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GIRIS VE AMAC

Ilag metabolizmasinda 6nemli fonksiyonlar1 olan karaciger, yine ilag toksisitesinin
hedef organi konumundadir. ilag hasar1 sonucu olusan toksik hepatit, akut karaciger hasarinin
stk nedenlerinden biridir. Yapilan caligmalar akut karaciger yetmezliginin % 58’inin
ilaclardan kaynaklandigini, ilaglar arasinda da asetaminofenin ciddi bir yer kapladigini
gostermistir (1).

Evlerde yaygin kullanimi ve regetesiz kolaylikla alinabilmesi gibi sebeplerle,
asetaminofen igeren ilaglarla intihar veya kaza sonucu oliimler siklikla goriilmektedir. Uzun
zamandan beri asetaminofenin yiiksek dozlarinda karaciger hasari olustugu, hatta oliimle
sonuglanabildigi bilinmektedir. Hepatik hasarin  mekanizmasi tam olarak kesinlik
kazanmamakla birlikte en c¢ok oksidatif hasar tizerinde durulmaktadir. Asetaminofen
karacigerde toksik, reaktif metaboliti olan N-asetil-p-benzokinonemin (NAPQI)’e metabolize
olur. Yiiksek doz asetaminofen aliminda aktif metabolit glutatyona baglanarak inaktive
edilemez ve sitozol proteinlere kovalent olarak baglanarak hiicresel nekroz olusturur (2).

Serbest radikallerin olusumunu ve meydana getirdikleri hasar1 6nlemek igin viicutta
antioksidan savunma mekanizmalar1 gelismistir. Hepatotoksisite durumunda serbest radikal
tretimi  artmakta ve antioksidan savunma mekanizmalar1 yetersiz kalmaktadir (3).
L-Karnitinin oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu iizerine etkileri arastirilmaktadir.
L-Karnitinin demir iyonlar1 ile selat olusturarak lipid peroksidasyonunu onledigi; radikal
siiptiriicii etki gostererek lipid, protein ve DNA’y1 oksidatif hasardan korudugu ileri

stiriilmektedir (4).



Calismadaki amacimiz; L-Karnitinin, toksik dozlardaki asetaminofenin neden oldugu
karaciger hasarma karsi koruyucu olup olmadigini biyokimyasal ve histopatolojik olarak

arastirmaktir.



GENEL BIiLGILER

TOKSIK HEPATIT

Karaciger karin boslugunda, diyafragmanin altinda yer alir ve viicudun en biiyiik
organlarindan bir tanesidir. Agirhigi yaklasik 1.5 kg’dir. Kanlanmasi iyi olan organa kanin
%60-70’i portal venden, geri kalan: hepatik arterden gelir. Karaciger viicudun hemen biitiin
sistemleriyle iliskisi bulunan, son derece karmasik ve dnemli fonksiyonlar1 olan bir organdir.
Karacigerin; karbonhidratlarin depolanmasit ve metabolizmasinin kontrolii, safra yapimi,
keton bilesiklerinin yapimi, plazma proteinlerinin sentezi, ¢esitli ilaglarin ve zehirlerin
detoksifikasyonu, iire yapimi, bazi hormonlarin inaktivasyonu, yag metabolizmas: gibi
fonksiyonlar1 vardir.

Karacigerde farkli hiicre tipleri bulunmaktadir. Bunlar; hepatositler, endotel hiicreleri,
Kupffer hiicreleri, ito hiicreleri ve safra kanali epitel hiicreleridir. Karaciger, detoksifikasyon
da dahil bircok gorevi karaciger parankimini olusturan hepatositler araciligiyla gerceklestirir.
[lag metabolizmasinda énemli fonksiyonu olan karaciger, yine ilag toksisitesinin hedef organi
konumundadir (5).

Tedavi amacli kullanilan ilaglarin birgogu kolay emilebilmeleri icin lipofilik yapiya
sahip olmalart gerekir. Lipofilik ilaclar hidrofilik 6zellik kazanabilmek i¢in de
biyotransformasyona ihtiya¢ duyarlar. Biyotransformasyon ile hidrofilik 6zellik kazandiktan
sonra idrar veya safra ile atilabilir hale gelirler (6). Biyotransformasyon, ilaglarin viicuttan
uzaklagtirilabilmesinin yaninda bazi ilaglarin aktif hale gelebilmeleri i¢in de esastir.
Biyotransformasyon sonucu olusan metabolitler toksisiteden de sorumlu olabilirler.

Biyotransformasyon i¢in ilaglarin gegirmeleri gereken reaksiyonlar; faz 1 ve faz II

olarak gruplandirilir. Yiikseltgenme, indirgeme ve hidroliz reaksiyonlar faz I reksiyonlarinda
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gerceklesir ve substrata aktif gruplar eklenir, boylece faz II reaksiyonlari i¢in yeni bir substrat
hazirlanmis olur (7). Faz II’de asetilasyon, metilasyon, siilfasyon, glukuronidasyon gibi
reaksiyonlar ve glutatyon, glisin gibi endojen maddeler ile konjugasyon islemleri gerceklesir.
Bu basamaklarda araci olan enzimler genetik polimorfizm gosterebilir, ayrica g¢evresel
etmenlerden de etkilenebilirler. Sitokrom p450 (CYP) faz | reaksiyonlari i¢inde en 6nemli
enzim grubudur. Karacigerde santral ven cevresinde agirlikli olarak bulunur. Endojen ve
ekzojen substratlarin metabolizmasindan sorumludur. Sitokrom p450 enzimlerinin hepatik
ekspresyonunda belirgin farkliliklar vardir ve genetik polimorfizm denilen bu olay
toksisitenin neden bir hastada goriiliirken digerinde gdzlenmedigini agiklar (8).

Toksik hepatit, akut karaciger hasarinin sik nedenlerinden biridir. Yapilan ¢aligmalar
akut karaciger yetmezliginin % 58’inin ilaglardan kaynaklandigini, ilaglar arasinda da

asetaminofenin (parasetamol) ciddi bir yer kapladigin1 gostermistir (Sekil 1).

%1

m1 Asetaminofen
Diger ilaglar
Hepatit B Viriis
Hepatit A Virlis
Otoimmiin nedenler
Iskemi

Wilson hastalig1

Diger

Tespit edilemeyen

Sekil 1. Akut karaciger yetmezligi nedenleri (1)

Toksik dozda alinan birgok ilag direkt hepatosit nekrozu/apoptoz olustururken, bazi
ilaglar safra kanallarina zarar vererek kolestaza neden olur. Bazi ilaglar ise her iki etkiyi de
olusturabilir. Karaciger hasarmin tespitinde giinlimiizde bir¢ok test kullanilmaktadir (1). Son
yillarda asetaminofen hepatotoksisitesi ve diger karaciger hastaliklarinda plazma Gc-globulin
diizeylerinin degisimi arastirilmaktadir.

Gce-globulin multifonksiyonel bir protein olup, asil fizyolojik rolii aktini baglayarak

plazmadan temizlemektir. Normal bireylerde Gc-globulin serum konsantrasyonu yaklasik
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300-500 mg/L’dir. Serum Gc-globulin konsantrasyonu hayat boyunca sabittir ve yas, cinsiyet
gibi faktorlerden etkilenmez. Gc-globulinin biiyiik ¢cogunlugu karaciger parankim hiicreleri
tarafindan sentezlenmekle birlikte bobrek, yolk kesesi, testis gibi ekstrahepatik dokularda
minimal bir sentez mevcuttur (9).

Gce-globulin plazmada bulunan monomerik G-aktin baglar. Aktin; hepatosit ve diger
cogu hiicre icin hiicre iskeletini olusturan, hiicrelerin hareketinde ve hiicre bi¢iminin
stirdiiriilmesinde etkisi olan 6nemli bir hiicresel proteindir. Hepatotoksisite durumunda hiicre
biitiinligiiniin bozulmasi ile dolagima gegen monomerik G-aktin, lineer filamanlar olusturmak
tizere birleserek, aktinin polimerik formu olan F-aktini olusturur. Dolasimdaki aktin;
trombosit agregasyonu uyararak, plazmin inhibitorii gibi davranarak veya fibrinolitik sistem
ile etkileserek; intravaskiiler trombozda artisa, fibrinolizde ise azalmaya neden olur.
Hemostazdaki bu bozulma, aktin temizleyici sistemin elemanlar1 olan GC-globiilin ve
gelsolinin devreye girmesine yol agar. Gelsolin, iskelet kasinda sentezlenir, dolasimda
bulunan F-aktini pargalayarak monomerik G-aktine doniismesini saglar. Monomerik aktine
Gce-globulin yiiksek afinite ile baglanir. Olusan Gce-globulin-aktin kompleksleri karaciger
parankim ve endotel hiicreleri veya Kupffer hiicreleri tarafindan temizlenir. Bu durumda

olgiilen Ge-globulinin plazma seviyeleri diiser (10).

ASETAMINOFEN
Asetaminofen, non-steroidal antiinflamatuvar ilag (NSAID) grubundan fenasetinin

aktif metabolitlerinden biri olan para-aminofenol tiirevidir (Sekil 2) (11).

H
N

H

Sekil 2. Asetaminofenin kimyasal yapis1 (11)

Asetaminofen; N-asetil-p-aminofenol (APAP) ismiyle de bilinir. Analjezik ve
antipiretik etkisi ile aspirine alternatif olarak, 6zellikle pediatrik yas grubunda sik kullanilan
bir ilagtir. Aspirine gore antiinflamatuvar etkisi zayiftir ve gastrik lezyonlara sebep olmaz.

Evlerde yaygin kullanimi ve regetesiz kolaylikla alinabilmesi gibi sebeplerle, asetaminofen
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iceren ilaglarla intihar veya kaza sonucu 6limler siklikla goriilmektedir. Giinde 2 gramdan az

kronik kullanimi karaciger fonksiyon bozuklugu olusturmaz (12).

Asetaminofenin Farmakolojik Ozellikleri

Asetaminofen, merkezi sinir sisteminde (MSS) siklooksijenaz (COX) enzimini inhibe
ederek prostaglandin sentezini baskilar (13). Asetaminofenin COX-1 ve COX-2’den farkli bir
COX enzim varyantini selektif olarak bloke ettigi bildirilmistir. Bu enzim MSS’de tespit
edilmis ve COX-3 olarak isimlendirilmistir (14). Analjezik ve antipiretik etkisi bu yolla
aciklanabilir. Merkezi sinir sistemindeki agr1 yolaklar1 iizerinde farkli mekanizmalarla da
etkili olduklari ileri siiriilmektedir. P maddesi veya N-metil-D-aspartat aracili L-arginin-nitrik
oksit yolunun inhibisyonu, inhibitdr serotonerjik agr1 yolaginin giiclendirilmesi gibi alternatif
mekanizmalarla da MSS’de etkili oldugu bildirilmektedir (13).

Asetaminofen periferik dokularda zayif bir siklooksijenaz inhibitdrii olmasi nedeniyle,

periferik inflamasyon tizerine nonsteroid antiinflamatuvarlara gore zayif etkilidir (14).

Asetaminofenin Farmakokinetigi

Asetaminofen oral yoldan alindiginda hizla absorbe edilir ve etkisi erken baslar;
plazma diizeyi 30-60 dakika i¢inde maksimuma ulasir. Absorpsiyonu besinler tarafindan
azaltilir. Bir dozdan sonra analjezik etkisi 3-4 saat devam eder (11). Plazma yar1 émri
terapotik dozlardan sonra 2 saat civarmdadir. Viicut sivilarina esit oranda dagilir. Plazma
proteinlerine  baglanmas1  degiskendir; akut entoksikasyon sirasinda  karsilasilan
konsantrasyonlarda sadece % 20-50’si baglanir. Ilacin % 90-100’i karacigerde konjuge

edilerek terapdtik dozajin ilk giiniinde idrarla atilir (12).

Asetaminofenin Metabolizmasi

Asetaminofenin metabolik yollar1 olduk¢a 1iyi bilinmektedir (Sekil 3) (2).
Asetaminofenin biyotransformasyonu ve biyoaktivasyonu karacigerde; glukuronidasyon,
stilfasyon ve mikrozomal oksidasyon ile gerceklesmektedir. Asetaminofenin yaklasik % 90’1,
inaktif, zararsiz metabolitler olan hepatik glukronid ve siilfat konjugatina doniistiiriiliir.
Olusan bu konjugatlarin bir kism1 safrayla bir kismi da kan dolasimina gegerek idrarla atilir.
% 5’inden daha az olan kii¢iik bir kisim ise degismeden idrara ulagsmaktatir. Geriye kalan %
5-15 arasinda degisen kismi ise karacigerde CYP enzim sistemi (CYP2E1, CYP1A2,
CYP3A4, CYP2A6) kullanilarak N-asetil-p-benzokinonemin (NAPQI) adli, oldukga reaktif,



hiicre makromolekiillerine baglanabilen, toksik metabolite doniisiir. Glutatyon hizla NAPQI
ile birlesir, olusan kompleks daha sonra toksik olmayan sistein veya merkaptiirik asit

konjugatlarina doniistiiriilerek idrarla elimine edilir (15).

