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SIMGE VE KISALTMALAR

: Absorbans

:Alkalen Fosfataz

:Alanin Aminotransferaz
:Aspartat Aminotransferaz

: Direkt bilirubin

: Elektron

:Gama Glutamil Transpeptidaz
: Glutatyon

: Malondialdehit

: N-asetilsistein

: Sodyum karboksi metilselliilloz

: N-asetil-p-benzoquinone imine

: 4,5 dihydroxyanthraquinone-2-carboxylic acid
- Riboniikleik asit

: Total bilirubin

: Tiyobarbitiirik asit reaktif substans



GIRIS VE AMAC

Karacigerde genetik, otoimmiin, sistemik hastaliklar ve hepatotropik virtisler gibi
bilinen etkenler disinda ilag, endiistriyel veya bitkisel toksinlerle olusan hasar, hepatotoksisite
olarak tanimlanir. Bitkisel hepatotoksisite nedenleri arasinda ¢ogu zaman fatal
seyreden mantar zehirlenmeleri basta gelmektedir. Karacigerde metabolize olan karaciger
veya bobrekten atilan bir ¢ok ilag ve toksik etken bu organlarda degisik derecelerde doku
hasarina yol agar (1-3).

Giiniimilizde akut ve kronik karaciger hastalig1 veya kolestaza yol agan 900’den fazla
ilag tanimlanmaktadir. Toksisitede Klinik tablo asemptomatik transaminaz yiiksekliginden
akut fulminant yetmezlige kadar degismekte olup kronik hepatit, siroz ve hepatobiliyer timor
gelisimi goriilebilmektedir (1-3). Histopatolojik olarak hepatosit ve diger hiicrelerde
inflamasyon, dejenerasyon (balonlasma, steatoz), hiicre 6liimii (nekroz, apoptozis), fibrozis,
sirozis, kolestaz ve graniillom olusumu saptanmaktadir (2,4).

Ilaca bagl hepatotoksisite idiosenkratik ve intrensek tip olmak iizere ikiye ayrilir.
Intrensek tip doz bagimlidir (3). Doz bagimli hepatotoksik ilaglar arasinda bazi analjezik,
antitliberkiiloz ve antineoplastik ilaglar sayilabilir. Tiim diinyada yaygin olarak antipiretik ve
analjezik olarak kullanilan asetaminofen (parasetamol) doz bagimli hepatotoksik ilaglarin
basinda gelmektedir (3,5,6). Asetaminofen’in tedavi dozu 325-1000 mg/giin olup 4gr’t
asmamalidir. Akut doz asiminda hepatotoksik etkiler ortaya ¢ikmakta bazen fatal
seyretmektedir (7). Hepatotoksisite ilacin toksik metaboliti olan N-asetil-p-benzoquinone
imine (NAPQI)’nin neden oldugu oksidatif stres ve kovalent baglanma nedeniyle olmaktadir
(2,3).



Normalde metabolizma sirasinda olusan serbest radikaller (oksijen, hidrojen,
hidroksil) hiicresel yapilara zarar verdiginden siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSHPX) ve katalaz gibi intrensek antioksidanlarla ortadan kaldirilir. Cevresel ve
bireysel olumsuz etkenler ve hastaliklarda artmis serbest radikallerin
temizlenmesinde intrinsek antioksidan sistem yetersiz kalir. Serbest radikal artis1 protein tiol
oksidasyonu ve lipid peroksidasyonuna yol agar. Biriken radikaller hiicre
zar1, deoksiriboniikleik asit (DNA) ve diger yapitaglarimi bozar. Asetaminofen ile
olusturulmus olan toksik hepatitte lipid peroksidasyonun arttig1 ve antioksidan olan glutatyon
(GSH)’un azaldig1 bildirilmektedir (8-13).

Lipid peroksidasyonu bir serbest radikal kaynagidir. Oksijen ile karsilasan lipidlerin
peroksidasyonu doku harabiyetine yol agar. Bu olumsuz etki ¢ogul doymamis yag
asitlerinden, peroksit olusmasi sirasinda iiretilen serbest radikallerin artisi ile baslar. Ug veya
daha fazla ¢ift bag tasiyan yag asitleri tarafindan tretilerck artan malondialdehit (MDA),
doku ve kanda lipid peroksidasyonunun bir parametresi olarak kullanilir (14).

Oksidatif streste toksik iiriinlerle konjuge olarak detoksifikasyonu saglayan endojen ve
eksojen yapilar antioksidan olarak tanimlanir. Glutatyon glutamik asit, sistein ve glisinden
olusan tripeptit yapisinda ©Onemli bir endojen antioksidandir. Molekiiliin antioksidan
etkisi sisteinin siilfidril grubu ile gergeklesir (9,15).

Canlilarda artan lipid peroksidasyonunu denetlemek ve azaltmak i¢in ¢esitli ekzojen
antioksidanlar kullanilmaktadir (14). Rhein (4,5 dihydroxyanthraquinone-2-carboxylic acid),
rhubarb (Rheum officinale) adli bitkiden elde edilen diacetylanthraquinone’un aktif
metabolitidir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda karaciger ve bdbrek patolojilerinde
olumlu etkileri bildirilmektedir. Rhein doz bagimli olarak siiperoksit anyon iiretimini ve
kemotaksisini inhibe  eder.  Antioksidan  etkisini,  tek  elektron  azaltan
flavoenzim substrat1 olarak géstermektedir (16).

Bu tez calismasinda, asetaminofen ile ratlarda olusturulan akut toksik hepatit
tablosunun yol ac¢tifi oksidatif hasarda; Rhein kullaniminin olasi olumlu etkilerini
degerlendirmek amaciyla karaciger dokusunda MDA ve GSH diizeylerinin yanisira, kanda
aminotransferazlar (ALT, AST), bilirubin, gamaglutamiltransferaz (GGT), alkalen fosfataz

(ALP) diizeyleri aragtirildi.



GENEL BIiLGILER

ASETAMINOFEN

Cahn ve Hepp 1886 yilinda antifebrin ismi ile bilinen, ates diisiiriicii 6zelligini
tesadiifen bulduklar1 temel bilesigi asetanilid olan ilac1 tibbin kullanimina sunmustur. Zaman
ilerledikce, asetanilid’in toksik oldugu anlasilmistir. 1887 yilinda asetanilid’in gelistirilmis
kimyasal bir tiirevi olan fenasetin tedaviye girmis ve analjezik olarak kullanilmistir. Fenasetin
de bobrek hasarma yol agtigr i¢in kullanimdan kaldirilmistir. Asetaminofen (parasetamol; N-
acetil-p-aminofenol) 1893 yilinda von Mering tarafindan ilk kez kullanilmig ve fenasetin ile
asetanilid’in aktif metaboliti oldugu tespit edildigi 1949 yilindan sonra kullanimi

yayginlasmustir (7,17).

Farmakokinetik ve Metabolizma

Asetaminofen oral olarak alindiktan sonra 30-60 dakika i¢inde doruk plazma
konsantrasyonlarina ulasir ve tedavi edici dozlarda plazma yarmmlanma Oomrii yaklasik 2
saattir. Asetaminofen viicut sivilarinin ¢oguna olduk¢a homojen dagilir (7,18,19).

Plazma proteinlerine baglanmasit degisken olup diger nonsteroid antiinflamatuar
(NSAI) ilaglardan daha azdir; akut toksikasyon sirasinda karsilasilan konsantrasyonlarda
yalnizca %20-50’s1 baglanir. Asetaminofen’in %90-100°1, karacigerde glukuronik asit
(yaklasik %60°1), siilfirik asit (yaklasik %35°1) ya da sistein (yaklasik %3’1) ile konjuge
olarak tedavi edici dozajin birinci giiniinde idrardan atilir; kiigiik miktarlarda deasetile ve
hidroksile metabolitleri de saptanmistir. ilacin glukoronidasyon kapasitesi ¢ocuklarda
eriskinlerden daha azdir (7). Asetaminofen’in kiiglik bir boliimii sitokrom P450 izoenzimleri

(CYP) araciligr ile N-hidroksilasyon reaksiyonuna girerek oldukga reaktif olan NAPQI
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meydana getirir. Normalde NAPQI glutatyonun siilthidril gruplariyla reaksiyona girer ve
bundan dolay1 zararsiz kabul edilir. Yiiksek dozlarda asetaminofen alindiktan sonra, meydana
gelen NAPQI metaboliti karacigerde glutatyonu bitirecek kadar fazla miktarda olusur ve
ilacin toksik etkilerine biiyilkk miktarda katkida bulunmaktadir (7,20-22). Sekil 1’de

asetaminofen hepatotoksisitesi gosterilmistir (2).

