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OZET

Valproat (VPA), ¢ocuklarda epilepsi tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Nitrik oksit (NO), pek ¢ok hiicresel cevabi
etkileyen 6nemli bir hiicre ici fizyolojik mesajcidir. Genellikle eritrosit membraninin NO’e son derece gegirgen olduguna
inanilmaktadir. Literatiirde VPA’nin antiepileptik etkisini NO (izerinden gdsterebilecedi iddia edilmektedir. Bu ¢alismada,
uzun stre VPA tedavisi alan c¢ocuklarda plazma ve eritrosit NO konsantrasyonlarinin saglikli kontrol bireyleri ile
karsgilagtirlmasi yaninda plazma ve eritrosit NO diizeyleri ile VPA dozaji ve plazma konsantrasyonlari arasinda olasi
muhtemel iliskiyi tayin etmek amacglanmistir.

NO diizeyleri epilepsili 41 hasta ile 32 saglikli kontrolde 6l¢tildii. Total nitrit, endojen nitrik oksit lretiminin bir indeksi
olarak Griess reaksiyonuyla él¢iildii ve sonuglarin her biri digeriyle karsilastirildi.

VPA tedavisi altindaki epileptik ¢ocuklarda hem eritrosit hem de plazma nitrik oksit dizeyleri kontrollerle
karsilagtirildiginda herhangi bir farklilik olmadigi gézlendi.

Her ne kadar VPA’nin antiepileptik etkisini NO (izerinden gésterebilecegi iddia edilse de, bizim ¢alismamiz epilepsi ve
VPA ile uzun siire tedavinin plazma ve eritrosit NO konsantrasyonlarini etkilemedigini géstermistir.

SUMMARY

Valproate (VPA) is a widely used drug as the first-line treatment for epilepsy in children. Nitric oxide (NQO) is an important
intercellular physiological messenger capable of evoking a number of cellular responses. It is generally believed that the
erytrocyte membrane is highly permeable to NO. It has been claimed that VPA may show its antiepileptic effect
throughout NO. Therefore, the aim of our study were to evaluate whether differences exist in the plasma and erythrocyte
NO concentrations in children receiving long-term VPA in comparison with healthy control subjects and to determine the
possible relationship between the plasma and erythrocyte NO levels and VPA dosage and their plasma concentrations.
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Levels of NO were measured in 41 patients with epilepsy and 32 healthy controls. Total nitrite was measured by Griess
reaction as an index of endogenous NO production and results were compared with each other.

The results showed that there were no differences both plasma and erytrocyte in nitric oxide levels in epileptic children

on VPA therapy compared with the control group.

In conclusion, although VPA has been suggested to show its antiepileptic effect via NO, our study demonstrates that
epilepsy and prolonged treatment with VPA do not affect the levels of the plasma and erytrocyte NO concentrations.

GiRiS

Oksijen metabolizmasi yasam icin esas olmakla beraber
hlcreler igin potansiyel bir tehdit de olabilmektedir, ¢linku
reaktif oksijen tirlerinin (ROS) Uretiimesinde ¢ikis nokta-
sini olugturmaktadir. ROS ciddi hiicre hasarina yol agabi-
lir. Valproat (VPA) cocuklarda epilepsinin baslangi¢ teda-
visinde yaygin olarak kullanilan bir antileptik olup cesitli
mekanizmalarla oksijene badimli doku yaralanmalarini
baglatabilecegi iddia edilmektedir (1-3). Ustelik, uzun siire
antiepileptik ila¢g kullaniminin serbest radikal olusumunu
arttirdigi ve noéronlarda oksidatif hasara neden oldugu
bildirilmistir (4).

Serbest radikal bir gaz olan nitrik oksit (NO) nitrik oksit
sentaz (NOS) enzimi ile L-arjinin amino asitinden sentez-
lenen néronal bir mesajcidir. Beyinde N-metil-D-aspartik
asit (NMDA) reseptorlerinin aktivasyonu NO Uretimine yol
acar (5). NO eritrositleri de icine alan pek ¢ok hlcrede
bulunan (6), ayni zamanda oksijen radikali olarak da kabul
edilen bir molekildir. NO pek cok reaksiyona katilarak
hicre bilesenlerini etkileyebilir, fakat en énemlisi ise heme
proteinleriyle gergeklestirilen reaksiyonlardir.