Asetaminofen

(o) O (o]
Il II Il
HN-C-CH, HN-C-CH, HN-C-CH,
< >
' OH !
Glukuronid Sdlfat
Sitokrom P450 2E1

_ - Makromolekdl

Glutatyon Reaktif [\ -~
Metabolit |
(NAPQI) N
<”> ) (e}
Glutatyonun Il
HN-C-CH, o tukenmesi HN-C-CH 4
Glutatyon B Makromolekiil
|
(iﬂ Hiicre olimu OH
Merkaptiirik asit

Sekil 3. Asetaminofenin metabolizmasi (2)

Asetaminofen Hepatotoksisitesi

Eriskinlerde toplam giinliik doz 4 gr’1 asmamalidir. Tek bir 10-15 g (150-250 mg/kg)
asetaminofen dozundan sonra hepatotoksisite ortaya ¢ikabilir; 20-25 g ve lizerindeki dozlar
potansiyel olarak oliimciildiir. Agir alkol tiiketimi gibi CYP indiiksiyonuna veya aglik,
malniitrisyon gibi glutatyon (GSH) tilkenmesine sebep olan durumlarda daha diisiik dozlarda
bile hepatotoksisite olugsabilmektedir.

Akut parasetamol zehirlenmesinin ilk 2 gilinlindeki semptomlar bulanti, kusma,
istahsizlik gibi semptomlardir ve entoksikasyonun ciddiyetini gizler. ilag alindiktan sonraki
12-36 saat i¢inde plazma transaminaz diizeylerinde belirgin yilikselme olur. Karaciger

hasarmin klinik gostergeleri toksik doz alindiktan sonraki 2-4 giin icinde ortaya cikar; sag
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subkostal agri, hassas hepatomegali, sarilik ve koagiilopati gelisir. Bobrek fonksiyonunda
bozulma veya bobrek yetmezligi gelisebilir. Hepatik ensefalopati olugmasi veya
koagiilopatinin kotiilesmesi kotii prognoz gostergesidir. Karaciger biyopsisinde periportal

alanin korundugu sentrolobiiler nekroz saptanir.

1000 -
L—t.él‘n 500
= Karaciger hasan
i bekleni
5 100 - -
@
8 504
L
ﬂ
d .
g 10 7
E Karaciger hasan
L beklenmez
(=¥ 59

1

T T T T T 1
4 8 12 16 20 24
flag alndiktan sonra gecen zaman (saat)

Sekil 4. Parasetamoliin plazma diizeyleriyle akut ahhmindan karaciger hasarma

kadar gecen siire arasindaki iliski (12)

Parasetamol doz asimi bir tbbi acil durumdur. Plazma parasetamol
konsantrasyonlarinin ila¢ alindiktan 4 saat sonra 300 mg/L’yi ya da 15 saat sonra 45 mg/L’yi
astig1 durumlarda hastalarin % 90’inda ciddi karaciger hasar1 olusur (Sekil 4). Tedavide aktif
komiir ilk 4 saat icerisinde verilirse, parasetamol emilimini % 50-90 oraninda azaltir.
Karaciger hasari riski tagiyanlarda N-asetilsistein (NAC) tedavisi endikedir (12).

Asetaminofenin asirt dozunun hepatotoksisiteye neden olmasindaki ana mekanizma,
onun toksik metaboliti olan NAPQI’ya doéniisiimiinden kaynaklanmaktadir. NAPQI hepatik
glutatyonu tiiketir ve hiicresel proteinlere kovalent olarak baglanir. Hepatik glutatyon depolari
% 80-90’mn altina diistiigiinde NAPQI detoksifiye edilemez ve hiicre hasar1 olusur.
Glutatyonun tiikkenmesi ile hepatosit i¢erisinde reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri artar, nekrotik

degisiklikler olusmaya baslar. Artmis oksidatif stres, intraseliiler kalsiyum homeostazinin,
8



sinyal iletiminin, mitokondriyal gegirgenligin bozulmasina neden olur. Mitokondriyal
membran potansiyeli kaybolur ve adenozin trifosfat (ATP) iiretimi durur. Tim bunlarin

sonucunda hiicre nekrozu olusur (3).

SERBEST RADIKALLER

Canli hiicrelerin yapitaslarin1 olusturan molekiillerde bulunan atomlar, birbirine
kovalent baglarla baglidir. Kovalent baglar paralel olmayan yoriingelere sahip iki komsu
atomun arasindaki elektronun ortaklasa kullanilmasiyla olusmaktadir. Yeterli bir enerji
kaynagi ile (radyasyon veya ¢ogu kez kimyasal etkiler) bu bag kopabilir. Bunun sonucunda
olusan, bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii, kararsiz, reaktiviteleri
yiiksek molekiil veya atomlar serbest radikal olarak adlandirilirlar. Radikal, eslesmemis
elektronun atomik ya da molekiiler orbitali tek basina isgal etmesidir. Radikallerde
eslenmemis elektron nokta ile gosterilir (16).

Biyolojik serbest radikaller olduk¢a dayaniksiz ve ayni zamanda reaktif molekiiller
olup, hiicredeki diger molekiillerle etkilesime girerek oksidatif hasar meydana getirirler.
Oksidatif stres; herhangi bir nedenle oksidan {iiretiminde artis ve antioksidan savunma
mekanizmalarinda yetersizlik nedeniyle aradaki dengenin antioksidan aktivite aleyhine
bozulmasi sonucunda olusan doku hasar1 olarak tanimlanmaktadir. Radikaller nedeniyle
olusan oksidatif stres; lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi temel hiicre bilesenlerinde
hasara yol acabilmektedir (17). Ateroskleroz, kanser, inme, iskemi reperfiizyon hasari,
Parkinson hastaligi, katarakt, kronik bobrek hastaligi, diabetes mellitus, hepatit, siroz,

pankreatit, amfizem, preeklampsi gibi birgok hastalikta oksidatif hasarin rol oynadigi
bildirilmektedir (18).

Serbest Radikal Tiirleri

Serbest radikaller, oksijen merkezli ve oksijen merkezli olmayan serbest radikaller
olarak iki smifa ayrilir. Oksijen merkezli bilesiklerin bir kismi1 serbest radikal iken bir kismi
ise eslenmemis elektron tagimadiklari igin radikal degildirler. Ancak; radikal olmayan oksijen
merkezli bilesikler, ¢ok reaktif radikallerin olusumunda yer alarak indirekt veya
biyomolekiilleri indirgeyici yiikseltgeyici ajan olarak direkt hasar olusturmaktadir. Bu nedenle
radikal ve radikal olmayan oksijen merkezli bilesiklerin hepsine birden reaktif oksijen tiirleri

(ROT) denir (Tablo 1) (16).



Tablo 1. Reaktif oksijen tiirleri (16)

Radikaller Radikal olmayanlar
Hidroksil (OH") Hidrojen peroksit (H,O;)
Alkoksil (RO") Singlet oksijen (02'Ag)
Peroksil (ROO") Ozon (03)

Hidroperoksil (HO,") Organik peroksit (ROOH)
Siiperoksit (0" ) Peroksinitrit (ONOO )
Karbonat (CO3" ) Hipobromoz asit (HOBr)
Karbon dioksit (CO," ) Hipoklordz asit (HOCI)

Siiperoksit anyon radikali (02'_): Stiperoksit radikali molekiiler oksijene bir elektron
eklenmesi ile olusur.

O,+e — 30,

Sitoplazmadaki 02'7 radikali, asil olarak sitokrom P450 sisteminde detoksifikasyon
reaksiyonlart sirasinda ve mitokondriyal solunum esnasinda olusmaktadir. Hem cevresel
etmenler, hem de organizmadaki enzimatik ve nonenzimatik reaksiyonlarla en ¢ok ve en
kolay olusan oksijen radikalidir. Yarilanma omrii ¢cok kisadir ve oksidan etkisi de zayiftir.
Stiperoksit radikali genellikle zararli oksidatif bir faktor olarak kabul edilir, hiicre
membraninda deesterifikasyon ile fosfolipid molekiillerinin yag asitlerini serbestlestirmek
suretiyle fosfolipoproteinli yapinin stabilitesini bozar. Asil 6nemli 6zelligi, hidrojen peroksit

kaynag1 ve gec¢is metal iyonlarin indirgeyicisi olmasidir (19).

Hidrojen peroksit (H,O;): Hidrojen peroksit, molekiiler oksijenin ortamdan iki
elektron almasi veya siiperoksit radikalinin bir elektron almasi sonucu olusur.

0+ 2H" +26 ——H,0;

Hidrojen peroksit ortaklanmamis elektron igermedigi igin, kendi basina ¢ok zayif
oksidan ozellik gosterir. HpO, membranlardan gecebilen uzun Omiirlii bir oksidandir,
gerektiginde selenyum iceren glutatyon peroksidaz ve katalaz tarafindan ortamdan
kaldirilarak zararsiz hale getirilir. H,O, serbest radikal olmadigi halde radikal olusumunda

onemli bir rol oynar. Demir (Fe+2) ve bakir (Cu+2) gibi gecis metalleri varliginda siiperoksit
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radikali ile reaksiyona girerek en reaktif ve en zarar verici serbest oksijen radikali olan
hidroksil radikalini olusturmak {izere kolaylikla yikilabilir (20).

Hidroksil radikali (OH"): Hidroksil radikali, en reaktif, en toksik radikal olarak
bilinir. Yar1 omrii ¢cok kisa, reaktivitesi ¢ok yiiksek oldugu i¢in yapildigi hiicre boliimiinden
daha uzaga diflizyonuna gerek kalmadan derhal reaksiyona girer. Hiicre membranindaki
doymamis yag asitleri, hiicre proteinleri, karbonhidratlar, DNA gibi ©6nemli hiicre
komponentlerinin yap1 ve fonksiyonlarmi bozabilir. Onemli iki kaynagi Fenton ve Haber-

Weiss reaksiyonudur (21).

H,0,+ Fe? —  pFe*®+ OH + OH (Fenton reaksiyonu)

H,0,+ 0, ——» O+ OH'+ OH (Haber-Weis reaksiyonu)

Singlet oksijen (O'Ag): Ortaklanmamis elektronu olmadigi icin radikal olmayan
reaktif oksijen molekiilidiir. Oksijenin elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi
sonucu, kendi doniis yoniiniin tersi yoniinde bir yoriingeye yer degistirmesi ile olugabilecegi
gibi, oksijenin dismutasyonu ve H,O,’nin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da meydana
gelebilir. Deri ve retina gibi gilines 1s1g1na maruz kalan bolgelerde sik¢a olustugu saptanmaistir.
Oksijenden daha reaktif olan singlet oksijen DNA, protein ve lipidleri direkt olarak okside
edebilir (16).

Serbest Oksijen Radikallerinin Kaynaklari

Serbest radikaller organizmada normal metabolik reaksiyonlar sirasinda olusabilecegi
gibi cesitli dis kaynakli nedenlerle de olusabilir. Serbest radikallerin kaynaklari, endojen ve
eksojen kaynaklar olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Tablo 2) (22).

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir.
Oksijen, elektron alicist olarak, aerob organizmalarin yasami i¢in gereklidir. Memeliler,
hiicrelerindeki ATP iiretiminin biiyiik bir kismini1 mitokondrial elektron transport sisteminde,
oksijeni su olusturmak tizere dort elektron ile indirgemesiyle elde ederler. Fakat bu siiregte
oksijenin % 1-2’si tam olarak suya doniisemez ve ara liriin olarak serbest oksijen radikalleri

ve bunlarin da gesitli reaksiyonlari ile reaktif oksijen tiirleri meydana gelir (23).
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Tablo 2. Serbest radikallerin endojen ve eksojen kaynaklari (22)

Endojen kaynaklar Eksojen kaynaklar
Mitokondriyal elektron tagima sistemi Mlaclar

Endoplazmik retikulum Radyasyon

Redoks dongiisii Sigara dumani
Arasidonik asit metabolizmasi Kanserojen maddeler
Fagositoz Pestisitler
Otooksidasyon Metal iyonlar1
Oksidan enzimlerin reaksiyonlari Giines 15181

Serbest Radikallerin Viicuttaki Etkileri

Cesitli patolojik durumlarda, normalden fazla miktarda serbest oksijen radikali
olugmasiyla veya organizmanin antioksidan sisteminin yetersiz kalmasiyla artan serbest
radikaller, hiicrenin ¢esitli bilesenleri ile etkileserek hiicrede yapisal ve fonksiyonel bozukluga
neden olurlar. Serbest radikaller, hiicrenin lipid, protein, niikleik asit gibi tim

biyomolekiillerine etki ederler.

Serbest radikallerin lipidlere etkisi: Serbest radikallerden en fazla etkilenen
biyomolekiiller lipidlerdir. Doymus ve tekli doymamis yag asitleri oksidatif hasara, coklu
doymamis yag asitlerinden daha direnglidirler. Bircok membran fosfolipidlerinde ve
lipoproteinlerde ise ¢oklu doymamis yag asitleri bulunur. Serbest radikaller, membran
fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olur ve bdylece
membran lipid yapisin1 degistirerek hiicre yapt ve fonksiyonlarini bozar. Bu kimyasal olaya
lipid peroksidasyonu denir.