glukuronil transferaz
ASETAMINOFEN > Stabil metabolitler
stilfotransferazlar Ekskresyon(idrar)
e merkaptiirik asid
e Sistein deriveleri
CYP2E1 glutatyon
CYP3A4 transferaz alkol
CYP1A2 aclik
Infeksiyon
-alkol 1
NAPQI
-isoniazid
-rifampin?
-fenitoin?
-sigara
-omeprazol
v
kovalent baglanma
oksidatif stres
HEPATOSIT HASARI

Sekil 1. Asetaminofen hepatotoksisitesi(2)
CYP2EL: Sitokrom p 450 2 E 1 izoenzimi, CYP3A4; Sitokrom p 450 3 A 4 izoenzimi, CYP1A2; Sitokrom

p450 1 A 2 izoenzimi, NAPQI; N-asetil-p-benzo-quinone imine.
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Asetaminofen aspirinin yanisira giinlimiizde agr1 kesici ve ates diisiirlicli olarak yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ozellikle cocuklarda ve aspirin duyarliligi veya peptik iilseri
olanlarda giinlik 325-1000 mg (rektal 650 mg) olmak {izere giinlik 4 gr dozunda
uygulanmaktadir (7,23). En ¢ok kullanilan giinliik ortalama doz 1000 mg olup kronik alkolik
ve karaciger hastalig1 olanlarda giinliik 2000 mg’1 asmamalidir. Bu dozlarda gastrointestinal
yan etkilerinin aspirin ve aspirin olmayan NSAI’lerden daha az oldugu sanilmaktadir.
Asetaminofen onerilen tedavi edici dozlarda ¢ogunlukla iyi tolere edilir. Onemli bir yan etkisi
bilinmemektedir. Bazen ciltte dokiintii gibi alerjik reaksiyonlar ortaya ¢ikabilir (7).

Asetaminofen ile akut doz asimimin en kritik etkisi oliimciil hepatik nekrozdur.
Hipoglisemik koma ve renal tiibliler nekroz da olusabilir. Asetaminofen ile doz asiminin
karaciger hasarmma ve Oliime sebep olma mekanizmasi, toksik NAPQI metabolitine
doniismesini kapsamaktadir. Siilfat ve glukuronid konjugasyon yolaklar1 doygunluga ulasir ve
artan miktarlar NAPQI’y1 meydana getirmek tizere CYP aracili N-hidroksilasyona gider. GSH
ile konjuge edilen NAPQI hizlaca elimine edilir ve ardindan tekrar metabolize edilerek
merkaptiirik aside doniigiir ve sonra idrarla atilir. Asetaminofen doz asimi durumunda,
karaciger GSH diizeyleri tiikkenir. Olusan NAPQI, hiicre makromolekiillerine kovalent
baglanarak, enzimatik sistemlerin fonksiyonunu bozar ve metabolik diizensizlige sebep olur
(7,22,24). Asetaminofen bagimli hepatotoksisite i¢inde en ¢ok oksidatif stres ile kovalent
baglanma (2,3) {izerinde durulmakla beraber nitrik oksit olusumu, mitokondriyal
disfonksiyon, apoptozis, lipid peroksidasyonu, kalsiyum homeostazinin bozulmasi, reaktif

oksijen triinlerinin olugsmasininda etkisinin oldugu diisiiniilmektedir (25).

Asetaminofen Hepatotoksisitesi

Yetiskinlerde tek bir 10-15 gr (150-250 mg/kg) asetaminofen dozundan sonra karaciger
toksisitesi ortaya ¢ikabilir. 20-25 gr ve tizerindeki dozlar 6liimciil olma ihtimali yiiksektir (7).
CYP indiiksiyonu olan durumlarin (agir alkol tiiketimi gibi) veya glutatyon tilkenmesinin
(aglik ya da malnutrisyon gibi), nadir olmakla birlikte, tedavi edici araliktaki dozlarda hepatik
hasara duyarlilig: arttirdig1 gésterilmistir (26-29).

Akut asetaminofen toksisitesi dort klinik asamadan olusur. Ik basamak; 24 saat icinde
gerceklesir, semptomlar bulanti, karin agrisi, anoreksi gibi mide rahatsizliklarina benzer ve
toksikasyonun ciddiyet potansiyelini gizler. Ikinci basamak; 24-72 saat i¢inde gergeklesir, ilk
asamadaki semptomlar diizelmis yerlerini sag st kadran agrist almistir. Plazma
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transaminazlart yiikselir, bilirubin artar, protrombin zamani uzar. Bébrek fonksiyon bozulma
olusabilir. Uciincii asama; tipik olarak 72-96 saat sonra karaciger enzim anormallikleri
zirveye ulasir. Hepatik ensefalopati baslangici veya koagililopati olusabilir. Karaciger
biyopsisinde sentrolobiiler nekroz saptanir. Oliim gerceklesebilir. Dordiincii basamak; 6liimle
sonuclanmayan vakalarda, hepatik lezyonlar haftalar veya aylar siiren bir periyot iginde
iyilesmektedir (29-33).

Asetaminofen Toksisitesinde Tedavi

Asetaminofen doz asimi tibbi acildir. ilag alindiktan 4 saat sonra plazma asetaminofen
konsantrasyonu 300 pg/ml’yi ve ya 15 saat sonra 45 ug/ml’yi gegtigi durumlarda hastalarin
yaklasik %90’1nda ciddi hepatik hasar meydana gelir. Asetaminofen miktar1 alindiktan 4 saat
sonra 120 pg/ml’nin ya da 12 saat sonra 30 pg/ml’nin altindaysa, minimal hepatik hasar
ongoriilebilir (7).

Rumarck-Matthew nomogrami ilag alindiktan sonra gecen siire ile plazma
asetaminofen diizeylerinin ongoriilen hepatik hasar siddeti ile iliskisini gdsteren bir test
oldugu ifade edilmektedir (7,34,35). Zehirlenen hastalarin 6zellikli tedavi gerektirmeyen
yaklasik %10 kadarinda agir hepatik hasar gelisir; bunlarin yaklasik %20’si destek tedavisine
ragmen hepatik yetmezlikten kaybedilir. Sayet ila¢ alindiktan sonraki 4 saat iginde aktif
komiir verilirse, asetaminofen emilimini  %50-90 oraninda diislirir ve  gastrik
dekontaminasyon ig¢in tercih edilen yoldur. Gastrik lavaj genellikle tavsiye edilmemektedir.
Hepatik hasar riski tasiyanlarda N-asetilsistein  (NAC) endikedir. Asetaminofen
zehirlenmesinden siiphe edilen vakalarda NAC tedavisine kan diizeylerinin sonucu gelmeden
once baglanilmalidir, sayet sonuglar hepatotoksisite riskinin az oldugunu gdosterirse tedavi
sonlandirilmalhidir (7).

NAC, mukolitik bir ilagtir. Karaciger de siilfidril vericisi olan GSH’1n yerine kullanilir.
Asetaminofen metabolizmas1 sonucu olusan ve reaktif olan ara {irlinlere hizlica baglanarak
onlar1 etkisizlestirir. NAPQI’nin asetaminofene indirgenmesini hizlandirir. Zehirlenmenin
erken donemlerinde verilirse (yaklasik 10 saat iginde) asetaminofen aracilikli karaciger
hasarin1 onlemede etkilidir. Zehirlenmeden birgiin sonra verilse bile serbest radikallerin
temizlenmesi ve sitokinlerin olusumu iizerine etki gostererek, oksijen sunumunu ve kan
akiminmi diizelterek karaciger hasarinin azaltilmasi bakimindan yararli etki gosterebilir.
NAC’1n siilfidril baglayici ajan ve glutatyon prekiirsorii olmasi, onun oksidatif strese veya
serbest radikale sebep olan zehirlenmelerin tedavisinde deneysel amagli kullanilmasina yol

acmistir. Zehirlenmeye sebep olan asetaminofen miktarinin bilinmedigi hallerde veya serum
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asetaminofen konsantrasyonunun hemen olgiilemedigi durumlarda ampirik olarak da
kullanilabilir (36).