Patolojik sartlarda oldudu gibi sinir sisteminin fizyoloji-
sinde de NO ve metabolitlerinin fonksiyonuna karsi artan
bir ilgi vardir (7,8). Daha 6nceden yapilan galismalar (9-
12), merkezi sinir sisteminde NO’nun konvilziyonun pa-
tolojisinde yer alma olasihdini desteklemektedir. Diger
taraftan, NO'in aslinda VPA gibi antiepileptik ilaglarin bu
etkisini gostermek icin araci olarak kullandigi bir molekul
olarak goérulmektedir (13). Merkezi sinir sisteminde
VPA'nin NO (retimine olan etkisi arastirimasina karsin
(14), pek az arastirmaci VPAnin NO’a etkisini ortaya
cikarmistir ve eritrosit NO dulzeyleri ile ilgili literatirde
herhangi bir galismaya rastlanmamigtir.

Bizim c¢alismamizin amaci, uzun sure VPA tedavisi alan
cocuklarda plazma ve eritrosit NO konsantrasyonlarinin
saglikli kontrol bireylerle karsilastiriidiginda farkhlik olup
olmadigini degerlendirmek, ve plazma ve eritrosit NO
dizeyleri ile VPA dozaji ve plazma konsantrasyonlari
arasinda mumkun iligkiyi ortaya koymaktadir.

GEREG VE YONTEM

Bireyler

0 ile 13 yaslarinda 41 hasta (16 kiz, 25 erkek) ve O ile 15
yaslari arasindaki 32 saglkh birey (13 kiz, 19 erkek)'de
eritrosit ve plazma NO konsantrasyonlari ¢ahgsildi. Saghkli
gruptaki bireylerin herhangi bir hastaligi yoktu. Rutin labo-
ratuar testleri, plazma ve eritrosit numuneleriyle ayni anda
gerceklesgtirildi.

Hastalar inéni Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi
Hastahanesi Pediatri Anabilim Dalinda tedavi alan hasta-
lardi. Hastalarin ilaci (VPA) normal dozdaydi ve plazma
dizeyleri calisma zamani esnasinda terapdtik sinirlar
icindeydi. Kontrol grubunu olugturan bireyler hicbir uzun
sureli ilag kullanmamaktaydi.

Kan numuneleri: Sabahleyin bireylerden alinan aglik kan
numuneleri eritrosit sedimentini hazirlamak igin heparinize
tiplere konuldu. Kan numuneleri asagida tanimlandigi
sekilde NO deneyi igin hazirlandi. Eritrosit sedimenti Gze-
rindeki buffy coat, plazma alindiktan sonra dikkatli bir
sekilde ayrildi. Eritrosit sedimenti plazma kalintilarini
kaldirmak igin 10-kat izotonik NaCl sollsyonuyla l¢ kez
yikandi. Her prosedirden sonra, eritrosit-izotonik karigimi
10°C’'de 10 dakika 1000xg’de santrifij edildi. Eritrosit
sedimentleri hemolizat elde etmek igin 20-kat hemoliz
edici solisyonla muamele edildi.

Analizler:

Eritrosit ve plazmadaki total nitrit dizeyleri NO’in bir in-
deksi olarak kabul edilerek ol¢ildu. Total nitrit tespiti igin
lizat pH 9,7’de glisin buffer iginde nitrati (NO3) nitrite (NO_)
indirgemek icin kadmiyumla muamele edildi (4 ml reaksi-
yon karisimi iginde 2,5-3 g kadmiyum granili).

