT aktivitesinin
kontrole kiyasla 1,3 oraninda azaldig1 gortilmustiir (Almeida ve digerleri, 2015). Ayni tiirde,
14 giin sireyle uygulanan 4 ve 8 ug /L konsantrasyonlarda karbamazepin, CAT aktivitesini
sirastyla 2,75 ve 3,0 oraninda indiiklemistir (Almeida ve digerleri, 2017). 63 guin siireyle 10
ug /L ve 10 mg /L konsantrasyonlarda karbamazepine maruz birakilan Zebra baligi Danio
rerio'da CAT aktivitesinin solungaglarda 1,25x kat ve karacigerde 1,5x kat inhibe edildigi
rapor edilmistir (Silva Santos ve digerleri, 2018). Sonuglarimiza benzer sekilde 96 saat 75
ug /L karbamazepine maruz kalan zebra baligi karacigerinde CAT aktivitesinin %1600
oraninda indiiklendigi gosterilmistir (Gomes ve digerleri, 2019). Tersine 10 gun stireyle 100

ng /L karbamazepine maruz kalan disi D. rerio'da, CAT aktivitesinin 3,2 kat azaldigi
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belirlenmigtir (Shi ve digerleri, 2019). 7 gun sureyle 5, 15, 50 ve 100 npg /L
konsantrasyonlarda karbamazepine maruz kalan D. magna'da, kontrole kiyasla CAT
aktivitelerinin %24, %43, %52 ve %66 oraninda azaldigi izlenmistir (Nkoom ve digerleri,
2019). Suda yasayan hayvanlarda karbamazepin maruziyeti sonrasi CAT aktivitesi ile ilgili
olarak mevcut literaturdeki benzerlikler ve farkliliklar, sucul tiirlere, maruziyet surelerine ve
konsantrasyonlara bagli olabilir. Bu degisimler CAT genlerin ekspresyonuna da bagl
olabilmektedir. 96 saat 6.5 pug /L karbamazepine maruz birakilan Akdeniz midyesi M.
galloprovincialis solungaglarinda CAT kodlayan genlerin transkripsiyon seviyelerinin 9 kat
arttigr gosterilmistir (Brandts ve digerleri, 2018). Aksine, 48 saat 0,01 ve 1 nug /L
karbamazepine maruz birakilan M. galloprovincialis'in larva evrelerinde, CAT ve GST
kodlayan genlerin ekspresyonunun 2 kat azaldigi belirlenmistir (Franzellitti ve digerleri,

2019).

5.4.4. Malondialdehit (MDA) diizeyine iliskin bulgularin degerlendirilmesi

Sucul organizmalarda karbamazepin tarafindan lipit peroksidasyonu (LPO) siklikla
incelenmistir (Baali ve Cosio, 2022). LPO, hiicrelerde antioksidan savunmalar asildiginda
ROS tarafindan indtklenir. Bir lipid peroksidasyon marker: olan MDA, hiicrelerde ¢oklu
doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunun son iriinlerinden Dbiridir. Serbest
radikallerdeki artis, MDA'nin asir1 liretimine neden olur. MDA seviyesi, kanserli hastalarda
oksidatif stres ve antioksidan durumunun bir belirteci olarak bilinir (Gawetl ve digerleri,
2004). Bir organizmadaki MDA seviyesi, oksidanlarin iiretimi arasindaki dengeye ve
antioksidanlarin bu oksidanlar1 ne 6lgiide temizledigine baghdir. Antioksidanlar devre dist
kaldiginda veya asir1 tiikendiginde, oksidatif stresin bir gostergesi olan LPO, MDA
iceriginde artisa neden olur (Wilhelm, 1996). Calismamizda 48 saat, 7 ve 14 gin boyunca
1,25 ve 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tathi su istakozlarmin solunga¢ ve
hepatopankreas dokularinda her iki dozda MDA diizeylerinin kontrol gruplarina kiyasla
anlamli diizeyde arttig1 fakat kas dokularindan anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir. 7
ve 14 gunlik sureyle 12,5 mg/L karbamazepine maruz kalan tatli su istakozlarinin solungag
dokusunda MDA diizeyi, 48 saatlik maruziyete kiyasla anlamli1 diizeyde azaldigi, 1,25 mg/L

karbamazepine maruz kalanlarin hepatopankreas dokusunda zamanla arttig1 belirlenmistir.