NAC oral olarak 140 mg/kg yiikleme dozu verilir, pesinden 4 saat arayla 70 mg/kg’lik
17 doz uygulanir. NAC intravenoz Verilecekse 150 mg/kg intravenéz yiikleme dozu %5
dekstroz 100 ml i¢inde 15 dakikalik intravenoz infiizyonla verilir (20 kg’in altindaki hastalar
i¢in), pesinden 4 saat siireyle %5 dekstroz 250 ml iginde 50 mg/kg intravendz inflizyon
verilir, sonra 16 saat siireyle % 5 dekstroz 500 ml iginde 100 mg/kg intravendz infiizyon
uygulanir. NAC aktif komiir varliginda bile bol miktarda emilir ve NAC-komiir etkilesimi
endisesinden 6tiirli ne NAC’1n ne de aktif komiiriin emilimi gecikir. Cilt dokiintiisii, bulanti,
kusma, ishal, anafilaksi olmas1 NAC’a kars1 gelisen istenmeyen reaksiyonlardir. Ulusal zehir
danisma merkezleri asetaminofen doz asimi hastalarinin tedavisine yardimeci olmak ig¢in
aranabilir. NAC tedavisine ilaveten, agresif destek tedavisi gereklidir (7).

Sayet gelisirse bobrek ve karaciger yetmezligi tedavisi verilmeli, hasta kiintlesirse
entubasyon yapilmasi gerekmektedir. Plazma glukozu yakindan izlenmelidir ¢iinkii hepatik
yetmezlige bagli olarak hipoglisemi gelisebilir (7). Asetaminofen toksisitesine bagli fulminan
hepatik yetmezlikde kan gazinda arteryal Ph 7,3’den az olmasi veya evre 3-4 ensefalopati
olmasi, protrombin zamaninin 100 saniyeden uzun olmasi, serum kreatin degerinin 3,4
mg/dl’den fazla olmasi karaciger transplantasyonu endikasyonudur. Bu kriterlere King’s
College Kiriterleri denir (37-39).

Hiicrelerin normal metabolizmas: sirasinda ortaya olumsuz etkili bazi atiklar
cikmaktadir ki bunlar oksijen radikalleri veya serbest radikaller olarak adlandirilir. Bu sirada
antioksidan sistem olarak tanimlanan ve bu atiklari ortadan kaldiran sistem aktive olarak
zararh etkileri onler. Cevresel ve bireysel ¢esitli olumsuzluklarda serbest radikaller ¢ok fazla
artar. Antioksidan aktivite baglangicta artarsada ortamdaki tiim oksijen radikallerinin
temizlenmesine yetemez. Bu nedenle konu oksidatif stres ve antioksidan sistem olarak ayri
ayri incelenir. Pratikte dokuda ve viicut sivilarinda oksidatif stresin arttigii lipid
peroksidasyon iiriinii olan MDA diizeyinde Ki artis ile antioksidasyonu ise GSH ile belirlenir
(11,12,15,29,40-46).

OKSIDATIF STRES

Gelismekte olan teknoloji, ultraviyole 1sinlar, ¢evre kirliligi, sigara gibi bir¢cok etken
devamli olarak cesitli zararli maddelerle kars1 karsiya gelmemize sebep olmaktadir. Bu etkiler
kendini serbest radikal olusumu ile gostermektedir (40). Serbest radikal, bir ya da daha ¢ok

sayida eslesmemis elektron i¢eren bir atom ya da molekiildiir. Diger kimyasali ileri derecede
7



reaktif hale getirir (41). insanim biyolojik sistemlerinde en énemli serbest radikaller oksijen
kaynakli olusan radikallerdir ve bunlara reaktif oksijen tiirleri denilmektedir (42,43). Serbest
oksijen radikalleri viicutta siirekli olusturulmakta ve bir antioksidan savunma sistemi de onlari
stirekli ortadan kaldirmaktadir. Bu dengenin bozulmasi, serbest oksijen radikallerinin
artmasina ve hiicre hasarina yol agmaktadir. Bu duruma oksidatif stres denmektedir (44-46).
Serbest radikaller, tizerine konulan siyah bir nokta ile gosterilir. Normalde hiicrelerde en fazla
serbest radikallerin olusup ¢evreye yayildigi merkez, mitokondriyal elektron transport
zincirindeki sizintidir (11).

Serbest oksijen radikalleri; hidroksil (OH), hidroperoksil (HO;), siiperoksit (Oy),
nitrik oksit (NO") ve nitrojen dioksit (NO,), alkoksil (RO ve peroksil (ROO") radikalleridir.
Hipoklorid asit (HOCI), singlet oksijen (*O.), hidrojen peroksit (H,05), peroksinitrittONOO"),
ozon (O3) ve lipid hidroperoksit (LOOH)’ de radikal olmayan ancak reaksiyona girme
kabiliyeti olduk¢a yiiksek olan oksijen merkezli bilesiklerdir (12,13). Reaktif oksijen
tiirlerinden su olusumu Sekil 3’te gosterilmistir (47).

Siiperoksid Radikali (O,"): Tiim aerobik (oksijenli) hiicrelerde O, nin bir elektron
eklenerek indirgenmesi sonucu, serbest siiperoksid radikal anyonu olusur. Kendisi direkt
hasar vermez. Gergekte onemi hidrojen peroksit kaynagi olmasi (Spontan veya siiperoksit
dismutaz enzimi vasitasiyla) ve gecis metalleri iyonlarmm (Cu*?, Fe*®, Mn*?, Mo™)
indirgeyicisi olmasidir. Ayrica NO ile birleserek peroksinitrit (ONOQO)’i olusturur (11,48-50).
O, (molekiiler oksijen) + e (elektron) —> O (siiperoksid)

Hidroksil Radikali (OH): H;O2’nin ge¢is metalleri iyonlari esliginde indirgenmesiyle
ya da suyun iyonize radyasyona maruz kalmasi sonucu olusur. Hidroksil radikali (OH)
olustugu yerde biiylik hasara sebep olabilen, yar1 dmrii olduk¢a kisa olan son derece reaktif

bir radikaldir (11,45,48,51,52).

Fe'? +H,0, ——» Fe™ +OH (hidroksil iyonu) + "OH (hidroksil radikali)
(Fenton reaksiyonu olarak adlandirilir).

H-O-H +Radyasyon = ——— H. + 'OH (hidroksil radikali)

Hidrojen peroksid (H,O;): Molekiiler O,’nin 2 ¢ (elektron) ya da siiperoksidin 1 ¢
almas1 sonucu olusan peroksidin; 2 Hidrojen atomu ile birlesmesi sonucu Hidrojen peroksid

(HzOz) olusur (ll).

0O, + 2 + 2H —— Hy;O,veya



O, (siiperoksid) + ¢ (elektron) + 2H — H,0;

Siiperoksid dismutaz enziminin katalizledigi bir reaksiyonla siiperoksitden hidrojen

peroksid sentez edilir. H,O,, membranlardan kolayca diffiize olabilen, uzun Omiirlii bir

oksidandir. Hidrojen peroksid, serbest radikal olmadigi halde, reaktif O, tiirleri i¢ine dahil

edilir. Cilinkii siiperoksid ile tepkimeye girerek hidroksil radikalini (OH) olusturur
(11,48,49,52-55). Sekil 2’de fagositik hiicrelerdeki antioksidan sistem gosterilmistir (47).

H,0, + 0,7 —— "OH (Hidroksil radikali) + OH (Hidroksil iyonu) + O,

(Haber —weiss reaksiyonu olarak adlandirilir)

2H,0+ O,

Stiperoksit

dismutaz w
202_ H>0,
%H+ 0O,

H,0; 2GSH NADP*

katalaz glutatyon glutatyon

peroksidaz rediiktaz
GSSG NADPH"

[

2H,0 H

Sekil 2. Fagositik hiicrelerde antioksidan sistem (47)

O, :Siiperoksid Radikali,

H,O,: Hidrojen peroksid, ‘OH: Hidroksil radikali, GSH:Glutatyon, GSSG: Glutatyon

disiilfid, NADPH™ : Nikotinamid adenin diniikleotit.