Lipid peroksidasyonu, coklu doymamis yag asitlerinin zincirleme bir radikal
reaksiyonudur ve 3 asamada gergeklesir:

1-Baglama safhasi: Lipid peroksidasyonu, ardisik olan ¢ift baglar arasindaki metilen
grubundan (-CH,-) proton koparabilecek reaktiviteye sahip herhangi bir ROS’un (OH", HO;',
RO", ROO", O,'Ag) lipid molekiiline saldirisiyla baslar. Boylece karbon merkezli bir lipid
radikali (L") olusur. 02: ve H,0; ise ancak gegis metalleri varliginda OH’ radikali olusturarak
lipid peroksidasyonunu baslatabilir.

LH+R" — L' +RH
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2-Ilerleme safhas1: Olusan lipid radikali kararsizdir ve molekiil ici diizenlenme ile dien
konjugati olusturur. Konjuge dienler de oksijen ile birleserek lipid peroksil radikali (LOO")
olusturur, bu da baska bir lipidden proton kopararak yeni bir zincir reaksiyonu baslatir. Lipid
peroksilin kendisi de lipid hidroperoksite (LOOH) doniisiir. Lipid peroksil radikali ayrica,
membran proteinlerine atakta, kolesteroliin oksidasyonunda ve singlet oksijenin olusumunda
rol oynar.

L'+0;, —, LOO
LOO'+LH ——» LOOH + L’

Fizyolojik sartlarda oldukga stabil bir molekiil olan LOOH ge¢is metallerinin

varliginda bozunarak; reaktif molekiiller olan lipid alkoksil radikalini (LO") olusturur.
LOOH + Fe”> ——1O"+OH +Fe"

Lipid alkoksil radikali komsu fosfolipidlerin yag asidi zincirlerinden ve lipid
hidroperoksitlerden proton ¢ikararak yeni zincir reaksiyonlarinin baslamasina yol agarlar.

Metal iyonlarinin varliginda lipid peroksitlerinin pargalanmasi sirasinda epoksitler,
aldehitler, ketonlar, etan ve pentan gibi hidrokarbonlar olusur.

3-Sonlanma safthasi: Reaksiyon, lipid peroksil radikalinin bazi antioksidanlar
tarafindan temizlenmesiyle ya da iki lipid peroksil radikalinin kombinasyonuyla keton ve
alkol gibi radikal olmayan {iriinlere doniismesiyle sonlanir.

2 LOO" — keton + alkol + O;

Lipid peroksidasyonu sirasinda karbon baglarinin kopmasi ile aldehid yapisinda
sitotoksik  yikim {riinleri ortaya ¢ikar. Bu irlinler malondialdehid (MDA) ve
4-hidroksinonenal gibi hidroksialkanellerdir. MDA lipid peroksidasyonunun son iiriiniidiir.
Reaktif aldehidler ortaya c¢iktiklar1 bolgeden daha uzaga diflize olarak uzak bolgelerde de
doku hasarina sebep olabilirler.

Ug ya da daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu ile MDA olusur.
MDA diizeyi lipid peroksidasyonunun yayginligi ile korelasyon gosterir. Okside hasarin in
vivo gostergesi olarak en ¢ok kullanilan belirteg MDA ’dir. Diisiik pH’da MDA reaktivitesi
artar ve proteinlere atak yapar. Lizin kalintilarinda daha ¢ok olmak {izere bir¢ok kalintida
modifikasyonlara neden olan molekiil i¢i ve molekiil aras1 ¢apraz baglar olusur.

MDA nin hiicre membranlarinin gegirgenligini arttirdig1, membranda iyon aligverisini
etkileyerek hiicre ici iyon dengesini bozdugu, enzim aktivitelerinin bozulmasina, DNA nin

yapisinda kirilmalara ve baz degisimlerine neden oldugu bildirilmektedir (19,24).
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Serbest radikallerin proteinlere etkisi: Proteinler, lipidlere gore serbest
radikallerden daha az etkilenirler. Proteinlerin etkilenme dereceleri icerdikleri aminoasit
kompozisyonuna baglidir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi
doymamis bag veya siilflir igeren amino asitlerden meydana gelmis proteinler serbest
radikallerden daha kolay etkilenirler. Serbest radikallerin olusturdugu hasar sonucunda
proteinlerde fragmantasyon, c¢apraz baglanmalar ve proteinlerin agregasyonu meydana
gelebilir. Bir¢ok biyokimyasal yapinin ve 6zellikle enzimlerin hasar gérmesi sonucu hiicrenin

normal fonksiyonlarinda bozukluklar meydana gelir (19).

Serbest radikallerin DNA’ya etkisi: Serbest radikallerin DNA’ya etkileri
mutasyonlara ve hiicre Oliimlerine yol acabilir. Hidroksil radikalinin piirin ve pirimidin

bazlari, deoksiriboz gibi DNA’nin tiim bilesenleri ile reaksiyona girerek hasar olusturdugu

bilinmektedir (22).

ANTIOKSIDAN SISTEMLER
Serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve meydana getirdikleri hasar1 6nlemek igin
viicutta antioksidan savunma sistemi adi verilen giiglii savunma mekanizmalar1 gelismistir.
Bu savunma sistemlerini serbest radikal tutucular ve bazi1 enzimler olusturmaktadir.
Baslica antioksidan etki ¢esitleri sunlardir:
1-Toplayici etki; enzimler araciligiyla oksidanlarin zayif bir molekiile ¢evrilmesi
2-Baskilama etkisi; oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme
3-Onarma etkisi; hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi
4-Zincir kiric1 etki; zincirleme olarak devam eden tepkimeleri belirli yerlerinden kirarak
oksidan etkiyi durdurma seklindedir.
Antioksidanlar yapilarina gore enzimatik antioksidanlar ve enzim olmayan

antioksidanlar olarak gruplandirilir.

Enzimatik Antioksidanlar
Baglica antioksidan enzimler; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon
peroksidaz (GPx)’dir (25).

Siiperoksit dismutaz: Siiperoksit radikallerinin H,O,’ye dismutasyonunu katalizleyen

enzim grubudur. Katalizledigi reaksiyon su sekildedir;
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20, +2H" — 4 H,0,+0;
Hiicreyi radikallerin etkisinden koruyan savunma mekanizmasi arasinda SOD enzimi
ilk rolii oynar. SOD ile katalizlenen tepkime sonunda olusan {iriiniin birikimi katalaz enzimi

tarafindan 6nlenmektedir. SOD metal ihtiva ettigi i¢in metalloenzim grubundandir (26).

Katalaz: Katalaz enzimi, glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Okside edici
enzimlerin etkisiyle ortamda olusan H;O;’yi direkt olarak suya doniistiiriir. Bu enzimin
aktivitesi, ortamdaki H,O, konsantrasyonunun ¢ok fazla arttigi durumlarda belirgin olarak
artmaktadir. Ortamdaki H,O; konsantrasyonunun diisiik oldugu hallerde ise H,O;’yi substrat
olarak kullanan GPx gibi diger antioksidan enzimler devreye girerek H,O,’yi ortamdan
uzaklastirirlar. Katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin etkisi benzer olmasina ragmen,
hiicre i¢indeki yerlesim yerleri ve etki bicimleri bakimindan farklilik gdstermektedirler.
Katalaz enzimi peroksizomlarda daha etkili iken, GPx enzimi baslica sitozol ve mitokondride
daha etkilidir (22).

2H,0y ———» H,O0 + 0O,

Glutatyon peroksidaz: Glutatyon peroksidaz yapisinda selenyum bulundurdugu igin
metalloenzim grubunda degerlendirilir. Bu enzim, rediikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyona (GSSG) gevrildigi in vitro ortamda gerceklesen reaksiyonda, hidrojen peroksidi
yiksek spesifite ile detoksifiye etmektedir (Sekil 5). Daha sonra glutatyon rediiktaz
(GSSG-R) enziminin katalizledigi reaksiyon ile nikotinamid adenin diniikleotid fosfat

(NADPH) harcanarak okside glutatyon tekrar rediikte hale doniistiiriliir (27).

Enzim Olmayan Antioksidanlar

Glutatyon (GSH): Hiicre igi tiyol grubu tasiyan antioksidanlarin en 6nemlisi olan
glutatyon (y-glutamilsisteinil glisin); glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden
sentezlenen bir tripeptitdir. Basta karaciger olmak {izere pek ¢ok dokuda yiiksek diizeylerde
bulunur. Suda ¢6ziinebilen, indirgeyici bir molekiildiir.

Yapisindaki sistein kalintisinin igerdigi tiyol grubu sayesinde hiicre i¢inde redoks
potansiyeli yiiksek bir ortam saglayarak, hiicreyi oksidatif hasara kars1 korur. Hiicre, doku ve
organ sistemlerinin biitiinligiiniin, yapisal ve fonksiyonel olarak korunmasinda Onemi

bliytiktiir. GPx’in kofaktorliigiinii yaparak, hidrojen peroksidin uzaklastirilmasinda yer alir.
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H,0; 2GSH NADP”

GPx GSSG-R

2H,0 GSSG NADPH

H,O,: Hidrojen poroksit; H,O: Su; GPx: Glutatyon peroksidaz; GSH: Glutatyon; GSSG: Okside glutatyon
GSSG-R: Glutatyon rediiktaz; NADP': Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat; NADPH: Indirgenmis

nikotinamid adenin diniikleotid fosfat.

Sekil 5. Glutatyonun okside ve rediikte formlar1 arasinda doniisiimii

Glutatyonun indirgenmis formu rediikte glutatyondur ve GSH seklinde ifade edilir.
Yiikseltgenmis yani oksitlenmis formu da glutatyon disiilfittir ve GSSG seklinde ifade edilir.
Yiikseltgenmis glutatyon tekrar glutatyon rediiktazla indirgenirken NADPH’a ihtiya¢ duyar.
Bu sekilde dokularda GSSG/GSH orani diisiik tutulur. Oksidatif stres durumunda GSH diizeyi
azalir ve GSSG/GSH orani artar.

Glutatyon, oksidatif hasar durumunda proteinlerin siilfidril gruplarini rediikte formda
tutarak redoks dengesini saglar. OH' radikalini ve O,*Ag’i dogrudan siipiiriir. GPx’1n katalitik
etkisiyle lipit peroksitleri ve hidrojen peroksitleri detoksifiye eder. Antioksidan etkili A ve C
vitaminlerinin yenilenmesini saglar. Glutatyonun radikalleri detoksifiye etme reaksiyonu
sOyledir:

GSH+R" —— GS'+RH

Bu reaksiyon ile olusan tiyil radikali (GS’) dimerize olarak okside glutatyonu
olusturur.

GS'+GS’ ———» GSSG

Olusan okside glutatyon hiicre iginde birikir ve GSSG/GSH orani denge durumunu
kaybeder.

Digerleri: Glutatyon disinda farkli mekanizmalarla oksidatif hasar1 engelleyen veya
azaltan; L-Karnitin, C vitamini, E vitamini, A vitamini, melatonin, irik asit, selenyum,
albumin, sistein, bilirubin, seruloplazmin, ferritin, transferrin, laktoferrin, haptoglobulin,
hemopeksin, mannitol, oksipurinol, lipoik asit, flavonoidler ve arastirma asamasinda olan
birgok madde vardir (22).
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L-KARNITIN

Karnitin esansiyel olmayan bir amin tiirevidir. Onceleri esansiyel bir vitamin oldugu
diistiniilmiis ancak daha sonralar1 karaciger, bobrek ve beyinde sentezlendigi gosterilmistir.
Karnitin sentezinde proteine bagh lizil kalintilar1 ve metil vericisi olarak metionin gérev alir.
Insanda iskelet ve kalp kasi, karacier, bdbrek ve beyinde Kkarnitinin 6nciilii olan
gamma-biitirobetain sentezlenir, ancak sadece karaciger, bobrek ve beyinde bu madde
karnitine doniistiiriilebilir. Bu reaksiyon gamma-biitirobetain hidroksilaz enzimi tarafindan
gerceklestirilir. Insanlarda karnitinin % 75’i diyetten saglanir, geri kalan % 25’i ise endojen
olarak sentezlenir. Viicutta L izoformunda bulunan karnitinin L-Karnitin, asetil-L-Karnitin ve
propiyonil-L-Karnitin tiirevleri bulunmaktadir.

Karnitin hiicresel enerji metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Aktif uzun
zincirli yag asitlerinin, enerji tiretimi ig¢in beta oksidasyona girmek {izere, mitokondri dis
membranindan mitokondri matriksine gegisinde esansiyel bir kofaktor olarak rol alir. Karnitin
ayn1 zamanda asetil KoA/KoA oranini diizenler ve sitrik asit siklusu, glukoneogenez, iire
siklusu, beta oksidasyonda gorev alan bircok mitokondriyal enzimin aktivitesini diizenler
(28).

Hiicre ici oksidatif hasar; lipid peroksidasyonuna, fosfolipid yikimina ve bu yolla
serbest yag asidi miktarinin artisina neden olur. Serbest uzun zincirli yag asitleri hidrofobik
anyonlar olup, anyonik deterjanlarla benzer 6zellikler tasirlar ve doku diizeylerindeki artiglart
mitokondri de dahil olmak iizere hiicre membran yapilarinda ve fonksiyonlarinda degisiklige
yol agar. Serbest yag asitlerinin neden oldugu mitokondriyal disfonksiyon karnitin tarafindan
engellenebilir.