Total nitrit miktari Griess reaksiyonu ile belirlendi. Bu
reaksiyona gore, naftiletilendiamin ve silfanilamid karigi-
miyla elde edilen nitrit reaksiyonu 540 nm’de kuvvetli bir
absorbsiyon verir  (15). Sodyum nitritin  bir  seri
dilisyonlariyla (10%- 10 mol/l) standart bir egri olustu-
ruldu. Sonuglar eritrositte her gram hemoglobin igin mik-
rogram olarak ve plazmada ise litre bagina mikromol
olarak ifade edildi. Ayrica elde edilen sonuglar ortalama +
ortalamanin standard hatasi (SEM) olarak verildi. Bitiin
numuneler iki kez caligildi ve ortalama deger alindi.
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istatistik analiz

Veriler Windows kompdtir programi igin SPSS kullanila-
rak analiz edildi. Paired t-testi gruplar arsindaki karsilas-
tirmalar tespit etmek igin kullanildi. p< 0,05 anlamli olarak
dusunilda.

BULGULAR

Tablo 1'de epilepsi ve kontrol grubuna ait yas ortalamasi
(yil) ve cinsiyet (K/E) ile epilepsili hastalarin hastalik su-
resi (yil), tedavi siresi (yil) ve tedavi dozlari (mg/kg/giin)
verildi.

Tablo 2'de epilepsili hastalar ve saglikli kontrol bireylerin-
deki eritrosit ve plazma NO konsantrasyonlari ortalama +
ortalamanin standart hatasi (SEM) olarak gosterildi. Epi-
lepsili hastalar saglikh kontrol bireylerle karsilastirildiginda
hem eritrosit (p>0.05) hem de plazma (p>0.05) NO kon-
santrasyonlarinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik
bulunmadi.

Eritrosit ve plazmadaki NO’nun ortalama + SEM degerle-
rinin epilepsili hastalar ve saglikh kontrollerdeki cinsiyete
gore dagilimi Tablo 3'de gdsterilmisti. Hem plazma hem
de eritrositte; her iki grup kendi icinde cinsiyete gore ki-
yaslandiginda (p>0.05) ve kontrol grubuyla VPA tedavisi

altindaki epilepsili hastalarda cinsiyete gore yapilan

istatistiki analizlerde anlamli farkhihklar bulunamadi

(p>0.05).

Tablo 1. Hasta ve kontrollerin demografik ézellikleri.
Yas Cinsiyet Hastalik Tedavi Tedavi dozu
ortala- KIE sliresi sliresi (mg/kg giin)
masi (yn) (yil)
(yn)

Epilepsi 7.07 1.56 3.7 2.34 33.3

(n=41)
Kontrol 8.4 0.68

(n=32)

Tablo 2. Epilepsili hastalar ve saghklh kontrol bireylerindeki eritrosit ve
plazma NO konsantrasyonlari. Sonuclar ortalama +SEM olarak verilmigtir.

Eritrosit nitrik oksit Plazma nitrik oksit

(pmol/g Hb) (pmol/L)
Epilepsi (n=41) 18.1+ 1.1 48.7+2.4
Kontrol (n=32) 154 £1.7 49.1+24
P degerleri 0.08 0.35
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Tablo 3. Epilepsili hastalarda ve kontrol bireylerinde cinsiyete gore eritrosit

ve plazma nitrik oksit diizeyleri. Sonuglar ortalama +SEM olarak verilmistir.

Eritrosit Plazma (umol/L)
(umol/gHb)

Epilepsi

1) E (n=25) 185+15 49.2+3.2
2) K(n=16) 17.4+13 47.8+3.8
Kontrol

3) E (n=19) 15.1+2.2 56.8 £ 6.2
4) K(n=13) 15.8+2.9 50.1+29
P degeri (1-2) 0.32 0.27