Molekiiler oksijen

o qj l Siiperoksit radikali

%

H0:0:H
-

H.0+0H
0! H

)
H.0

Hidrojen peroksit

Hidroksil radikali

Su

Sekil 3. Reaktif oksijen tiirlerinden su olusumu (47)
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Hiicre i¢inde serbest radikal artis1 en ¢ok lipid yapisindaki yapitaslarina sonra sirasiyla

protein, DNA ve karbonhidrat i¢eren yapilari etkiler(11,49).
Serbest Radikallerin Lipidler Uzerine Etkileri

Serbest radikallere en duyarli olan hiicre bilesigi lipidlerdir. Hiicre membranindaki
kolesterol ve doymamis yag asidleri serbest radikallerle kolayca etkilesime girerek
peroksidasyon iiriinlerini olusturur. Poliansatiire yag asidinin oksidasyonuna lipid
peroksidasyonu denir ve olusan membran hasar1 geri doniistimsiizdiir. Hidrofobik yapidaki
lipid radikalleri membrana bagli yapilarda tepkimeler olusturur. Bunun sonucunda membran
permeabiliteesi ve viskositesi etkilenir. Lipid peroksidasyonu sonucu meydana gelen
malondialdehid (MDA), membran kompenentlerinin birbirleriyle ¢apraz baglanmasina ve
polimerizasyon olusturmasina neden olur. Bu deformasyon, intrensek membran ozellikleri
olan iyon transportu, enzim aktivitesi, hiicre yiizey bilesiklerinin agregasyonunu degistirir
(11,12,30,49,56,57). Lipid peroksidasyon diriinlerinden olan malondialdehit tayini,
tiyobarbiitirik asit ile malondialdehitin tepkime vererek 532 nm dalga boyunda tayin
edilebilen renkli bir bilesik olusturmasi esasina dayanmaktadir. Tetrametoksipropan standart
olarak kullanilir ve sonuglar nmol/ml olarak tanimlanir. Bu metodla tiyobarbitiiriik asit ile
tepkime veren maddeler Olgiiliir ve yayinlarda tiyobarbitiirik asit reaktif substans (TBARS)
olarak yer almaktadir (29).

Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Serbest radikaller ile doymamis bag ve siilfiir bulunduran molekiillerin etkilesimi daha
fazla olur. Metionin, sistein, fenilalanin, triptofan, histidin, tirozin gibi aminoasitleri igeren
proteinler serbest radikaller ile kolayca etkilesime girmektedirler. Boylece siilfiir radikalleri
ile karbon merkezli radikaller olusur. Albumin ve immunglobulin gibi fazla distlfit bag:

ihtiva eden proteinlerin ii¢ boyutlu konfigiirasyonu bozulmaktadir (11,31,49,54).

Serbest Radikallerin DNA Uzerine Etkileri
Serbest radikaller zincir kirilmalarina ve niikleik asit baz diziliminin degigsmesine yol

acarak mutasyona hatta hiicre 6liimiine yol agmaktadir (11,32,33,49,52,58).

Serbest Radikallerin Karbonhidrat Uzerine Etkileri
Monosakkaritlerin otooksidasyonu (kendi kendine yiikseltgenme) sonucu hidrojen
peroksid, peroksid, okzaldehidler olusur. Bu yapilar sigara i¢imi ile ilgili kronik hastaliklarin

ve diyabetes mellitusun patogenezinde rol oynamaktadir (11,49,52,54).
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ANTIOKSIDANLAR

Tanmim

Kimyasal bilesikler ve zararli oksit tiirleri liretme kabiliyeti olan reaksiyonlar
prooksidanlar olarak bilinir. Ote yandan, bu tiir maddeleri ortadan kaldiran, bunlari siipiiren,
olusumlarini engelleyen ya da etkilerine karsi ¢ikan bilesik ve reaksiyonlara antioksidan
denir(59).

Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler (11-13,47).

Endojen antioksidanlar: Enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sinifa ayrilirlar.
Enzim olan endojen antioksidanlar sunlardir: 1) Siiperoksit dismutaz (SOD) 2) Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) 3) Glutatyon S-Transferazlar (GST) 4) Katalaz (CAT) 5)
Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi 6) Hidroperoksidaz. Enzim olmayan endojen
antioksidanlarsunlardir: 1) Melatonin 2) Seruloplazmin 3) Transferrin 4) Miyoglobin 5)
Hemoglobin 6) Ferritin 7) Bilirubin 8) Glutatyon 9) Sistein 10) Metiyonin 11) Urat 12)
Laktoferrin 13) Albiimin.

Eksojen antioksidanlar: Vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlari olmak iizere
smiflandirilabilirler. Vitamin eksojen antioksidanlar sunlardir: 1) Vitamin E (a-tokoferol) 2)
B-karoten 3) Askorbik asit (vitamin C) 4) Folik asit (folat)

Ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar sunlardir: 1) Ksantin oksidaz inhibitorleri
(allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten) 2) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin,
lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar, diphenyline
iodonium) 3) Rekombinant siiperoksit dismutaz 4) Trolox-C (vitamin E analogu) 5) Endojen
antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein) 6)
Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin) 7) Demir redoks dongiisi
inhibitorleri (desferroksamin) 8) Notrofil adezyon inhibitorleri 9) Sitokinler (TNF ve 1L-1)
10) Barbitiiratlar 11) Demir selatorleri

Gidalardaki eksojen antioksidanlar sunlardir: 1) Butylated hydroxytoluene (BHT) 2)
Butylated hydroxyanisole.

Antioksidanlar etki tiplerine gore dort gruba ayrilirlar (11).;
1- Toplayict: Oksijen radikallerini tutar ya da onlar1 daha zayif yeni bir molekiile
dontstiirerek etki gosterirler. Trakeobronsial mukus, antioksidan enzimler, urat,

mannitol, albumin bu grupta yer almaktadir.
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2- Bastirict: Oksijen radikallerine hidrojen ekleyerek aktivitelerini azaltir ya da inaktif
sekle dontstiiriir. Flavonoidler, vitaminler, antosiyanoidler, trimetazidin bu grupta yer
almaktadir.

3- Zincir kirict: Oksijen radikallerini baglayarak peroksidasyon halkasini kirip, etkisiz
hale getirirler. Mineraller, hemoglobin, seruloplazmin bu grupta yer almaktadir.

4- Onarict: Peroksidasyon halkasini tamir ederek etki gosterirler.

Glutatyon
Glutatyon (GSH) karacigerde sentezlenen glutamik asit, sistein ve glisin amino

asidlerinden olusan (y-glutamil sisteinil glisin) bir tripeptiddir. Glutatyon serbest radikaller

ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyan oOnemli bir
antioksidandir. Glutatyon molekiiliiniin i§ gdren pargast sistein aminoasidinin stilfidril
grubudur. Baz1 toksik elektrofilik zenobiyotikler, niikkleofilik GSH ile konjuge edilir:

R + GSH —»% R-SG

Bu tepkimede R, elektrofilik bir zenobiyotiktir. Bu reaksiyonlar1 katalizleyen
enzimlere glutatyon S transferaz adi verilmekte ve karaciger sitozoliinde fazla miktarlarda
bulunmaktadir. Viicudumuzda cesitli glutatyon S transferazlar bulunur ve farkli substrat
ozgilliigii gosterir. Elektroforez yontemi ile birbirinden ayirt edilebilir. Toksik zenobiyotikler,
glutatyon ile konjuge edilemez ise DNA, RNA ya da hiicre proteinleriyle serbestce kovalent
olarak baglanir ve bu da ciddi hiicre tahribatina yol agabilir. Bundan dolayi, glutatyon, bazi
ilaclar veya karsinojenler gibi baz1 toksik maddelere kars1 onemli bir savunma mekanizmasini
olusturur. Karaciger gibi bir dokuda glutatyon diizeyi azalacak olursa (sicanlara GSH ile
reaksiyona giren bazi maddelerin verilmesiyle elde edilebilen tiirde) bu dokunun, normalde
glutatyon ile konjuge edilen ¢esitli kimyasallarla yapilacak hasara karsi daha hassas hale
geldigi goriilebilir. Glutatyon atilmadan once konjugatlart daha ileri metabolize edilir.
Glutatyona ait glisinil ve glutamil gruplar1 6zgiin enzimler ile uzaklastirilir, geri kalan sisteinil
kismimin amino grubuna asetil-koA’dan alinan bir asetil grubu ilave edilir.Olusan madde
merkaptiirik asittir. Merkaptiirik asit L-asetilsisteinin bir konjiigat1 olup daha sonra idrarla
atilir. Glutatyonun zenobiyotik metabolizmasindaki goérevi disinda insan hiicrelerinde bagka

onemli islevleri de vardir.

1-Glutatyon peroksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyonla, toksik olan hidrojen

peroksidin bozulmasina katilir.
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2-Enzimlerin -SH gruplarimin indirgenmis halde tutulmasina yardime1 olan 6nemli bir

hiicre i¢i indirgeyicidir.

3-GSH’nin bir tasiyict olarak gorev aldigi metabolik bir dongiliden, bobrekte zarlardan

bazi amino asitlerin tasinmasinda gorevlidir:

Amino asit + GSH ——  y-Glutamil amino asit + Sisteinilglisin

Bu reaksiyon, bazi amino asitlerin plazma zarindan gegirilmesine olanak saglar, amino

asit, GSH ile yaptig1 karmadan daha sonra hidroliz edilir ve GSH, sisteinilglisinden tekrar

sentezlenir. Bu reaksiyonu y-Glutamiltransferaz (GGT) katalizler. Bu enzim hepatositlerin

endoplazmik retikulumunda ve bdbrek tiibiil hiicrelerinin plazma zarinda bulunur. Bazi
hepatobiliyer hastaliklarda karaciger hiicreleri tarafindan kana salgilandigi i¢in enzimin

tanisal degeri vardir (15).