L-Karnitinin oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu iizerine etkileri arastirilmaktadir.
L-Karnitinin demir iyonlar: ile selat olusturarak lipid peroksidasyonunu onledigi; radikal
slipiiriicii etki gostererek lipid, protein ve DNA’y1 oksidatif hasardan korudugu ileri
stiriilmektedir (4).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma; Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurul onay1 alinarak (Ek 1)
Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuari’nda
gerceklestirilmistir. Alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) olgltimii
Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuari’nda, karaciger dokularinm
mikroskobik incelemesi Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali

Laboratuari’nda gergeklestirilmistir.

DENEY HAYVANLARI

Agirliklart 250-300 gram arasinda degisen, 10-12 haftalik, 30 adet, erkek Wistar-
Albino cinsi rat Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Birimi’nden temin
edildi. Ratlar rastgele gruplara ayrildi. Bazal diyet ile beslendiler. 22 °C oda sicakligi, % 60
nem orani, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik ritm saglandi.

Calismada kontrol grubu (n=10), Toksik hepatit (TH) grubu (n=10), TH+L-Karnitin
grubu (n=10) seklinde 3 grup olusturuldu. TH ve TH+L-Karnitin grubundaki siganlara toksik
hepatit olusturmak i¢in asetaminofen sicak salin igerisinde ¢oziilerek 300 mg/kg tek doz
intraperitoneal (ip) olarak verildi. TH+L-Karnitin grubundaki siganlara tedavi i¢in L-Karnitin
500 mg/kg dozunda ip olarak asetaminofeni takiben 5 dk sonra tek doz verildi. Kontrol
grubundaki siganlara ise asetaminofenle es zamanli olarak ip sicak salin soliisyonu enjekte
edildi. Akut karaciger hasarini degerlendirebilmek i¢in bu 3 grup, 24 saat sonunda, anestezi

altinda kan ve doku ornekleri alinarak sonlandirildi.
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Anestezik olarak ksilazin (10 mg/kg) ve ketamin (50 mg/kg) kullanildi. Deney asamasi
tamamlanan siganlarin anestezi altinda batin 6n duvari insizyonla agilip diyafragmadan kalbe
ulasildi, ponksiyonla kanlar1 alinarak sakrifiye edildi. Karaciger dokular1 alinarak % 0.9’luk
soguk serum fizyolojik ile yikandi. Karaciger dokularindan bir kisim alinarak % 10’luk nétral
formalin soliisyonunda tespit edildi. Kan ve doku drneklerinden ayni giin GSH analizi yapildi.
Kalan kanlar santrifiij edilerek plazmalari ayrildi, eritrosit paketleri hazirlandi. Tim

numuneler diger biyokimyasal ¢alismalar yapilana dek -80 °C’de saklandi.

KULLANILAN MALZEMELER

Kimyasal Maddeler
1-Butanol (C4H100) (Merck, Almanya)
2,2"-Dinitro-5,5'-ditiodibenzoik asit (C14HgN2OgS;) (Merck, Almanya)
2,6-Di-tert-biitil-4-metilfenol (C15H240) (Sigma Aldrich, Almanya)
Asetik asit (C,H40,) (Merck, Almanya)
Bakir siilfat (CuSQ4.5H,0) (Panreac, Ispanya)
Beta-nikotinamid adenin dintikleotid 2’-fosfat (NADPH) (Sigma Aldrich, USA)
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (Sigma Aldrich, USA)
Etanol (Mutlak) (C,HsOH) (Merck, Almanya)
Folin reaktifi (Merck, Almanya)
Gce-globulin ELISA test Kiti (Life Diagnostics)
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) (Sigma Aldrich, USA)
Hidrojen peroksit (%30) (H20,) (Merck, Almanya)
Metanol (CH30OH) (Merck, Almanya)
Perklorik asit (%70) (HCIO,) (Merck, Almanya)
Piridin (CsHsN) (Riedel de Haen, Almanya)
Potasyum fosfat monobazik (KH,PO,) (Sigma Aldrich, Japonya)
Potasyum klorid (KCI) (Lachema, Cek Cumhuriyeti)
Potasyum siyanid (KCN) (Merck, Almanya)
Potasyum ferriksiyanid (K3sF(CN)g) (Merck, Almanya)
Rediikte glutatyon (C1oH17N306S) (Sigma Aldrich, Japonya)
Sodyum azid (NaN3) (Merck, Almanya)
Sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Merck, Almanya)
Sodyum dodesil siilfat (C12H2sNa0,S) (Sigma Aldrich, Japonya)
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Sodyum fosfat dibazik (Na,HPO,4) (Merck, Almanya)

Sodyum fosfat monobazik (NaH,P0Q4.2H,0) (Panreac, Ispanya)
Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck, Almanya)

Sodyum karbonat (Na,CO3) (Merck, Almanya)

Sodyum potasyum tartarat (NaKC4H40¢.4H,0) (Panreac, Ispanya)
Sodyum sitrat dihidrat (C¢HsNazO7.2H,0) (Merck, Almanya)
Tiyobarbitiirik asit (C4HsN20,S) (Sigma Aldrich, Almanya)

Diger Alet ve Cam Malzemeler

Cam malzemeler: Deney tiipleri, balon jojeler, beherler vb.
Distile su cihazi: Millipore, Fransa

Elektronik tart: Sartorius AG, Almanya

Etiiv: Memmert 400, Almanya
Homojenizator: Heidolph DIAX 900, Almanya
Manyetik karistirici: Daihan Scientific MSH-20A, Kore
Otoanalizor: Siemens Advia 1800

Otomatik pipetler: Eppendorf, Socorex, Microlit

pH metre: Inolab pH level 1 WTW, Almanya
Sallantili Su Banyosu: GFL 1083, Almanya

Sogutmali santrifiij: Thermo Multifuge 3 S-R, Almanya
Spektrofotometre: Shimadzu UV-1700A, Japonya
Vorteks: Velp Scientificia, Almanya

BiYOKIMYASAL OLCUMLER

Aspartat Aminotransferaz Aktivite Tayini

Serum AST degerleri enzimatik-Kinetik olarak, Siemens Advia 1800 marka
otoanalizorde, orijinal kiti kullanilarak tayin edildi. Tim orneklerde calismalar iki kez
tekrarland1. Sonuglar U/L olarak ifade edildi.

Serumda AST enzim aktivitesi, reaksiyon sonunda meydana gelen oksaloasetatin
NADH varliginda, malat dehidrogenaz (MDH) enzimi ile L-Malata doniismesi esnasinda,
NADH’nin NAD"’ye okside olmasi ile absorbansta meydana gelen azalmanmn 6lgiimiine

dayanan metoda gore hazirlanmus kit ile indirekt olarak tesbit edildi.
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AST
L-Aspartat + 2-Oksoglutarat —— » Oksaloasetat + L-Glutamat

MDH
Oksaloasetat + NAD + HY ——— » |-Malat + NAD"

Alanin Aminotransferaz Aktivite Tayini

Serum ALT degerleri enzimatik-kinetik olarak, Siemens Advia 1800 marka
otoanalizorde, orijinal kiti kullanilarak tayin edildi. Tim orneklerde calismalar iki kez
tekrarlandi. Sonuglar U/L olarak ifade edildi.

Serumda ALT enzim aktivitesi, reaksiyon sonunda meydana gelen piruvatin, NADH
varhiginda, laktat dehidrogenaz (LD) enzimi ile laktata doniismesi esnasinda, NADH’nin
NAD"’ye okside olmasi ile absorbansta meydana gelen azalmanin dl¢iimiine dayanan metoda

gore hazirlanmis kit ile indirekt olarak tesbit edildi.

ALT
L-Alanin + 2-Oksoglutarat ——— Piriivat + L-Glutamat

LD
Piriivat + NAD + HY ——— Laktat + NAD"

Malondialdehid Ol¢iimii

Prensip: Deneyin prensibi ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu ile olusan
son triinlerden biri olan MDA’nin sicak ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu
bilesigin pembe-kirmizi renk siddetinin 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Olglilmesi esasina dayanir (29).

Deney: 200 uL plazma tizerine % 20’lik asetik asit ve % 0.8’lik TBA eklendi. Tiipler
kaynar su banyosunda 60 dakika bekletildikten sonra sogutularak {izerine n-butanol/piridin
karisimi eklendi. Tipler 1700xg’de 10 dakika santrifiij edilerek, butanol/piridin fazi
ayrildiktan sonra, butanol/piridin koriine karst 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede
Olciildii. Karaciger MDA tayininde ise 50 pL homojenat iizerine % 8’lik sodyum dodesil
stilfat (SDS), % 20’lik asetik asit, % 0.8’lik TBA ve butillenmis hidroksi toluen (BHT)

eklenerek ayni islemler tekrarlandi.
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Tim oOrnekler ikiser kez tekrarlandi. Malondialdehidin 532 nm’deki molar
absorbtivitesi kullanilarak serumdaki MDA degeri hesaplandi, sonuglar plazmada nmol/mL,

dokuda nmol/mg protein olarak ifade edildi.

Gce-globulin Tayini

Plazma Gc-globulin seviyeleri enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) yontemi
ile ¢alisildi. Ge-globulin seviyelerini belirlemek amaciyla 4100-2 numarali Life Diagnostics
marka Rat Gc-globulin ELISA Test Kit kullanildi. Tiim orneklerde calismalar iki kez
tekrarlandi. 0, 3.9, 7.8, 15.6, 31.25, 62.5, 125, 250 ng/mL standart ¢ozeltileri ile kalibrasyon
egrisi hazirlandi (Sekil 6). Regresyon analizi ile saptanan formiil kullanilarak &rneklerdeki
Gc-globulin diizeyi hesaplandi. Sonuglar ng/mL olarak ifade edildi.

Gce-globulin standart egrisinin denklemi:

y=0.534 + 0.11x

Ahsorbans

100 E Sgq Linear = 0,52

Go Globulin (ng,fmI.}

Sekil 6. Gc-globulin standart grafigi

Glutatyon Tayini
Prensip: Indirgenmis glutatyonun siilfidril (-SH) gruplar bazik ortamda 2,2'-Dinitro-
5,5'ditiobenzoik asit (DNTB) ile sar1 renkli bir bilesik olusturur. Bu bilesigin renginin 412 nm

dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanir (30).
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Deney: Homojenat ve tam kanda proteinler ¢oktiiriildiikten sonra elde edilen berrak
stipernatantlara pH 8 fosfat tamponu ve % 0.04’lik DNTB eklenerek meydana gelen
reaksiyon 412 nm’de spektrofotometrik olarak Olgiildii. Tiim 6rneklerde calismalar iki kez
tekrarlandi.

Standart egrinin hazirlanmas1 i¢in; 10.93, 21.87, 43.75, 87.5, 175, 350 uM
konsantrasyonlarinda GSH ¢ozeltileri hazirlandi. Yukaridaki yonteme gore ikiser kez
calisilarak konsantrasyon-absorbans grafikleri ¢izildi (Sekil 7). Regresyon analizi ile saptanan
formiil kullanilarak 6rneklerdeki GSH yogunluklar1 hesaplandi. Hematokrit degerlerinden tam
kanin bir litresindeki eritrosit oranlar1 hesaplandi ve sonuglar pmol/L eritrosit olarak ifade
edildi. Dokuda protein diizeyine oranlanarak nmol/mg protein olarak ifade edildi.

Glutatyon kalibrasyon egrisinin denklemi:

y=0.02183 + 0.002239x

0,800
O

0,E007
[72]
c
I
2 0,400
2 o
o]
<

0,007

[4]
(5
0,000
T | T | T
0,00 100,00 200,00 300,00 400,00

GSH (uM)

GSH: Glutatyon.
Sekil 7. Glutatyon standart grafigi
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Total Protein Tayini

Prensip: Alkali ortamda proteinlerin peptid baglarinin bakir iyonlari ile kompleks
olusturmasi esasina dayanir. Bakir-peptid kompleksleri folin ayiraci ile reaksiyona girerek
mavi-mor renk olusturur (31).

Deney: Homojenat iizerine 200 ul alkalen bakir soliisyonu eklendi. lyice karistirip 10
dakika oda 1s1sinda bekletildikten sonra iizerine seyreltik folin ayirac1 eklendi. Ornekler 30
dakika sonra 660 nm dalga boyunda reaktif koriine kars1 spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

Standart egrinin hazirlanmasi i¢in bovin serum albumini ile 1, 1.25, 2, 2.5 ve 5 g/L
konsantrasyonlarinda standart c¢ozeltileri hazirlandi. Yukaridaki yonteme gore ikiser kez
calisilarak, konsantrasyon-absorbans grafigi ¢izildi (Sekil 8). Regresyon analizi ile saptanan
formiil kullanilarak 6rneklerdeki protein yogunluklari hesaplandi.

Protein kalibrasyon egrisinin denklem:i:

y=0.00548 + 0.204417x

1,200

1,000

1,800

Absorbans

1,500

0,400 o

0,00

| T T | T
1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

Bovin Serum Albumin (gr/L)

Sekil 8. Lowry yontemine gore protein standart grafigi
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Katalaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Prensip: Doku homojenatinda ve hemolizatlarda bulunan katalaz enziminin disaridan
eklenen H,0,’yi pargalamasi ile 240 nm’de H,O’nin absorbansinin zamana bagli olarak
azalmasinin belirli bir aralikta 6l¢iilmesi esasina dayanir (32).