Bulgularimiza benzer sekilde Tsiaka ve digerleri (2013) bir saat sureyle 0,01, 0,1 ve 10 ug
/L konsantrasyonlarda karbamazepin maruziyetinin, M. galloprovincialis hemositlerinde
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MDA igerigini 2x ve 3x Kat artirdig1 ve siiperoksit konsantrasyonu artisi ile korele oldugu
goriilmiistiir (Tsiaka ve digerleri, 2013). 22 gin sureyle 15 pg /L karbamazepin
maruziyetinin, R. philippinarum solungacglarinda MDA duzeyini 1.9x kat artirdig1 tespit
edilmistir (Trombini ve digerleri, 2019). Aym tiiriin 28 gin sirede 1,1 ve 3 ug /L
karbamazepin maruziyetinin, MDA’y1 13 nmol’den 18 nmol’e ¢ikarirken, 0,03 ve 0,3 pg /L
konsantrasyonlara maruziyetin MDA’y1 13 nmol’den ila 9 nmol’e diisiirdiigli belirlenmistir
(Almeida ve digerleri, 2017). 14 gun sureyle 30 pg /L karbamazepine maruz kalan R.
philippinarum'da MDA konsantrasyonun 2.3x kat ve 50 pg /L karbamazepine maruz
kalanlarda 2.8x kat induklendigi gosterilmistir (Abdelhafidh ve digerleri, 2018). 96 saat
sureyle 9 pg /L karbamazepin maruziyetinin, S. plana dokularinda MDA dizeyini 10
nmol'den 11 nmol’e yiikselttigi rapor edilmistir (Almeida ve digerleri, 2017). 5 ve 50 pg /L
konsantrasyonlarda karbamazepine 30 glin maruz kalan C. fluminea solungaclarinda MDA
konsantrasyonu 1.6x ve 1.8x kat, 50 ug /L konsantrasyonda sindirim bezlerinde 1.4x kat
artmistir (Chen ve digerleri, 2014). 28 gun stireyle 50 pg /L karbamazepine maruz kalan
Carcinus maenas’in dokularinda MDA diizeyi 0,02 nmol'den 0,15 nmol’e yukselmistir
(Aguirre-Martinez ve digerleri, 2013). 7 gun sureyle 5, 15, 50 ve 100 pg /L
konsantrasyonlarda karbamazepine maruz birakilan D. magna'da MDA igerikleri 0,33,
0,91x, 1,13x ve 1,38x kat artmistir (Nkoom ve digerleri, 2019). Literattr verileri,
bulgularimizin destekledigi sekilde farkli konsantrasyonlarda karbamazepinin, sucul

organizmalarda ROS iiretimine ve ardindan MDA'da artisa yol agtigini gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Organizmalarin stresle kismen veya tamamen basa ¢ikmalarini saglayan antioksidanlarin
enzim aktiviteleri, karbamazepin varlig1 gibi riskli ¢evre kosullar1 altinda indiiklenir. Ancak
asir1 toksisite, agirt ROS tiretimine neden olarak antioksidan enzimleri inhibe edebilir. Bu da
dokularda oksidatif hiicre hasarina yol agararak sucul organizmalarin hemosit sayilarini,
total oksidatif stres durumunu ve total antioksidan cevabi degistirebilir (Baali ve Cosio,
2022). Bu degisimi destekler nitelikteki ¢alismamizda tath su 1stakozlarinda antiepileptik
ila¢ olan karbamazepinin neden oldugu hemolenfe ait parametrelerdeki degisikligin yani sira
dokulardaki oksidatif stres parametrelerinde ve antioksidan enzim aktvitelerinde olusan bazi

degisiklikler ortaya konmustur.

Calismamizda tatli su 1stakozlarinda yuksek konsantrasyonlarda (1,25 ve 12,5 mg/L)
karbamazepine 48 saat 7 ve 14 gln sirelerde maruziyet sonrasi olusan fizyolojik ve
biyokimyasal tepkiler arastirilmistir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar karbamazepin
maruziyetinin, tatli su 1stakozlarinin hemosit sayilarinda énemli bir azalmaya yol agmasi1 ve
TAS ve TOS diizeylerini 6nemli derecede degistirmesi, karbamazepinin tatli su 1stakozu i¢in
potansiyel toksisitesini ortaya koymaktadir. Bu ¢alismada gézlemlenen antioksidan enzim
aktivitelerinin (SOD, CAT ve GPx) farkli dokularda farkli sekilde zamana bagli olarak
dizenlenmesi ve aymi anda MDA igeriginin indiiksiyonu, tatli su 1stakozlarinda bir
antioksidan savunma sisteminin indiklenmesine yol acan karbamazepin birikiminin ortaya
cikardigi ciddi oksidatif strese isaret etmektedir. Bu gozlemler, karbamazepinin sucul
ortaminda test edilen konsantrasyonlarda birikebilecegi ve sonug¢ olarak Astacus
leptodactylus popiilasyonlarinda ¢alismamizda gozlemlenen fizyolojik ve biyokimyasal

degisikliklere neden olabilecegi anlamina gelir.

Ekotoksikoloji alaninda oksidatif stres biyomarkerlar1 gibi klasik gostergeler karbamazepin
icin de calisilmistir. Fakat bu molekiiler markerlar, karbamazepinin sucul organizmalara
etkilerini gostermekte yetersizdir. Insan ve biotada karbamazepinin toksidinamigi farkli
oldugu i¢in karbamazepinin sucul organizmalarda etki mekanizmalari tam olarak
anlagilamamistir. Cevrede en sik bulunan farmasotik bilesik karbamazepinin Astacus
leptodactylus’da biyokonsantrasyonu, davranigsal ve biyokimyasal tepkileri ve atik sularda
veya temiz su kaynaklarinda farmasotik kontaminasyonun degerlendirilecegi ileri ve

kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Molekdiler ve hiicresel toksisite hedefleri
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hakkinda daha ayrintili bilgiler, karbamazepinin tek basina veya karisim halindeki etkisini
daha iyi tahmin etmek i¢in yararli olacaktir. Muhtemel molekiiler tetikleyici olaylarin
belirlenmesine yardimci olmak i¢in, omikler gibi organizmanin fizyolojik durumunun daha
bltiinsel bir sekilde anlasilmasini kolaylastiran yaklasimlar 6nerilmektedir. Hipoteze dayali
yaklasimlarin uygulanmasi, karbamazepinin sucul biyota tizerindeki etki mekanizmalarini
ve toksikolojik etkilerini aragtirmaya yardimci olacaktir. Atik sularda bulunan karbamazepin

hakkinda daha iyi bir toksikolojik bilgiye ulasmak i¢in de ¢ok 6nemlidir.
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