OKSIDATIF STRES VE ANTIOKSIDAN AKTiVITENIN OLCULMESI

Oksidatif stres c¢alismalarinda, organizmada serbest radikal iiretimi artisinin
belirlenmesi i¢in ¢esitli biyolojik materyalde lipid peroksidasyonunun gesitli {iriinlerinin
konsantrasyonlar1 siklikla dl¢giilmektedir. Bu {iriinler arasinda Malondialdehit (MDA) 6l¢iimii
lipid peroksidasyonunun derecesinin belirlenmesi i¢in en sik bagvurulan testtir
(11,12,13,48,49).

Antioksidan aktivitenin Sl¢iilmesi

Oksidatif stres c¢alismalarinda, organizmada antioksidan savunma sistemleri cesitli
biyolojik materyalde cesitli antioksidanlarin aktiviteleri veya konsantrasyonlar1 farkli
yontemlerle ol¢lilmektedir. Bunlar arasinda rediikte glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), glutatyon rediiktaz, glutatyon S-transferaz, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
aktiviteleri, serumda B- karoten, Vitamin C (askorbik asit), Vitamin E (a-tokoferol),
melatonin diizeyleri sayilabilir (11,12,13,48,49).

RHEIN

Rheum officinale ve Rheum palmatum Kuzey Cin, Kore ve Tibet’te dogal olarak
yetismekte olan ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Toprak alti kismi etli ve kuvvetli rizomlar ve
rizomlardan ¢ikan koklerden olusmaktadir. Toprak iistii kisimlar1 baharda rizomlardan ¢ikan
cok sayida uzun sapl yapraklardan olusur. Lamina sekli kordattan orbikulata kadar degisken,

kenarlart tam veya kabaca dentat (Rheum officinale) veya palmatilobatdir (Rheum
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palmatum). Sekil 4’te Rheum officinale adli bitki gosterilmistir (60). Cigekler yesilimsi
beyazdan koyu mora kadar degisen renklerdedir. Bitkinin kdk ve rizomlarinin kimyasal
yapisinda hidroksiantrasen tiirevleri (emodin, fiskiyon, aloe-emodin, rhein, krizofanol) ve
heterozitleri (rheinozit A-D ve sennozit A-F), tanenler, stilbenler, fenilbutanonlar ve nisasta
yer alir. Bitkinin kok ve rizomlarindan hazirlanan ilaglar yiiksek dozlarda laksatif olarak
kabizlikta; diisik dozlarda ise diyarede etkilidir. Agiz mukozasinin enfeksiyon ve
inflamasyonlarinin tedavisinde dis agrilarinda ve derideki yaralar1 iyilestirmek amaciyla
haricen kullanildigi belirtilmektedir. Rheum palmatum ve Rheum officinale’nin in vitro
deneylerde antioksidan etkisini gostermek icin metanollii ekstresi ¢esitli konsantrasyonlarda,
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ile reaksiyona sokulmus ve antioksidan aktivite gosterdigi
ifade edilmektedir. Ayrica fenton reaksiyonu yoluyla iiretilen pirogallol otooksidasyonu ve
hidroksil radikalleri rizomlarda bulunan antrakinonlar tarafindan inhibe edilmistir. Siganlarda
tiyoasetamit ile olusturulan akut karaciger yetmezliginde rheum palmatum ekstresinin, 6nemli
derecede koruyucu ve tedavi edici etkileri goriildiigi ifade edilmektedir (61). Rhein, kimyasal
formiilii 4,5-dihydroxyanthraquinone-2-carboxylic acid) olan bir kimyasaldir (16). Oral
uygulamadan yarim saat sonra plazmada maksimum seviyeye eristigini ve 0,25-1,5 saat
arasinda yiliksek degerlerde kaldig: ifade edilmektedir (61). Antibakteriyel, antiinflamatuar ve
antitimoral etkilere sahiptir. Belirgin bir bigimde, rhein doza bagh olarak siiperoksit anyon
tiretimini Onler. Giiglii antioksidan etkileriyle birlikte, NADPH-sitokrom P-450 rediiktaz,
ubiquinone ve NADH-ubiquinone rediiktaz gibi c¢ok g¢esitli tek elektron azaltan

flavoenzimlerin substrati olarak is gormektedir (16).

qqqqq

Sekil 4. Rheum officinale (60)
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He ve ark. (62) unilateral ireteral obstriiksiyon (UUO) kaynakli renal interstisyel
fibroz iizerine rheinin etkilerini degerlendirdigi ve olasi mekanizmalarini arastirdii bir
calismada UUQ'su olan fareler, oral olarak rhein (150 mg/kg/d) verilmis. Renal interstisyel
hasar ve fibroz derecesi patolojik boyama ve Western blot ile degerlendirilmis. Olasi
mekanizmalar Western blot, immiinoflorasan boyama ve enzim-bagli immiinosorbent tahlil
ile calisilmis. Rhein terapisi gozle goriiliir bigcimde interstisyel fibrotik lezyonlari iyilestirmis,
a-diiz kas aktin (a-SMA) ekpresyonunu azaltmis, fibronektin (FN) depolanmasini azaltmus.
Rhein ayni1 zamanda obstriikte bobrekte transforne biiytime faktori-f1 (TGF-1) ve onun tip I
reseptdr ekpresyonunu baskilamis. In vitro olarak, rhein TGF-B1 kaynakli a-SMA ve FN
ekpresyonunu (normal sigan bobrek interstisyel fibroblast hiicreleri (NRK-49F)) azaltmus.
Rhein’in giiclii bir renal interstisyel fibrozis inhibitorii oldugu ve teropatik mekanizmasi en
azindan kismi olarak interstisyel fibroblast hiicre aktivasyonunu engellemek oldugu ifade
edilmektedir.

Sheng ve ark. (63) yapmis olduklar1 bir ¢alismada 4-5 ay siiresince yiiksek-yagl
diyetle besledikleri C57BL/6J cinsi farelerde obezite, hiperinsiilinemi, glikoz intoleransi,
yiikselmis plazma ALT seviyeleri, mikro ve makrovezikiiler steatoz gelistirdiklerini ve
normal-yagh diyetle beslenen farelerle karsilastirdiklarinda, yiiksek-yagli diyetle beslenen
farelerde onemli miktarda viicut ve yag agirliginin arttigini, serum total kolesterol, yiiksek
dansiteli lipoprotein, disiik dansiteli lipoprotein ve karaciger trigliserit seviyelerinin
yiikseldigini ve yagl karaciger gelisimine sebep oldugu ifade edilmektedir. Rhein’in etkilerini
alkole bagli olmayan yagl karaciger hastaligi (NAFLD) iligkili hepatik steatoz, insiilin direnci
ve T helper Th1/Th2 sitokin dengesizligi iizerinde yiiksek-yagli diet kaynakli obeziteli
farelerde yagh diet kaynakli obeziteli (DIO) denemisler. 40 giin boyunca oral olarak rhein
150mg/kg dozunda verilen DIO’lu farelerde yemek yemeyi etkilemeden, onemli miktarda
enerji harcanmasini arttirdigi, viicut agirligini ve kismi olarak viicut yag igerigini azalttigini,
instilin direncini 1iyilestirdigi ifade edilmektedir. Rhein tedavisinin bu farelerde karaciger
trigliserid seviyelerini azalttii, hepatik steatozu tersine cevirdigi ve ALT diizeylerini
normallestirdigi ifade edilmektedir. Bu fareleri rhein ile tedavi etmek, yemek alimini ve fekal
lipidleri etkilemeden viicut ve yag agirligi alimini iyilestirmis ve dikkat ¢ekici derecede enerji
harcanmasini arttirmig ve serum total kolesterol, yiiksek dansiteli lipoprotein, diisiik dansiteli
lipoprotein diizeylerini ve karaciger trigliserit diizeylerini azalttig1 ifade edilmektedir. Ayrica,
histolojik analize dayanarak, rhein yiiksek-yagli diyet kaynakli hepatik steatozu tersine
cevirdigi tespit edilmis. Yiksek-yagl diyet farelerinde, hepatik steatoz, yiikselmis serum

insiilini ve ALT seviyeleri, bozulmus glikoz toleransi arasinda gii¢lii bir iliski bulundugu
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ifade edilmektedir. Diger taraftan, rhein farelerde serum insiilin seviyelerini azaltmis, glikoz
toleransini diizeltmis ve ALT seviyelerini normale ¢evirmis oldugu ifade edilmektedir. Bu
calisma yiiksek yagl diyet kaynakli obezitede NAFLD iizerine Rhein tedavisinin yararliligin
ilk kez gosterdigi ifade edilmektedir (azalmis viicud ve yag agirligi, azalmis serum ve hepatik
lipid diizeyleri, diizelmis insiilin direnci, normalize olmus ALT diizeyleri ve tersine donmiis
hepatik steatoz). Bu yararlar karaciger X reseptorii (LXR)-aracili steroid regiilator element
baglayici protein (SREBP-1c¢) baskilanmasi ve artmis enerji harcanmasi ve Th1/Th2 dengesi
cevabinin karacigerde sitokin sinyali degismesi tarafiyla baskilanmis prositokin ekpresyonu
yoluyla lipid down-regiilasyonuyla olmaktadir. Rhein NAFLD gibi karmasik metabolik
hastaliklarda teropatik potansiyel tasimakta oldugu ifade edilmektedir.