Deney: Eritrosit paketinden hazirlanan hemolizatlar ve karaciger homojenatlart pH 7
fosfat tamponu ile diliie edilerek ¢alisma hemolizatlar1 hazirlandi. Caligma hemolizati iizerine
H.0O, soliisyonu eklenerek 240 nm’de 1 dakikadaki absorbans degisimi olgtldii. Tim
orneklerde ¢alismalar iki kez tekrarlandi.

Hemolizatlarin hemoglobin degerleri, dokularin protein miktarlar1 dlgiilerek sonuglar

eritrositlerde U/gr Hb, dokuda U/gr protein olarak ifade edildi.

Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Prensip: Glutatyon peroksidaz enzimi varliginda NADPH’nin NADP’ye doniisiirken
340 nm’deki absorbansinin zamana bagli olarak azalmasinin belirli bir aralikta Slgiilmesi
esasina dayanir (33).

Deney: Eritrosit paketinden hazirlanan hemolizatlar pH 7 fosfat tamponu ile diliie
edildi. Esit miktarda Drabkin’s reaktifi ile karistirildi. Karisgimdan 50 pl alinarak tizerine
fosfat tamponu, NADPH, GSSG-R, NaN3;, GSH, H,0, eklenerek 340 nm’de 2. ve 4. dakikalar
arasindaki absorbans degisimi 6l¢iildii. Tiim 6rneklerde ¢alismalar iki kez tekrarlandi.

Hemolizatlarin hemoglobin degerleri dl¢iilerek sonuglar U/gr Hb olarak ifade edildi.

Hemoglobin Ol¢iimii

Prensip: Hemoglobin tayini, siyanomethemoglobin metoduna goére gergeklestirildi.
Metodun prensibi; hemoglobin molekiiliindeki +2 degerlikli demirin Drabkin’s ¢ozeltisindeki
ferrosiyaniir ile +3 degerlige yiikseltgenerek methemoglobine daha sonra potasyum siyaniir
ille kararli  bir bilesik olan siyanomethemoglobine  doniismesi ve  olusan
siyanomethemoglobinin 540 nm dalga boyunda verdigi absorbans degerinin 6l¢iilerek Hb
miktarin belirlenmesi esasina dayanir (34).

Deney: Drabkin’s soliisyonu tizerine 20 pl tam kan eklendi, 2 dakika bekletildikten
sonra 540 nm dalga boyunda absorbansi okundu.

Standart egrinin hazirlanmasi igin tam kan 6rneklerinden 1, 2.1, 4.2, 5.1, 6.1, 8.5, 10.1,

12.2 g/dL konsantrasyonlarinda standart numuneleri hazirlandi ve yukaridaki yonteme gore

25



ikigser kez c¢alisilarak konsantrasyon-absorbans grafigi ¢izildi (Sekil 9). Regresyon analizi ile
saptanan formiil kullanilarak 6rneklerdeki hemoglobin yogunluklari hesaplandi.

Hemoglobin kalibrasyon egrisinin denklemi:

y = 0.008 + 0.026x

0,400

0,300

, 200

Absorbans
(]

0,100

B 5g Linear = 0,955

0,000

T T T T T T T
0,00 2,00 4,00 5,00 8,00 10,00 12,00

Hemoglobin {g/dL)

Sekil 9. Hemoglobin standart grafigi

HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda deney hayvanlarindan
elde edilen karaciger dokularindan kesitler alinarak rutin doku takibine alindi. Doku takibi
sonrasi parafine gomiildii. Parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda alinan kesitler
hematoksilen-eozin (HE) ile boyanarak 1sik mikroskobunda siniizoidal dilatasyon, nekrotik
hiicre ve parankimal mononiikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu agisindan degerlendirildi.

Karacigerlerin mikroskobik incelemesinde goriilen yapisal degisikliklerin siddetine
gore skorlama yapildi. Bu skorlamaya gore 0; higbir yapisal degisikligin olmadigini, 1; hafif
derecede, 2; orta derecede, 3; ciddi derecede yapisal degisikligi ifade etmektedir (35).
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ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi igin Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyoistatistik Ana Bilim Dali’nda bulunan SPSS 20 (Lisans No: 10240642) paket programi
kullanildi. Her grupta verilerin parametrik varsayimlari yerine getirip getirmedigini incelemek
icin normal dagilima uygunluk ve varyanslarin homojenligi testleri yapildi. Gruplar 6nce
Kruskal Wallis varyans analizi ve arkasindan anlamli bulunan parametreler Mann-Whitney U
testi ile degerlendirildi. Elde edilen degerler ortalama+standart sapma (Ort+=SD) olarak ifade
edildi ve p<0.05’in altindaki farkliliklar anlamli olarak kabul edildi. Histopatolojik
degisiklikler ise Ki-kare (x%) testi kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen degerler yiizde (%)
olarak ifade edildi, p<0.05’in altindaki farkliliklar anlamli olarak kabul edildi. Degiskenlerin

birbirleriyle iliskisini ortaya koymak igin ise Spearman’s korelasyon analizi uygulandi.
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BULGULAR

Gruplarin serum ALT ve AST diizeyleri Tablo 3 ve Sekil 10°da goriilmektedir.

Tablo 3. Gruplarin serum ALT ve AST diizeyleri

Gruplar ALT (U/L) AST (U/L)
Kontrol 49.00+3.65 87.60+3.02

(n=10)

TH 186.40+14.40 & 1284.70+18.05 e
(n=10)

TH + L-Karnitin | 128.00+8.93 ¥ 1232.70+13.06 e
(n=10) b b
p* 0.000 0.000

ALT: Alanin aminotransferaz; AST: Aspartat aminotransferaz; TH: Toksik hepatit.

#: Kruskal Wallis varyans analizi ile degerlendirilmistir.

a: Kontrol grubuna gore karsilagtirma, Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir.

b: Toksik hepatit grubuna gore karsilastirma, Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir.
***: p<0.001.

Toksik hepatit grubunda serum ALT ve AST diizeylerinin kontrol grubuna gore
anlamli derecede arttig1 (ikisi de; p<0.001) goriilmiistiir. Tedavi grubunda serum ALT ve AST
diizeylerinin TH grubuna goére azaldigi (ikisi de; p<0.001) saptanmustir. Tedavi grubunda
serum ALT ve AST diizeyinin kontrol grubundan anlamli derecede yiiksek (ikisi de; p<0.001)

oldugu goriilmiistiir.
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i TH + L-Karnitin

***: p<0.001.

Sekil 10. Gruplarin serum ALT ve AST diizeyleri

Gruplarin plazma ve karaciger MDA diizeyleri Tablo 4, Sekil 11 ve 12°de

goriilmektedir.

Tablo 4. Gruplarin plazma ve karaciger malondialdehid diizeyleri

Gruplar Plazma MDA Karaciger MDA
(nmol/mL) (nmol/mg protein)

Kontrol 2.97+0.22 2.86+0.29

(n=9)

TH 6.79+0.54 ¥ | 5.74£0.70 e

(n=10)

TH + L-Karnitin | 5.44+0.57 1 4.79+0.24 ¥

(n=7) o b

p* 0.000 0.000

MDA: Malondialdehid; TH: Toksik hepatit.
#: Kruskal Wallis varyans analizi ile degerlendirilmistir.
a: Kontrol grubuna gore karsilagtirma, Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir.

b: Toksik hepatit grubuna gore karsilastirma, Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir.

*: p<0.05; ***: p<0.001.

Toksik hepatit grubunda plazma ve karaciger MDA diizeyinin kontrol grubuna gore
anlaml derecede arttig1 (sirasiyla; p<0.05, p<0.001) goriilmiistiir. Tedavi grubunda plazma ve

karaciger MDA diizeyinin TH grubuna goére azaldigi (ikisi de; p<0.05) saptanmistir. Tedavi
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grubunda plazma ve karaciger MDA diizeyinin kontrol grubundan anlamli derecede yiiksek

(strastyla; p<0.001, p<0.05) oldugu gorilmiistiir.

8
7
a***
6 b”
5
4
M Plazma MDA
3 (nmol/mL)
2 -
1 |
0 |
Kontrol TH + L-Karnitin

*: p<0.05; ***: p<0.001.
Sekil 11. Gruplarin plazma MDA diizeyleri

M Karaciger MDA
(nmol/mg protein)

Kontrol TH + L-Karnitin

*: p<0.05; ***: p<0.001.
Sekil 12. Gruplarin karaciger MDA diizeyleri
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Gruplarin plazma Ge-globulin diizeyleri Tablo 5 ve Sekil 13’te goriilmektedir.

Tablo 5. Gruplarin plazma Ge-globulin diizeyleri

Plazma Gc-globulin
Gruplar (ng/mL)
Kontrol 107.76+5.06
(n=10)
TH 5581+7.16 ¥
(n=10)
TH + L-Karnitin | 57.52+7.91 =
(n=10)
p* 0.000

TH: Toksik hepatit.

#: Kruskal Wallis varyans analizi ile degerlendirilmistir.

a: Kontrol grubuna gore karsilastirma, Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir.

***: p<0.001.

Toksik hepatit grubunda plazma Gc-globulin diizeyinin kontrol grubuna goére anlamli
derecede azaldigi (p<0.001) gortilmiistiir. Tedavi grubunda plazma Gc-globulin diizeyinde
TH grubuna gore bir anlam saptanmamistir. Tedavi grubunda plazma Gc-globulin diizeyinin

kontrol grubuna gore anlaml1 derecede diisiik (p<<0.001) oldugu goriilmiistiir.

120

100

80

*kk Hkk

60

M Plazma Gce-globulin
(ng/mL)

40

20

Kontrol TH TH + L-Karnitin

***: p<0.001.
Sekil 13. Gruplarin plazma Gce-globulin diizeyleri
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Gruplarin tam kan ve karaciger GSH diizeyleri Tablo 6, Sekil 14 ve 15°te

goriilmektedir.

Tablo 6. Gruplarin tam kan ve karaciger glutatyon diizeyleri

Tam kan GSH Karaciger GSH

Gruplar o .

(wmol/L eritrosit) | (nmol/mg protein)
Kontrol 30.51+4.05 26.45+£3.75
(n=10)
TH 2629+2.10  * [20.00£1.79 %
(n=10)
TH + L-Karnitin | 29.69+2.08 " | 24.31£1.27 o
(n=8)
p’ 0.007 0.000

GSH: Glutatyon; TH: Toksik hepatit.
#: Kruskal Wallis varyans analizi ile degerlendirilmistir.
: Kontrol grubuna gore karsilastirma, Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir.

: Toksik hepatit grubuna gore karsilastirma, Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir.
: p<0.05.

¥ o

35

30 ~

25

20

M Tam kan GSH

15 A (umol/L eritrosit)

10

Kontrol TH TH + L-Karnitin

*: p<0.05.
Sekil 14. Gruplarin tam kan GSH diizeyleri

Toksik hepatit grubunda tam kan ve karaciger GSH diizeylerinin kontrol grubuna gore

anlamli derecede azaldig1 (ikisi de; p<0.05) gorilmiistiir. Tedavi grubunun tam kan ve
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karaciger GSH diizeylerinin TH grubuna gore arttig1 (ikisi de; p<0.05) goriilmiisken, kontrol

grubuna gore anlamli bir fark olmadig1 saptanmistir.

30

25 A

20

15 +

M Karaciger GSH
(nmol/mg protein)

10

0 -
Kontrol TH TH + L-Karnitin

*: p<0.05.
Sekil 15. Gruplarin karaciger GSH diizeyleri

Gruplarin karaciger katalaz, eritrosit katalaz, eritrosit GPx aktivite diizeyleri Tablo 7,

Sekil 16, 17 ve 18’de goriilmektedir.

Tablo 7. Gruplarin karaciger katalaz, eritrosit katalaz, eritrosit GPx aktivite diizeyleri

Gruplar Karaciger katalaz Eritrosit katalaz Eritrosit GPx
(U/gr protein) (U/gr Hb) (U/gr Hb)

Kontrol 481.72+22.92 109.98+9.51 57.55+4.48

(n=10)

TH 357.96+14.92 1 80.21+4.34 1 41.02+5.22 R

(n=10)

TH + L-Karnitin | 422.62+21.09 71 88.91+7.09 T | 48.58+3.47 ¥

(n=10) - - -

p* 0.000 0.000 0.000

GPx: Glutatyon peroksidaz; TH: Toksik hepatit; Hb: Hemoglobin.

#: Kruskal Wallis varyans analizi ile degerlendirilmistir.

a: Kontrol grubuna gore karsilagtirma, Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir.

b: Toksik hepatit grubuna gore karsilagtirma, Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir.
*: p<0.05; ***: p<0.001.
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***: p<0.001.

Sekil 16. Gruplarin karaciger katalaz aktivite diizeyleri

120
100 a
80
60
M Eritrosit katalaz
40 (U/grHb)
20
0
Kontrol TH + L-Karnitin

*: p<0.05; ***: p<0.001.