P degeri (3-4) 0.69 0.28

P degeri (1-3) 0.56 0.19

P degeri (2-4) 0.74 0.53

TARTISMA

Birgcok gorev ve fonksiyonlarinin yaninda NO’in merkezi
sinir sisteminde mesajci bir molekul olarak gérev yaptigi
da bilinmektedir. N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri-
nin uyariimasi NO olusumuna yol agmaktadir. Fazlaligi ya
da eksikliginde, NO patolojik sinir doku hasarinin 6nemli
bir mediatorii olarak rol alabilmektedir. NO, NMDA re-
septortiniin redoks moddlatorleri Gizerindeki bir feedback
etkisi ile NMDA reseptdr aktivasyonunu duzenleyebilir
(16), sonucta NMDA reseptor aktivasyonu azalir ve re-
septdriin asir sitimilasyonundan néronlari korur (17).
Pek c¢ok arastirmaci NMDA reseptorleri ve antiepileptik
ilaglarin etki mekanizmasi arasindaki iligkiyi incelerken (9,
18, 19), antiepileptik tedaviden sonra NO Uretimini arasti-
ran pek az arastirma vardir (14).

Noroleptik ilaglarin prooksidan ve/veya antioksidan etkiler
gosterdigi (20) ve 6zellikle bazi mekanizmalarla oksijene
bagimh doku hasarini arttirdigi belirtiimistir. (2,3). Bundan
daha da O©nemlisi bazi arastiricilar VPA gibi bazi
antiepileptik ilaglarin bu etkilerini, aslinda fazla miktarda
Uretildiginde dokuya toksik etki yapabilen NO molekuli
Uzerinden gerceklestirdigini iddia etmektedirler (13, 21).
Bu acidan VPA metabolize edildiginde, vucutta serbest
radikallerin arttigi  bildirilmigtir. VPA tedavisi altindaki
epileptik ¢ocuklarda NO metabolitlerinin rolini daha iyi
anlamak icin NO sentezinin bir goéstergesi olarak hem
eritrosit ve hem de plazma total nitrit konsantrasyonlarini
olctik. Bu galismadan elde edilen veriler, epileptik ¢ocuk-
lar ve kontroller arasinda hem eritrosit hem de plazma
nitrik oksit konsantrasyonlarinda anlamli bir farkhlk bu-
lunmadigini géstermektedir.

VPA tek basina kullanilabildigi gibi, diger antiepileptiklerin
kombinasyonuyla da kullaniimaktadir. ilag etkilesiminden
sakinmak igin, sadece VPA tedavisi alan hastalar bizim
calismamiz igin segilmisti. Mevcut galisma VPA aliminin



NO dretimini etkilemedigini gdstermektedir. Bu bulgular
son zamanlarda deneysel epilepsi modellerinde normal
NO degerleri bulan bir arastirmanin sonuglarina benzerlik
gostermektedir (22).

Bu sonuglar VPA alimiyla ortaya ¢ikan antikonvulsiv etki-
lerin NO metabolitlerinde bir degisiklige yol agmayacagini
gOstermektedir. Dolayisiyla VPA'nin antiepileptik etkisini
NO Uzerinden gosterdigi tezini desteklememektedir.
VPANIn ginlik dozu ve plazma konsantrasyonlariyla NO
degerleri arasinda doza bagimli bir iliski yoktu. Ozellikle
altini gizerek belirtmek istedigimiz énemli bir nokta sudur:
bizim ¢alismamiz dahilinde olan ve VPA ile tedavi olan
bitin hastalarda VPA normal dozda verilmisti ve VPANnIn

bltiin hastalardaki plazma duzeyleri terapétik dizeyler-
deydi.

Sonug olarak, bizim bulgularimiz VPA tedavisinin epileptik
cocuklarda plazma ve eritrosit NO konsantrasyonlarinda
anlamh degisikliklere yol acgmadigini gdstermektedir.
Antiepileptik bir ilag olarak VPA eder normal dozda veri-
lirse uzun sireli tedavilerde bile NO degerlerinde bir degi-
siklige yol acmayabilir. Ayrica daha énceki ¢alismalarda
iddia edilen VPAnIn antiepileptik etkisini NO Uzerinden
gerceklestirilebilecedi tezi, bizim plazma ve eritrosit bul-
gularimiz gézénlne alindiginda belki NO’in ikincil veya
Uglincul bazi Griinleri (peroksinitrit veya diger NO Urinleri)
icin gegerli olabilecegdi kanaatindeyiz.
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