Zhao ve ark. (64) yapmis olduklari bir c¢aligmada Rhubarb'n serbest
antrakinonlarminin siganlarda a-naftilisothiosiyanat kaynakli kolestatik karaciger hasarina
kars1 etkisini arastirmiglar. a-naftilisothiosiyanat sicanlara 50 mg/kg dozunda intragastrik (ig)
olarak verilmis, kolestazli karaciger hasar1 36 saat iginde gelismis, bu karakteristik ALT,
AST, total biluribin, direkt biluribin, ALP, GGT ve total safra asidi seviyeleriyle gdsterilmis.
Rhein, aloe-emodin, physion’un a-naftilisothiosiyanat hasarli siganlara intragastrik
uygulanmas1t ALT, AST, total bilirubin, direkt bilirubin, ALP, GGT ve total safra asidi serum
diizeylerini onemli miktarda azalttigi ifade edilmektedir. Biitiin hepatik biyokimyasal
belirtecler ve kolestatik indeksde rhein en etkilisi olarak tespit edildigi ifade edilmektedir.
Karsilastirmada, emodin ve chrysophanol uygulanmasi hepatik enzimler olan ALT, AST nin
serum seviyelerini diisiirmedigini ancak total bilirubin, direkt bilirubin, ALP, GGT ve total
safra asidi serum diizeylerini diistirdiigiinii, kolestatik karaciger hasarinda kismi koruma
sagladigi ifade edilmektedir. o-naftilisothiosiyanat hasarli si¢anlarin karacigerinde
intrahepatik kolestazis, hepatosit nekrozu, bilier epitel hiicre nekrozu, safra tikaniklig: ile
karakterize kolanjiolitik hepatit goriildiigli ifade edilmektedir. Rheinin mevcut intragastrik
uygulamas: biitiin morfolojik bozukluklarin agirligini azalttigi, Ozellikle de nétrofil
infiltrasyonu ile siniizoid kojesyonuna etki ettigi ifade edilmektedir. Rhein, aloe-emodin ve
physione hepatosit ve kolanjiosit {stiinde a-naftilisothiosiyanat kaynakli hasara kars
koruyucu etkiler gdsterirken, emodin-chrysophanol kismi koruma gosterdigi ifade

edilmektedir.
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma, 2012 yilinda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Ana Bilim
Dali Gastroenteroloji Bilim Dali protokoliinde, Fizyoloji, Patoloji, Merkez Biyokimya ve
Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda gergeklestirildi.

Calismada ortalama agirliklart 230+£20 gr arasinda degisen, 8-12 haftalik 30 adet erkek
Wistar Albino rat kullanildi. Ratlar Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve
Aragtirma Laboratuvari’ndan temin edildi.

Denekler ortalama kilolar1 benzer rastgele segilerek her grup 10 rattan olusmak tizere 3
grup olusturuldu. Labaratuvar kosullarinda standart olarak 2241C 1sida ve 12 saat
aydinlik/karanlik 151k periyodunda tutuldu. Beslenmede musluk suyu ve sigan yemi kullanildi.
Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi (Ek 1
TUHDYEK-2012/70). Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi komisyonu tarafindan
desteklendi (TUBAP proje No: 2012/80) (Ek 2).

Calismada toksik hepatit modeli olusturmada Katyare ve ark. (65)’nin gelistirdigi
model kullanildi. Rhein (Sigma, Almanya) ¢ozeltisi hazirlanirken Zhao ve ark. (16)’nin
gelistirdigi modelden faydalanildi.

1.Grup (n=10) : Saglikl1 kontrol grubu olarak kabul edildi.1 mL 1lik salin (45-50°C),
periton igine enjeksiyon yoluyla verildi. Enjeksiyondan 1 saat sonra plasebo olarak gavaj
yoluyla distile suda ¢6ziilmiis1 mL %5°1lik sodyum karboksi metilselliiloz (NaCMS) verildi.

2.Grup (n=10) : Toksik hepatit grubu olarak 1 gr/kg 1lik asetaminofen ¢dzeltisi 1 mL
ip. verildi. Enjeksiyondan 1 saat sonra gavaj yoluyla distile suda ¢6ziilmiis 1 mL %5 NaCMS

verildi.
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3.Grup (n=10) : Tedavi grubu olarak 1 gr/kg ilik asetaminofen ¢ozeltisi 1 mL ip.
verildi. Enjeksiyondan 1 saat sonra gavaj yoluyla %35 NaCMS iginde ¢oziilmiis 1 mL
40mg/kg Rhein verildi.

Asetaminofen ¢o6zeltisi enjeksiyonundan 24 saat sonra ii¢ gruptaki biitiin siganlar 10
mg/kg rompun ve 50 mg/kg kas i¢i ketamin anestezisi altinda intrakardiyak kanlar1 alindiktan
hemen sonra sakrifiye edilen siganlarin agilan karin bosluklarindan karacigerleri alindi. Daha
sonra buz kaplar {izerindeki kurutma kagitlarinin {istiine karaciger ¢ikarilarak konuldu, bistiiri
yardimiyla longitudinal kesiyle tige ayrildi. Isik mikroskobisinde incelenmesi amact ile
karacigerin bir pargast %10’luk formalin soliisyonuna konuldu, diger karaciger parcalari
serum fizyolojik ile yikandiktan sonra kurutma kagidi ile kurutulup daha Onceden
kodlananaliiminyum folyolara sarildi, agz1 kilitli posetlere konuldu ve MDA, GSH diizeyleri
caligilana kadar -80 °C’ de saklanildi.

Kan ornekleri +4 °C’de 3000xg’de 10 dakika sogutmali santrifiijde santrifiij edildi,

serum ornekleri ependorf tliplere alindi ve —80 °C” de saklandi.

Kullanilan Cihazlar

pH metre : InoLab, Level 1, Almanya

Su banyosu : Nickel Clifton Elektro LTD, Ingiltere
Derin Dondurucu : Thermo Elektron Corporation, USA
Spektrofotometre : Spectronic Unicam Helios a, Ingiltere

Manyetik karigtirict  : Remi equipments, Hindistan

Vorteks : Heidolp, Almanya

Otoanalizor : Advia 1800, Chemistry System, Almanya
Sogutmali santrifiij : MPW 350R, Polonya

Otomatik Pipetler : Biohit Proline, Finlandiya, Mettler Toledo, Isvigre
Homojenizator : Polytron Kinematica AG, Isvigre

Hassas terazi : Mettler Toledo, AB204-S, Isvigre

Kullamlan Kimyasal Maddeler

Asetaminofen : Sigma, USA
Rhein :Sigma, Almanya
%5NaCMS : Sigma, USA
NaCl : Merck, Almanya
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DTNB : Sigma, Almanya

Tiyobarbitiirik asit : Sigma, Almanya
EDTA : Merck, Almanya
Butanol : Merck, Almanya
Piridin : Merck, Almanya
Etanol : Riedel de Haen, Almanya

Sodyum dodesil siilfat : Merck, Almanya

Na,CO3 :Riedel de Haen, Almanya
Asetik asit : Merck, Almanya
HCI : Merck, Almanya
NaOH : Merck, Almanya
KH,PO, : Merck, Almanya
KCI : Merck, Almanya
Na,HPO, : Merck, Almanya

Biyokimyasal Caliymalar

Trakya Universitesi Merkez Biyokimya Laboratuvarinda, Advia 1800 (Chemistry
System, Almanya) otoanalizér makinesi kullamlarak serumda; ALT, AST, T.BiL, D.BIL,
ALP, GGT o6lgtimleri yapildi.