Sekil 17. Gruplarn eritrosit katalaz aktivite diizeyleri

Toksik hepatit grubunda karaciger katalaz, eritrosit katalaz, eritrosit GPx aktivite
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamhi derecede azaldigi (hepsi; p<0.001) goriilmiistiir.

Tedavi grubunda karaciger katalaz, eritrosit katalaz, eritrosit GPx aktivite diizeylerinin toksik
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hepatit grubuna goére anlamli derecede arttig1 (sirasiyla; p<0.001, p<0.05 ve p<0.05)
goriiliirken, kontrol grubuna gore ise anlamli derecede diisiik (sirasiyla; p<0.001, p<0.001,

p<0.05) oldugu saptanmastir.

70

M Eritrosit GPx
(U/grHb)

Kontrol TH TH + L-Karnitin

*: p<0.05; ***: p<0.001.
Sekil 18. Gruplarin eritrosit GPx aktivite diizeyleri

Gruplarda karacigerlerin mikroskobik degerlendirmesi Tablo 8, Sekil 19, 20 ve 21°de
goriilmektedir.

Siniizoidal dilatasyon skorlamasinda kontrol grubunun % 90’1 1, % 10’u 2 puan,
toksik hepatit grubunun % 20’si 1, % 70’1 2, % 10’u 3 puan almisken; tedavi grubunda ise
deneklerin % 60°1 1, % 30’u 2, % 10’u 3 puan almistir. Siniizoidal dilatasyon agisindan toksik
hepatit grubu ile kontrol grubu arasinda anlaml fark saptanmisken (XZ: 9.98, p<0.05), tedavi
grubu ile arasinda anlamli bir fark saptanmamaistir. Tedavi grubu ile kontrol grubu arasinda da
anlaml bir fark gortilmemistir.

Nekrotik hiicre skorlamasinda kontrol grubunun % 80’1 1, % 10’u 2, % 10’u 3 puan,
toksik hepatit grubunun % 10’u 1, % 80’1 2, % 10’u 3 puan olarak skorlanmisken; tedavi
grubunda yer alan deneklerin % 70’1 1, % 30’u 2 puan almistir. Toksik hepatit grubu ile
kontrol ve tedavi gruplari arasinda nekrotik hiicre skorlamasi acisindan anlamli fark
saptanmustir (sirastyla; % 10.89, p<0.05 ve y2 7.77, p<0.05). Tedavi grubu ile kontrol grubu
arasinda ise anlamli bir fark goriilmemistir.
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Parankimal mononiikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu skorlamasinda kontrol grubunun
% 40’10, % 30’u 1, % 30’u 2 puan, toksik hepatit grubunun % 70’1 2, % 30’u 3 puan, tedavi
grubunun % 50’si 0, % 50’si 1 puan almistir. Parankimal mononiikleer iltihabi hiicre
infiltrasyonu siddetinin toksik hepatit grubunda, kontrol ve tedavi gruplarindan anlamli olarak
farkli oldugu saptanmustir (sirastyla; y2 11.60, p<0.05 ve y2 20.00, p<0.001). Tedavi grubu

ile kontrol grubu arasinda ise anlamli bir fark goriilmemistir.

Tablo 8. Gruplarda karacigerlerin mikroskobik degerlendirmesi (%)

Kontrol | TH | TH + L-Karnitin | y? P
Bulgular Skor

(n=10) | (n=10) (n=10)

0 - - - 10.44 | 0.034
Siniizoidal 1 90 20 60
dilatasyon 2 10 70 30
3 - 10 10

0 - - - 12.88 | 0.012
Nekrotik 1 80 10 70
hiicre 2 10 80 30
3 10 10 -

Parankimal 0 40 - 50 22.82 | 0.001
mononiikleer 1 30 - 50
iltihabi hiicre 2 30 70 -
infiltrasyonu 3 - 30 -

TH: Toksik hepatit.
x°: Ki-kare testi ile degerlendirilmistir.
a: Kontrol grubu ile toksik hepatit grubunun karsilastirmasi.

b: Tedavi grubu ile toksik hepatit grubunun karsilastirmast.
*: p<0.05, ***: p<0.001.
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Sekil 20. Toksik hepatit grubunda belirgin siniizoidal dilatasyon, nekrotik hiicre,

parankimal mononiikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu (HE, X100)
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Sekil 21. Tedavi grubunda azalmis siniizoidal dilatasyon, nekrotik hiicre,

parankimal mononiikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu (HE, X100)

Korelasyon analizlerinde, toksik hepatit grubunda; serum ALT ve AST arasinda
pozitif korelasyon (r: 0.829, p: 0.003), plazma Gc-globulin ile karaciger katalaz arasinda
pozitif korelasyon (r: 0.891, p: 0.001), plazma MDA ile eritrosit GPx arasinda negatif
korelasyon (r: -0.786, p: 0.036), mikroskopide goriilen nekrotik hiicre ile karaciger MDA
arasinda pozitif korelasyon (r: 0.707, p: 0.033) saptanmustir. Tedavi grubunda ise; serum ALT
ve AST arasinda pozitif korelasyon (r: 0.903, p: 0.000), plazma MDA ile eritrosit GPx
arasinda negatif korelasyon (r: -0.786, p: 0.036), karaciger katalaz ile eritrosit GPx arasinda
pozitif korelasyon (r: 0.855, p: 0.002) saptanmustir.

Deney grubunda yer alan her bir hayvana ait tiim biyokimyasal parametreler Tablo
9’da goriilmektedir.
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Tablo 9. Deneklerin her birinde saptanan biyokimyasal parametreler

Tam kan GSH | Karaciger GSH Plazma Karaciger MDA | Serum Serum Plazma_ Karaciger Eritrosit Eritrosit GPx
Grup | No | Htc (um_oI/L{dL (nmol/_mg MDA (nmol/_mg ALT AST Gce-globulin katalaz _ katalaz (Ulgr Hb)
eritrosit) protein) (nmol/mL) protein) (U/L) (U/L) (ng/mL) (Ulgr protein) | (U/gr Hb)
1 43 26.21 32.38 2.72 2.92 53 90 105.23 502.34 118.42 59.15
2 42 30.20 27.42 3.20 2.85 47 86 103.59 507.10 114.38 58.50
3 41 31.66 26.89 - 3.03 52 88 106.73 494.38 119.83 65.87
4 41 28.21 26.31 3.12 2.85 46 92 119.64 476.57 126.75 61.24
E’ 5 39 36.44 26.15 332 2.56 44 82 112.36 457.11 97.12 52.69
é 6 44 23.58 21.61 2.69 2.58 55 89 102.45 440.50 104.89 56.04
7 41 34.30 24.47 2.88 3.20 51 91 105.09 487.79 102.50 56.02
8 40 27.80 3141 2.86 3.34 49 87 107.09 490.37 110.07 60.66
9 41 34.30 - 2.84 - 45 85 105.77 503.48 102.94 50.49
10 | 39 3243 21.48 3.15 2.50 48 86 109.68 457.58 103.00 54.94
1 44 25.44 17.32 6.23 5.29 171 283 51.50 340.38 74.88 41.91
2 43 22.14 22.56 7.43 6.59 166 261 65.91 389.71 76.79 32.97
3 36 28.82 19.54 6.15 4.87 206 307 63.73 369.49 80.88 41.92
4 38 24.17 20.48 7.55 5.01 183 273 41.77 349.59 86.26 39.00
T 5 41 25.76 20.18 6.59 6.38 178 267 55.00 351.09 81.87 47.31
= 6 40 27.71 18.64 6.97 6.88 192 304 59.55 351.28 75.54 34.25
7 41 25.31 19.45 - 5.69 183 269 60.86 367.90 77.31 45.59
8 40 28.17 17.89 6.68 6.11 196 285 54.64 358.69 78.82 40.26
9 40 27.43 21.52 - 5.14 210 313 55.68 360.43 87.52 48.82
10 | 38 27.99 22.44 - 5.52 179 285 49.50 341.05 82.28 38.20
1 40 29.66 - - - 141 254 62.32 440.45 81.95 45.55
2 38 30.15 24.86 5.72 4.71 116 217 62.68 395.30 87.98 45.06
c 3 38 29.17 24.83 5.55 4.78 115 209 44.86 434.91 100.80 55.52
:‘E 4 38 32.40 23.94 5.26 4.72 127 226 59.14 414.14 87.40 43.88
5 5 36 32.96 24.29 6.06 - 136 238 49.23 451.69 95.41 50.56
2 6 35 31.35 23.33 5.62 4.63 131 243 61.36 415.95 89.91 48.60
; 7 42 - 24.12 - 471 121 229 51.82 404.35 74.50 46.31
= 8 41 28.76 - 5.96 4.89 130 234 50.00 407.08 91.35 50.53
9 41 - - - 4.00 138 241 65.86 407.64 90.64 49.75
10 | 42 28.87 25.16 5.65 - 125 236 68.00 454.71 89.16 50.14

TH: Toksik hepatit; GSH: Glutatyon; MDA: Malondialdehid; Htc: Hematokrit; ALT: Alanin aminotransferaz; AST: Aspartat aminotransferaz; GPx: Glutatyon peroksidaz.
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Deney grubunda yer alan her bir hayvana ait Kkaracigerlerin mikroskobik

degerlendirmesi Tablo 10°da goriilmektedir.

Tablo 10. Deneklerin her birine ait karacigerlerin mikroskobik degerlendirme skorlari

Grup | No | Siniizoidal dilatasyon |  Nekrotik hiicre lﬁfﬁ:{)’:‘l‘l‘:ﬁe“i‘g;‘iftﬁ;‘gﬁi
1 1 1 1
2 1 1 0
3 1 1 0
~ |4 1 1 0
s[5 1 1 2
S |6 1 1 2
7 2 3 2
8 1 2 1
9 1 1 1
10 1 1 0
1 1 1 2
2 2 3 3
3 2 2 2
4 2 2 3
T |5 2 2 3
= 16 2 2 2
7 2 2 2
8 1 2 2
9 2 2 2
10 3 2 2
1 1 2 0
2 1 1 1
£ |3 2 1 0
= 4 3 1 1
v 5 1 1 0
4 |6 2 2 0
; 7 2 1 1
- |8 1 2 1
9 1 1 0
10 1 1 1

TH: Toksik hepatit.
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TARTISMA

Asetaminofen kaynakli karaciger toksisitesi, glinlimiizde akut karaciger yetmezliginin
onde gelen sebeplerinden birini olusturmaktadir. Asetaminofenin karacigerde sitokrom P-450
sistemince metabolize edilmesi, reaktif bir metabolit olan ve hiicre makromolekiillerine
baglanabilen NAPQI adli toksik bilesigin agiga ¢ikmasina yol agmaktadir. Fazla miktarda
NAPQI iiretimi ise karacigerdeki glutatyon depolarinda azalmayla sonuclanmaktadir. Boylece
hem serbest radikal olusumu artmakta hem de hepatositler oksidatif hasara kars1 duyarli hale
gelmekte ve sonug olarak hiicre hasar1 gelismektedir (36).

Deneysel toksik hepatit modeli olusturmak ic¢in asetaminofen siklikla kullanilmaktadir.
250-1000 mg/kg asetaminofen dozunda hepatotoksisite ortaya ¢ikmaktadir (37-39). Bizim
calismamizda da asetaminofen dozu 300 mg/kg olarak belirlendi. Karaciger parankim hasarini
gostermede serum ALT ve AST aktiviteleri kullanildi. Asetaminofen ile olusturdugumuz
karaciger hasar1 sonucunda, serum ALT ve AST diizeylerini toksik hepatit grubunda kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiiksek (p<0.001) saptadik. Bu bulgumuz asetaminofen ile
hepatosit hasar1 olusturarak, toksik hepatit modelini olusturdugumuza isaret etmektedir.
Bizim kullandigimiz asetaminofen dozundaki c¢aligmalarda da serum ALT ve AST
seviyelerinin yiikseldigi goriilmistiir (39-42). L-Karnitinin, toksik hepatit grubuna gore tedavi
grubunda serum ALT ve AST diizeyini anlamli olarak disiirdiigiinii (p<0.001) saptadik.
Asetaminofen ile olusturulan toksik hepatit modelinde L-Karnitin uygulamasimin serum ALT
ve AST seviyelerini azalttigi bildirilmistir (43,44). Hepatoselliiler hasar belirteci olan serum

ALT ve AST sonuglarimiz literatiir ile uyumludur.
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Calismamizda L-Karnitinin antioksidan etkileri arastirllmaktadir. Bir bilesigin
indirgeme kapasitesinin olmasi antioksidan etkinliginin dnemli bir gostergesi olarak kabul
edilebilir. Farkli konsantrasyonlarda, L-Karnitin etkili bir indirgeme giicii oldugu
gosterilmistir. Gegis metalleri arasinda yer alan demir, yiiksek reaktivitesi nedeniyle, protein
ve lipid oksidasyonu i¢in 6nemli bir prooksidan olarak bilinir. Demirin ferr6z formu Fenton
reaksiyonu ile reaktif serbest radikallerin olusumuna neden olarak oksidatif stresi hizlandirir.
L-Karnitin demir iyonlar1 ile selat olusturabilir. L-Karnitin demir baglama kapasitesi
sayesinde protein oksidasyonunu ve lipid peroksidasyonunu azaltabilecegi sdylenebilir.
L-Karnitinin etkili bir hidrojen peroksit ve siiperoksit anyon radikal siipiiriiciisii oldugu
gosterilmistir (28). Insan karaciger hiicre kiiltiirii calismalarinda L-Karnitinin, H,O, ile
indiiklenen ROT artigin1 engelledigi bildirilmistir (45).