Histolojik Calismalar

Isik mikroskobunda incelenmek iizere sagittal olarak kesilen ve %10 formalinde fikse
edilmis karaciger parafin bloklara gomiildii. Bu islemden sonra 4 mikrometre kalinliginda
kesitler alinarak, hematoksilen-eozin (HE) boyasi ile boyandiktan sonra 151k mikroskobu ile
degerlendirilmistir. Yapmis oldugumuz calismada toksik gruptan 5 ratin karacigerinin
mikroskobik incelenmesinde Onemli bir patolojiye rastlanilmadi. Bu nedenle calismanin

patolojik degerlendirilmesinden vazgecildi.

Karaciger Dokusu Homojenizasyonu

Karaciger dokular1 —80 “C’den alindiktan sonra bistiirii ile kesilerek tartildi ve tiiplere
yerlestirildi. MDA ve GSH diizeyleri i¢in 0.15 M KCI soliisyonu ile %10’luk (w:v) olacak
sekilde hazirland1 ve tiipler buz iizerinde tutularak homojenizator ile homojenize edildi.

Homojenatlar 4000xg’de 10 dk +4 "C’de santrifiij edildi. Ardindan iistte kalan slipernatanttan
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0,2 ml kismi alindi ve ayrilan silipernatantlar spektrofotometrik MDA, GSH diizeyleri

Ol¢timlerinde kullanildi.

Doku Malondialdehit Miktar Tayini

Calismamizda lipid peroksidasyon son liriinlerinden biri olan MDA ’nin tiyobarbitiirik
asit (TBA) ile asit ve sicak ortamda tepkimeye girmesi sonucu olusan pembe renk
spektrofotometrik olarak 6lgiildii (66).

Cozeltiler:

1. %0.8’lik tiyobarbitiirik asit (TBA)

2. n-Butanol/Piridin (15:1)

3. %8.1°1lik Sodyum dodesil siilfat (SDS)

4. %20’lik Asetik asit (NaOH ile pH 3.5’e ayarlandi)
Deneyin yapilist: 0.2 ml 10 kat diliie edilmis karaciger dokusu homojenati; sirastyla 0.2 ml
%38.1’1ik SDS, 1.5 ml %20’lik asetik asit, 1.5 ml %0.8’lik TBA ve 0.6 ml distile su eklendi.
Olusan karisim 95 °C’deki su banyosunda 1 saat tutuldu. Daha sonra musluk suyu ile
sogutulup tlizerine 1 ml distile su ve 5 ml butanol/piridin (15:1) ilave edilerek vorteksle 1
dakika karistirildi. Organik faz 4000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek ayrildi. Homojenat
icermeyen ayirag korline karsi absorbanslar 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede

okundu.

Sonuglarin hesaplanmasi

10° x A x Vt

C (nmol/ml) =

103X LXE X Vs

10%:Moliin nanomole cevrilmesi

A: Absorbans

Vt: Total reaksiyon hacmi

10*: Litrenin mililitreye ¢evrilmesi

L: Kiivet ¢ap1

E: Tiiketim katsayisi (1.56 10° M cm™)
Vs: Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi

Net sonuglar MDA nmol/g yas doku olarak ifade edildi.
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Karaciger Dokusu Glutatyon Diizeyinin Ol¢iimii

Karaciger doku homojenatlarindaki serbest haldeki siilfidril gruplarinin Ellman ayiract
ile meydana getirdigi rengin spektrofotometrik olarak tespit edilmesi, glutatyon diizeyinin
belirtilmesi i¢in kullanildi (67).

Cozeltiler:
1. 1 mM Elman ayiract: 4mg 5.5-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DNTB), 10 ml %]1’lik
sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢oziildii.
2. Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 120 g NaCl, 6.68 g metafosforik asit ve 0.8 g sodyum-EDTA
tartild1 ve 400 ml distile suda ¢ozildii.
3. 0.3 M Disodyum fosfat (Na,HPO,)

Deneyin yapilist: 0.5 ml karaciger dokusu homojenati tizerine 1.5 ml 0.15 M KCI ve 3
ml proteinsizlestirme ¢ozeltisi ilave edildi. Olusan karistm 3000xg’de 20 dakika santrifiij
edildikten sonra 0.5 ml siipernatant alinarak iizerine 2 ml M Na2HPO4 ve 0.5 ml Ellman
ayiract ilave edildi. Homojenat icermeyen ayira¢ koriine karsi absorbanslar 412 nm’de
okundu. GSH diizeyleri ekstinksiyon katsayis1 (Y=1.36 104 M cm™) kullanilarak hesaplandi.
Net sonuglar GSH pmol /g doku olarak ifade edildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sonuglar ortalama+tstandart sapma olarak ifade edildi. Gruplar arasindaki farkliliklar,
degiskenlerin normal dagilim 6zelligi gostermemelerinden dolayr Kruskal Wallis test ile
degerlendirildi. Gruplar arasinda farklilik oldugu tespit edilen parametrelerde c¢oklu
karsilastirma testi olarak Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanildi. Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi i¢in p<0.016 degeri istatistiksel anlamlilik sinir degeri
olarak kabul edildi. Istatistiksel analizler T.U. Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim
Anabilim Dalinca yapilmis olup, analizlerde anabilim dalinin SPSS 20.0 lisansh (Lisans

No: 10240642) paket programi kullanildi.

22



BULGULAR

Asetaminofen ile olusturulan akut toksik hepatit modelinde Rhein’in olast olumlu
etkisi, asetaminofenle toksik, rheinle tedavi ve kontrol grubu olmak iizere 10’ar rattan olusan
3 grupta arastirildi. Deneklerin karaciger dokularinda oksidatif stresi degerlendiren MDA
(nmol/gr), antioksidan savunmay1 gosteren GSH (umol/gr)’nin yanisira ALT, AST, ALP ve
GGT dizeyleri (U/L), total bilirubin, direkt bilirubin (mg/dl) diizeyleri olgiilerek
karsilagtirildi. Gruplara ait degerler Tablo 1-3’te verilmistir.

Asetaminofenle toksik hepatit olusturulan grupta ortalama ALT 424+34 U/L
(P1<0,001), AST 953490 U/L (P1<0,001) olarak saptandi. Kontrol grubunda ortalama ALT
52+4,51 U/L, AST 89+4,21 U/L olup aradaki farklilik istatistiksel olarak anlamliydi.
Asetaminofen ile toksik hepatit gelistirilen grupta ortalama serum ALP 201+21 U/L
(P1<0,001), GGT 3,90+3,14 U/L (P1<0,01), T.BIL 0,17+0,048 mg/dl (P1<0,001), D.BIL
0,07+0,048 mg/dl (P1<0,01) diizeyleride kontrol grubu ALP 68+5,58 U/L, GGT 0,50+0,52
U/L, T.BIL 0,03+0,048 mg/dl, D.BIL 0+0 mg/dl diizeylerine gére yiiksek ve istatistiksel
olarak anlamli bulundu.

Asetaminofen ile toksik hepatit gelistirilen grupta ortalama ALT 424+34 U/L, AST
953+90 U/L, ALP 201+21 U/L, GGT 3,90+3,14 U/L, T.BIL 0,17+0,048 mg/dl, D.BIL
0,07+0,048 mg/dl tespit edilmis olup tedavi amaciyla Rhein verilen tedavi grubunda ortalama
ALT 232+42 U/L (P3<0,001), AST 495+66 U/L (P3<0,001), ALP 164+28 U/L (P3<0,01),
GGT 2,70+3,46 U/L, T.BIL 0,06+0,052 mg/dl (P3<0,01), D.BIL 0+0 mg/dl (P3<0,01)
saptand1. Bunun yani sira Rhein grubunda GGT diizeyleri hari¢ ALT, AST, ALP, T.BIL,

D.BIL diizeyleri toksik gruba gére azalmus ve istatistiksel anlaml1 bulundu.
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Rhein ile tedavi edilen grupta ortalama ALT 232+42 U/L (P2<0,001), AST 495+66
U/L (P2<0,001), ALP 164+28 U/L (P2<0,001) diizeyleri tespit edilmis olup kontrol grubu
ALT 52+4,51 U/L, AST 89+4,21 U/L, ALP 684558 U/L diizeylerine gore yiiksek ve
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Tedavi grubu GGT 2,70+3,46 U/L, T.BIL 0,060,052
mg/dl, D.BIL 0+0 mg/dl diizeyleri ile kontrol grubunun GGT 2,70+3,46 U/L, T.BIL
0,060,052 mg/dl, D.BIL 0+0 mg/dl, diizeyleri arasinda fark goriilmedi.