Asetaminofenin doku hasarina sebep olmasinda lipid peroksidasyonunun yakindan
ilgisi oldugu ileri siiriilmektedir. Asetaminofen ile olusturulan toksik hepatitte plazma MDA
seviyesini inceleyen sadece iki caligmaya rastladik (43,46). Bu calismalarda asetaminofen
verilen grupta plazma MDA seviyesinin yiikseldigi bildirilmistir. Biz de ¢alismamizda TH
grubunun plazma MDA seviyesinin kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek (p<0.05)
oldugunu saptadik.

Asetaminofen hepatotoksisitesinde literatiirdeki ¢alismalarda karaciger dokusu MDA
diizeyinin arttigr bildirilmistir (44,47-49). Karaciger hiicre kiiltiirlerinde ¢alisildiginda da
asetaminofenin MDA diizeyini yiikselttigi bildirilmistir (50). Yaptigimiz ¢alismada
asetaminofen ile olugturdugumuz karaciger hasar1 sonucunda karaciger MDA diizeyini toksik
hepatit grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek (p<0.001) saptadik.
Bulgularimiz ve literatlirdeki bulgular 1s181nda; asetaminofen kaynakli toksik hepatitte MDA
diizeyinin yiiksek bulunmasi, serbest radikaller ile olusan lipid peroksidasyonunun
sonuclarindan biridir. Bu sonug toksik hepatitte olusan doku hasarinda serbest radikallerin ve
oksidatif stresin rol aldigini diisiindiirmektedir. Artan lipid peroksidasyon {iriinlerinden
ozellikle aldehidler olustuklar yerde ¢esitli biyomolekiillerle etkileserek, bu biyomolekiillerin
fonksiyonlarini etkileyebilirler. Terneus ve ark. (49) lipid peroksidasyon iiriinlerinden ve ayni
zamanda bir aldehid olan 4-hidroksinonenal molekiiliiniin parasetamol uygulanan gruplarda
karaciger dokusu proteinlerine baglandigini bildirmislerdir. Literatiirdeki bilgiler 1s181inda
calismamizda gordigiimiiz plazma ve karaciger dokusu MDA diizeyinin yiiksek olmasi;
MDA ’nin hem olustugu bolgede hem de uzak dokularda olumsuz etkilerini devam ettirecegini

diistindiirmektedir.
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Cesitli nedenlerle olusan karaciger hasarinda L-Karnitinin lipid peroksidasyonunu
azaltarak serum MDA seviyesini diigiirdiigii bildirilmistir (51,52). Parasetamoliin yol agtig1
toksik hepatitte L-karnitin lipid peroksidasyonu tizerine etkilerini arastiran ¢ok az ¢alismaya
rastladik (43,44). Yapar ve ark. (43) farelerde olusturdugu akut asetaminofen toksisitesinde
L-Karnitinin, serumda artmig olan MDA seviyesini azalttigini bildirmislerdir. Biz de
caligmamizda asetaminofen ile olusturdugumuz karaciger hasarinda, L-Karnitinin, tedavi
grubunda toksik hepatit grubuna gore plazma MDA diizeyini anlamli olarak azalttigini
(p<0.05) saptadik.

L-Karnitinin ¢esitli ajanlarla olusturulan toksik hepatitte karaciger dokusu MDA
diizeyini azalttigi bildirilmistir (53-55). Asetaminofen hepatotoksisitesinde L-Karnitinin,
karaciger dokusu MDA diizeyini azalttigim1 bildiren iki ¢alismaya rastladik (43,44). Biz de
calismamizda L-Karnitinin, tedavi grubunda toksik hepatit grubuna goére karaciger MDA
diizeyini anlamli olarak azalttigin1 (p<0.05) saptadik. Bulgularimiz ve literatiirdeki bulgular
1s5181inda; L-Karnitinin, asetaminofen ile indiiklenen lipid peroksidasyonunu azalttig
goriilmektedir. Tedavi grubunda MDA seviyesinin diismesi, oksidan stres aracili karaciger ve
uzak doku hasarimin L-Karnitin ile azalabilecegine isaret etmektedir.

Son yillarda karaciger hastaliklarinda Ge-globulin diizeyleri iizerine calismalar
yapilmaktadir. Schiedt ve ark. (56) yaptiklar1 ¢calismada akut karaciger hastalarinda serum
Gc-globulin seviyelerini saglikli insanlara gore daha diisiik bulmuslardir. Schiedt ve ark. (57)
yaptig1 bagka bir ¢alismada yiiksek doz asetaminofen alan hastalarda serum Ge-globulin
diizeylerini incelemistir. Transaminaz diizeyleri 1000 U/L’den fazla olan hastalarin serum
Gc-globulin seviyelerinin, transaminaz diizeyleri 1000 U/L’yi agmayan hastalarin serum
Gc-globulin  seviyelerinden daha diisiik oldugunu saptamiglardir. Hastalardan hepatik
ensefalopati gelisenlerin serum Ge-globulin seviyelerinin diger hastalardan daha diisiik
oldugunu saptamislardir. Liu ve ark. (58) hepatit B kaynakli karaciger hasar1 gelisen
hastalarda serum Gc-globulin diizeylerinin saglikli insanlara gore daha disiik oldugunu
gostermislerdir. Serum Gce-globulin diizeyi ile karaciger hasar1 arasinda negatif bir iliski
oldugu goriilmektedir. Literatiirde asetaminofen verilerek olusturulan deneysel toksik hepatit
modellerinde Gc-globulin diizeyini arastiran bir ¢alismaya rastlanmamustir, ayrica literatiirde
L-Karnitinin, Gc-globulin diizeyleri tizerine etkisini arastiran bir ¢alismaya da rastlamadik.
Bu a¢idan bizim ¢alismamiz bir ilki teskil etmektedir. Yaptigimiz ¢alismada asetaminofen ile
olusturdugumuz karaciger hasari sonucunda, toksik hepatit grubunda plazma Gc-globulin

diizeyini kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik (p<0.001) saptadik. Bu bulgu
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karaciger hasart olan hastalarda yapilan Gc-globulin diizeylerini gosteren c¢alismalarla
uyumludur. Bununla beraber tedavi grubunda plazma Gc-globulin seviyelerinin toksik hepatit
grubundan farksiz oldugunu gordiik. Asetaminofen kaynakli toksik hepatitte olusan hepatosit
nekrozu, hiicre iskeletinde yer alan aktinin dolasima ge¢mesine neden olmustur. Dolasimdaki
monomerik aktine yiliksek afinite ile baglanan Gc-globulinler kompleksler olusturarak aktini
temizlemis, Gce-globulinin plazma seviyeleri, toksik hepatit olusturulan grupta diismiistiir.
Tedavi grubunda Gc-globulinin toksik hepatit grubuna gore yiikselmemis olmasi bu grupta da
karaciger hasar1 olduguna isaret edebildigi gibi; parasetamol ile hasar olusturduktan 24 saat
sonra deneyi sonlandirdigimiz i¢in aktinlerle birleserek sistemik dolasimdan temizlenen
Gc-globulinlerin yeniden {iretimi i¢in bu siire yetmemis de olabilir.

Glutatyonun hiicresel biitiinliigii korumak ve hiicre i¢i savunma hattina katki saglamak
icin 6nemli bir serbest radikal siipiiriicli yetenege sahip oldugu kabul edilmektedir. Hiicre ici
GSH’deki azalma tek basina hiicre 6liimiine neden olmayabilir, ancak GSH’nin tiikkenmesinin
sitotoksisiteyi tetikledigi gosterilmistir. GSH azalmasinin reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna
ve mitokondriyal disfonksiyona neden oldugu bildirilmistir. Asetaminofen kaynakli
hepatotoksisitede, NAPQI adli reaktif metabolitleri detoksifiye eden GSH’nin tiikenmesinin,
karaciger hasarinin baglamasinda rolii oldugu diistiniilmektedir (3,36). Asetaminofen ile
olusturulan toksik hepatitte tam kan GSH diizeyini inceleyen tek calismaya rastlanmistir (43).
Bu ¢alismada tam kan GSH diizeyinin toksik hepatit olusturulan grupta azaldigi, L-Karnitin
uygulamasinin tam kan GSH diizeyinde artis sagladigi bildirilmistir. Biz de ¢alismamizda
asetaminofen ile toksik hepatit olusturulan grupta tam kan GSH diizeyinin, kontrol grubuna
gore anlamli derecede azaldigimi (p<0.05), L-Karnitin verilen grupta ise toksik hepatit
grubuna gore anlamli olarak yiikseldigini (p<0.05) saptadik.

Asetaminofen hepatotoksisitesinde, literatiirdeki ¢aligmalarda karaciger dokusu GSH
diizeyinin azaldig1 bildirilmistir (40,41,59-61). Yaptigimiz calismada asetaminofen ile
olusturdugumuz karaciger hasar1 sonucunda karaciger GSH diizeyini toksik hepatit grubunda
kontrol grubuna goére anlamli olarak diisiik (p<0.05) saptadik. Bulgularimiz ve literatiirdeki
bulgular 1518inda; asetaminofen kaynakli toksik hepatitte artan serbest radikaller GSH
diizeyinde tilkenmeye neden olmaktadir. Bu durum, tiikenen GSH nedeniyle antioksidan
kapasitenin azaldig1 ve oksidatif hasar gelisiminin 6nlenemedigini diisiindiirmektedir.

L-Karnitinin ¢esitli ajanlarla olusturulan karaciger hasarinda karaciger dokusu GSH
diizeyini arttirdigi bildirilmistir (51,53,62,63). Literatiirde asetaminofen ile olusturulan

karaciger hasarinda L-Karnitinin, karaciger GSH diizeyi iizerine etkisini aragtiran iki
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calismaya rastladik (43,44). iki ¢alismada da L-Karnitinin karaciger GSH diizeylerini
arttirdigt bildirilmistir. Yapmis oldugumuz g¢alismada L-Karnitin verilen tedavi grubunda
karaciger dokusu GSH diizeyini toksik hepatit grubuna gore anlamli derecede yiiksek
(p<0.05) saptadik. Sonuglarimiz, asetaminofen ile indiiklenen toksik hepatit modelinde
L-Karnitinin GSH diizeyini arttirarak serbest radikal aracili oksidatif hasar1 azaltabilecegini
distindiirmektedir.

Artan oksidatif strese karst SOD, katalaz ve GSH-Px gibi enzimler hiicre i¢i
antioksidan savunma mekanizmalarini olustururlar. Sirasiyla; siiperoksit anyonunu ve
hidrojen peroksitleri elimine eder ve serbest radikal olusumunda zincir reaksiyonlarini
Onlerler. Literatiirde rastladigimiz; asetaminofen ile olusturulan karaciger hasarinda eritrosit
katalaz aktivite diizeyini arastiran tek ¢alismada, eritrosit katalaz aktivitesinin kontrol grubuna
gore daha diisiik oldugu bildirilmistir (46). Biz de yaptigimiz galismada eritrositlerde katalaz
aktivitesini toksik hepatit grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik (p<0.001)
saptadik. Asetaminofen toksisitesinde L-Karnitin uygulamasinin eritrosit katalaz aktivitesine
etkisini aragtiran bir ¢aligmaya ise rastlamadik. Yaptigimiz ¢alismamizda tedavi grubunda
eritrosit katalaz aktivitesini toksik hepatit grubuna gore anlamli derecede yiiksek (p<0.05)
saptadik.

Literatiirde asetaminofen hepatotoksisitesi iizerine yapilan caligmalarda karaciger
dokusu katalaz aktivite diizeyinin azaldig1 bildirilmistir (37-39,59,64). Biz de ¢alismamizda
toksik hepatit grubunda karaciger dokusunda katalaz aktivitesini kontrol grubuna gore anlamli
derecede diisiik (p<0.001) saptadik. Asetaminofen ile karaciger toksisitesi olusturularak,
L-Karnitinin karaciger katalaz aktivitesi iizerine etkisini arastiran bir c¢alismaya ise
rastlamadik. Ancak; cesitli ajanlarla olusturulan karaciger hasarinda L-Karnitinin karaciger
katalaz aktivite diizeyini arttirdig1 bildirilmistir (45,54,55,63,65). Bizim yaptigimiz ¢alismada
karaciger katalaz aktivitesini tedavi grubunda, toksik hepatit grubuna gore anlamli derecede
yiiksek (p<0.001) saptadik. Calismamiz asetaminofen toksisitesinde L-Karnitinin eritrosit ve
karaciger katalaz aktivitesi iizerine etkisinin arastirilmasinda ilki teskil etmektedir.

Literatiirde asetaminofen ile olusturulan hepatotoksisitede eritrosit GPx aktivite
diizeyini arastiran tek ¢alismaya rastladik (46). Bu ¢alismada asetaminofen ile olusturulan
karaciger hasarinda, eritrositlerde GPx aktivitesinin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu
bildirilmistir. Biz de yaptigimiz c¢alismada eritrositlerde GPx aktivitesini toksik hepatit
grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik (p<0.001) saptadik. Literatiirde

asetaminofen ve diger toksik ajanlarla olusturulan karaciger hasarinda L-Karnitinin eritrosit
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GPx aktivitesi lizerine etkisini aragtiran bir calismaya rastlamadik. Bizim yaptigimiz
calismada tedavi grubunda eritrosit GPx aktivitesini toksik hepatit grubuna gore anlamli
derecede yiiksek (p<0.05) saptadik. Arastirmamiz toksik hepatit modelinde L-Karnitinin
eritrosit GPx aktivitesi iizerine etkisini arastiran ilk arastirma olma niteligini tagimaktadir.

Bulgularimiz ve literatiirdeki bulgular 1s181nda; toksik hepatit olusturulan grupta artan
serbest radikaller nedeni ile hiicre hasar1 olusmustur. Hasar nedeni ile hiicre i¢i antioksidan
savunmada yer alan katalaz ve GPx gibi enzimlerin doku rezervleri kontrol grubuna gore
azalmis olabilir. Toksik hepatit grubunda artmis olan MDA diizeyleri de membran lipidlerine
zarar vererek hem hepatositlerde hem de eritrositlerde olusan hasara katkida bulunmus
olabilir. Toksik hepatit grubunda plazma MDA ile eritrosit GPx arasinda saptadigimiz negatif
korelasyon (r: -0.786, p: 0.036) da bu diisiincemizi desteklemektedir. Toksik hepatit grubunda
artan oksidatif stres eritrositlerde ve karacigerde bulunan katalaz ve GPx enzimlerinde yapisal
degisikliklere, fonksiyon kaybina veya bu enzimlerin sentezinde azalmaya neden olmus
olabilir. Yine toksik hepatit grubunda, eritrositlerde azalan GSH diizeyleri de, GPx enziminin
kofaktorii olmasi nedeniyle, bu enzimin aktivite diizeyinde azalmaya sebep olmus olabilir.
Toksik hepatit grubunda katalaz ve GPx aktivitelerinin bu nedenlerle azaldigini
diistinmekteyiz.

Cao ve ark. (66) oral yoldan verilen L-Karnitinin, saglikli bireylerde de plazma katalaz
ve glutatyon peroksidaz aktivitesini arttirdigini bildirmistir. L-Karnitinin antioksidan enzimler
olan katalaz ve GPx enzimlerinin aktivitesini arttirarak serbest radikallerin neden oldugu
oksidatif hasar1 azalttigin1 sdyleyebiliriz. Tedavi grubunda toksik hepatit grubuna gore yiiksek
bulunan glutatyon diizeyleri de, GPx enziminin kofaktérii olmasi nedeniyle, bu enzimin
aktivitesini arttirmada yardime1 olmus olabilir. L-Karnitinin serbest radikal siipiriicti 6zelligi
sayesinde de antioksidan enzimleri oksidatif hasardan korudugunu disiinmekteyiz. Tedavi
grubunda saptadigimiz plazma MDA ile eritrosit GPx arasindaki negatif Kkorelasyon
(r: -0.786, p: 0.036) da bu diisiincemizi desteklemektedir.

Literatiirde asetaminofen hepatotoksisitesi iizerine yapilan g¢alismalarda karaciger
dokusunun mikroskobik degerlendirmesinde siniizoidal dilatasyon, nekroz ve inflamatuar
hiicre infiltrasyonu gozlendigi bildirilmistir (41,49,67). L-Karnitinin olusan bu yapisal
degisiklikleri azalttigin1 bildiren ¢alismalar mevcuttur (43,44). Biz de yaptigimiz ¢aligmada
toksik hepatit grubundaki karaciger doku kesitlerinin mikroskobik incelemesinde belirgin
siniizoidal dilatasyon, nekrotik hiicre ve parankimal mononiikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu

gozledik. Toksik hepatit grubunda mikroskopide goriilen nekrotik hiicre ile karaciger MDA
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arasinda saptadigimiz pozitif korelasyon (r: 0.707, p: 0.033) oksidatif hasarin doku hasari ile
iligkili olduguna isaret etmektedir. L-Karnitin tedavisi verilen grupta toksik hepatit grubunda
olusan yapisal degisikliklerin azaldigin1 saptadik. Gruplarimizda saptadigimiz transaminaz
diizeyleri de histopatolojik bulgularimizi desteklemektedir.

Sonug¢ olarak asetaminofen ile olusturulmus toksik hepatit modelinde, 500 mg/kg
dozundaki L-Karnitin uygulamasiin, lipid peroksidasyonu ve oksidan stres aracili karaciger
hasarmi azaltmada basarili oldugunu sdyleyebiliriz. L-Karnitinin asetaminofen kaynakli
hepatotoksisitede tedavi protokoliine eklenmesinin yarar saglayacagim ummaktayiz. Ozellikle
intihar amaglh ¢ok yiiksek doz asetaminofen alan vakalarda meydana gelen toksik tesirlerin
Onlenmesinde yeterli tedavi stratejileri halen mevcut degildir ve bu alanda daha fazla

calismaya ihtiya¢ oldugu kanaatindeyiz.
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SONUCLAR

Asetaminofen ile toksik hepatit gelistirdigimiz ¢alisma gruplarimizda olusan oksidatif
stresi ve L-Karnitin tedavisinin etkisini tam kan, plazma, eritrosit ve karaciger {lizerinde
yaptigimiz ¢aligmalarla degerlendirdik. L-Karnitinin lipid peroksidasyonu ve antioksidanlar
lizerine etkisini tespit etmeyi hedefledik. Bu amagla; tam kanda GSH, eritrositlerde katalaz,
GPx, plazmada MDA, Gc-globulin, serumda ALT, AST, karacigerde GSH, MDA, katalaz
diizeylerini degerlendirdigimiz ve histopatolojik inceleme yaptigimiz ¢aligmamizda elde
edilen sonuglar sunlardir:

1. Asetaminofen ile toksik hepatit olusturulan grupta serum ALT ve AST aktivite diizeyi
kontrol grubuna gore yiiksek bulundu.

2. L-Karnitinin uygulanan tedavi grubunda serum ALT ve AST aktivite diizeyi toksik
hepatit grubuna gore diisiik bulundu.

3. Plazma ve karaciger MDA diizeyi toksik hepatit grubunda kontrol grubuna gore
yiiksek bulundu.

4. Plazma ve karaciger MDA diizeyi tedavi grubunda toksik hepatit grubuna gore diisiik
bulundu.

5. Toksik hepatit grubunda plazma Gc-globulin diizeyi kontrol grubuna gore diisiik
bulundu.

6. Tedavi grubunda plazma Gc-globulin diizeyi, toksik hepatit grubuna gore yiiksek
bulundu.

7. Toksik hepatit grubunda tam kan ve karaciger GSH diizeyi kontrol grubuna gore
diistik bulundu.
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8. Tedavi grubunda tam kan ve karaciger GSH diizeyi, toksik hepatit grubuna gore
yiiksek bulundu.

9. Eritrosit ve karaciger katalaz aktivite diizeyi toksik hepatit grubunda kontrol grubuna
gore diisiik bulundu.

10. Eritrosit ve karaciger katalaz aktivite diizeyi tedavi grubunda toksik hepatit grubuna
gore yliksek bulundu.

11. Toksik hepatit grubunda eritrosit GPx aktivite diizeyi kontrol grubuna gore diisiik
bulundu.

12. Tedavi grubunda eritrosit GPx aktivite diizeyi toksik hepatit grubuna gore yiiksek
bulundu.

13. Toksik hepatit grubunda karacigerlerin mikroskobik degerlendirmesinde olusan
yapisal degisikliklerin kontrol grubuna gére daha yiiksek yiizdelerle ifade edildigi
bulundu.

14. Tedavi grubunda karacigerlerin mikroskobik degerlendirmesinde olusan yapisal
degisikliklerin toksik hepatit grubuna gore daha diisiik yiizdelerle ifade edildigi

bulundu.

Sonu¢ olarak bulgularimiz asetaminofen ile gelistirilen toksik hepatitte antioksidan
savunmanin azaldigini, lipid peroksidasyonunun arttigini ve oksidatif stresin olustugunu
gostermektedir. L-Karnitin antioksidan etkileri sayesinde oksidatif stresi ve lipid

peroksidasyonunu azalttigini sdyleyebiliriz.
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OZET

Bu ¢alismanin amaci, asetaminofen ile ratlarda toksik hepatit olusturarak, L-Karnitin
tedavi edici etkinligini aragtirmaktir. Calismada 30 adet Wistar rat ortalama agirliklar1 esit
olacak sekilde 3 gruba ayrildi. Kontrol grubu (n=10), toksik hepatit grubu (n=10), L-Karnitin
grubu (n=10) seklinde 3 grup olusturuldu. Toksik hepatit ve L-Karnitin grubundaki si¢anlara
asetaminofen sicak salin icerisinde ¢oziilerek 300 mg/kg tek doz intraperitoneal olarak verildi.
L-Karnitin grubundaki siganlara L-Karnitin 500 mg/kg dozunda intraperitoneal olarak
asetaminofeni takiben 5 dk sonra tek doz verildi. Kontrol grubundaki sicanlara ise
asetaminofenle es zamanli intraperitonal sicak salin soliisyonu enjekte edildi.

Toksik hepatit grubunda kontrol grubuna gére serum alanin aminotransferaz, aspartat
aminotransferaz diizeyi yiiksek (ikisi de; p<0.001), plazma ve karaciger malondialdehid
diizeyi yiiksek (sirastyla; p<0.05, p<0.001), plazma Gc-globulin diizeyi diisiik (p<0.001), tam
kan ve karaciger glutatyon diizeyi diisiikk (ikisi de; p<0.05), eritrosit ve karaciger katalaz
aktivitesi disiik (ikisi de; p<0.001), eritrosit glutatyon peroksidaz aktivitesi diisiik (p<0.001)
bulundu. Tedavi grubunda toksik hepatit grubuna gore serum alanin aminotransferaz, aspartat
aminotransferaz diizeyi diisiik (ikisi de; p<0.001), plazma ve karaciger malondialdehid diizeyi
diistik (ikisi de; p<0.05), tam kan ve karaciger glutatyon diizeyi yiiksek (ikisi de; p<0.05),
eritrosit ve karaciger katalaz aktivitesi yiiksek (sirasiyla; p<0.05, p<0.001), eritrosit glutatyon
peroksidaz aktivitesi yiiksek (p<0.05) bulundu. Plazma Gc-globulin diizeyinde ise anlamli bir
degisim goriilmedi. Toksik hepatit grubunda olusan nekrotik degisikliklerin tedavi grubunda
azaldig1 gozlendi.

Sonug olarak bu g¢alismada, L-Karnitinin, asetaminofen ile toksik hepatit olusturulan

ratlarda, lipid peroksidasyonu ve oksidan stres aracili karaciger hasarina karsi koruyucu
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oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Asetaminofen, L-Karnitin, lipid peroksidasyonu, oksidan stres,

antioksidanlar.
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THE EFFECTS OF L-CARNITINE ON LIPID PEROXIDATION AND
OXIDANT STRESS OF ACETAMINOPHEN INDUCED
HEPATOTOXICITY IN RATS

SUMMARY

Aim of this study, toxic hepatitis in rats with acetaminophen, investigate the effects of
L-Carnitine in the therapeutic. To be equal to the average weight of the study, 30 Wistar rats
were divided into 3 groups. Control (n=10), toxic hepatitis (n=10), L-Carnitine group (n=10)
in the form three groups created. Rats in groups toxic hepatitis and L-Carnitine to form an
acute toxic hepatitis, acetaminophen dissolved in warm saline, 300 mg/kg was administered
intraperitoneally at a single dose. Group L-Carnitine animals treated with the L-Carnitine 500
mg/kg as a single dose given intraperitoneally. Warm saline solution was injected
intraperitoneally to animals in the control group.

Toxic hepatitis group than the control group with high levels of serum alanine
aminotransferase, aspartate aminotransferase (both; p<0.001), malondialdehyde levels were
higher in plasma and liver (respectively; p<0.05, p<0.001), plasma Gc-globulin level were
lower (p<0.001), whole blood and liver glutathione levels were lower (both; p<0.05),
erythrocyte and liver catalase activity were lower (both; p<0.001), erythrocyte glutathione
peroxidase activity were lower (p<0.001). L-Carnitine group than the toxic hepatitis group
decreased the levels of serum alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase (both;

p<0.001), malondialdehyde levels were lower in plasma and liver (both; p<0.05), whole blood
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and liver glutathione levels were higher (both; p<0.05), erythrocyte and liver catalase activity
were higher (respectively; p<0.05, p<0.001), erythrocyte glutathione peroxidase activity were
higher (p<0.05). There was no significant change in the level of plasma Gc-globulin. Necrotic
changes in the treatment group showed a decrease of toxic hepatitis group.

As a result of this study, L-Carnitine, acetaminophen in rats with toxic hepatitis, liver

damage mediated by oxidative stress and lipid peroxidation were found to be protective.

Key Words: Acetaminophen, L-Carnitine, lipid peroxidation, oxidative stress,

antioxidants.
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