Karaciger dokusunda oksidatif stresi gosteren MDA diizeyi toksik hepatit grubunda
0,051+0,007 nmol/gr, tedavi grubunda 0,060+0,026 nmol/gr, kontrol grubu 0,03+0,010
nmol/gr olarak saptandi. Toksik grupta MDA diizeyi yiiksek olmakla birlikte kontrol grubu ile
arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmadi. Tedavi grubunda MDA diizeyleri kontrol
grubundan anlamli olarak yiiksekti (P2<0,01). Toksik ve tedavi grubu degerleri arasinda
istatistiksel anlaml1 bir fark bulunmadi.

Karaciger dokusunda antioksidan savunmayi gosteren GSH diizeyleri toksik hepatit
grubunda 0,048+0,007 pmol/gr, tedavi grubunda 0,049+0,004 umol/gr, kontrol grubunda
0,01+0,005 pmol/gr olarak saptandi. GSH diizeyi toksik hepatit grubunda kontrol grubuna
gore yiiksek bulunmus olup istatistiksel olarak anlaml tespit edilmistir (P1<0,001). Tedavi
grubu GSH diizeyi kontrol grubuna gore yiiksek bulunmus olup istatistiksel anlamli bulundu
(P2<0,001). Tedavi grubu ile toksik hepatit grubu GSH diizeyi bakimindan istatistiksel
anlaml fark saptanmadi.

Sekil 5’de kontrol grubu, toksik hepatit grubu ve tedavi grubu serum MDA diizeyleri
nmol/gr cinsinden verilmis olup her 3 grubun ortalama MDA degerleri sirasiyla 0,034-0,051-
0,050 nmol/gr, en diisiik MDA degerleri 0,03-0,04-0,04 nmol/gr, en yiiksek MDA degerleri
0,06-0,07-0,13 nmol/gr tespit edilmis olup toksik hepatit grubu ile kontrol grubu arasinda
MDA degerleri bakimindan istatistiksel anlamli bir fark bulunmadi. Tedavi grubu ile toksik
hepatit grubu arasindaki MDA degerlerleri bakimindan istatistiksel anlamli bir fark
bulunmadi.

Sekil 6’da kontrol grubu, toksik hepatit grubu ve tedavi grubu serum ALT diizeyleri
U/L cinsinden verilmis olup her 3 grubun ortalama ALT degerleri sirasiyla 52-417-226 UJ/L,
en disiik ALT degerleri 44-386-174 U/L, en yiiksek ALT degerleri 59-503-314 U/L tespit
edilmis olup toksik hepatit grubu ile tedavi grubu ALT degerleri kontrol grubundan yiiksek ve
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Tedavi grubu ALT degerleri toksik hepatit ALT

degerlerlerinden diisiik ve istatistiksel olarak anlamli bulundu.
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Sekil 7°de kontrol grubu, toksik hepatit grubu ve tedavi grubu serum AST diizeyleri
U/L cinsinden verilmis olup her 3 grubun ortalama AST degerleri sirasiyla 90-961-491 U/L,
en diisiik AST degerleri 81-814-414 U/L, en yiiksek AST degerleri 94-1084-600 U/L tespit
edilmis olup toksik hepatit grubu ile tedavi grubu AST degerleri kontrol grubundan yiiksek ve
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Tedavi grubu AST degerleri toksik hepatit AST
degerlerlerinden diisiik ve istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Sekil 8’de kontrol grubu, toksik hepatit grubu ve tedavi grubu serum ALP diizeyleri
U/L cinsinden verilmis olup sirasiyla her 3 grubun ortalama ALP degerleri 67-196-161 U/L,
en diisik ALP degerleri 63-179-109 U/L, en yiiksek ALP degerleri 78-245-204 U/L tespit
edilmis olup toksik hepatit grubu ile tedavi grubu ALP degerleri kontrol grubundan yiiksek ve
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Tedavi grubu ALP degerleri toksik hepatit ALP
degerlerlerinden diisiik ve istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Sekil 9°da kontrol grubu, toksik hepatit grubu ve tedavi grubu serum GGT diizeyleri
U/L cinsinden verilmis olup sirasiyla her 3 grubun ortalama GGT degerleri 0,5-3-1 U/L, en
diisik GGT degerleri 0-0-0 U/L, en yiiksek GGT degerleri 1-11-10 U/L tespit edilmis olup
toksik hepatit grubu GGT degerleri kontrol grubundan yiiksek ve istatistiksel olarak anlaml
bulundu. Tedavi grubu ile toksik hepatit grubu arasinda GGT degerlerleri bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi.

Sekil 10°da kontrol grubu, toksik hepatit grubu ve tedavi grubu serum T.BIL diizeyleri
mg/dl cinsinden verilmis olup sirasiyla her 3 grubun ortalama T.BIL degerleri 0-0,2-0,1
mg/dl, en diisiik T.BIL degerleri 0-0-0 mg/dl, en yiiksek T.BIL degerleri 0-0-0 mg/dl tespit
edilmis olup toksik hepatit grubu T.BIL degerleri kontrol grubundan yiiksek ve istatistiksel
olarak anlamli bulundu. Tedavi grubu T.BIL diizeyleri toksik hepatit grubuna gére diisiik ve
istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Sekil 11°de kontrol grubu, toksik hepatit grubu ve tedavi grubu serum D.BIL diizeyleri
mg/dl cinsinden verilmis olup sirasiyla her 3 grubun ortalama D.BIL degerleri 0-0,1-0 mg/dl,
en diisiik D.BIL degerleri 0-0-0 mg/dl, en yiiksek D.BIL degerleri 0-0-0 mg/dl tespit edilmis
olup toksik hepatit grubu D.BIL degerleri kontrol grubundan yiiksek ve istatistiksel olarak
anlamli bulundu. Tedavi grubu D.BIL diizeyleri toksik hepatit grubuna diisiik ve istatistiksel
olarak anlamli bulundu.

Yapmis oldugumuz c¢alismada toksik gruptan 5 ratin karacigerinin mikroskobik
incelenmesinde Onemli bir patolojiye rastlanilmadi. Bu nedenle c¢alismanin patolojik

degerlendirilmesinden vazgecildi.
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Tablo 1. Kontrol grubu ile toksik hepatit grubu arasindaki karaciger doku agirhgi,
karaciger doku malondialdehit diizeyi, karaciger doku glutatyon diizeyi ve

kan biyokimyasal degerlerinin karsilastirilmasi

Kontrol grubu

Toksik hepatit grubu

Ort+SS Ort+SS Pl

DA 0,18+0,01 0,18+0,01 -
Doku MDA 0,03+0,01 0,050,007 0,017
Doku GSH 0,01+0,005 0,040,007 <0,001"
ALT 52+4.51 424434 <0,001"
AST 89+4,21 953490 <0,001"
ALP 68+5,58 20121 <0,001"
GGT 0,50+0,52 3,90+3,14 0,002
T.BiL. 0,03+0,04 0,17+0,048 <0,001"
D.BiL. 0,00+0,00 0,07+0,048 0,001

DA: Doku agirlig;; Doku MDA: Doku malondialdehit; Doku GSH: Doku glutatyon; ALT: Alanin
aminotransferaz; AST: Aspartat aminotransferaz; ALP: Alkalen fosfataz, GGT: Gamaglutamiltransferaz;

T.BIL.: Total bilirubin; D.BIL: Direkt bilirubin; SS: Standart Sapma; Ort: Ortalama.
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi, P1°<0,016 istatistiksel olarak anlaml1.

Tablo 2. Kontrol grubu ile tedavi grubu arasindaki karaciger doku agirhgi, karaciger
doku malondialdehit diizeyi, karaciger doku glutatyon diizeyi ve kan

biyokimyasal degerlerinin karsilagtirilmasi

Kontrol grubu Tedavi grubu P2
Ort+SS Ort+SS

DA 0,18+0,01 0,18+0,01 -
Doku MDA 0,03+0,01 0,06+0,02 0,006
Doku GSH 0,010,005 0,040,004 <0,001™
ALT 52+4,51 232442 <0,001™
AST 89+4,21 495+66 <0,001"
ALP 68+5,58 164+28 <0,001™
GGT 0,50+0,52 2,70+3,46 0,106
T.BiL. 0,03+0,04 0,06+0,05 0,189
D.BIL. 0,00-£0,00 0,00-£0,00 1

DA: Doku agirligi; Doku MDA: Doku malondialdehit; Doku GSH: Doku glutatyon; ALT: Alanin
aminotransferaz; AST: Aspartat aminotransferaz; ALP: Alkalen fosfataz; GGT: Gamaglutamiltransferaz;

T.BIL.: Total bilirubin; D.BIL: Direkt bilirubin; SS: Standart Sapma; Ort: Ortalama.
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi, P27<0,016 istatistiksel olarak anlaml1.
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Tablo 3. Toksik hepatit grubu ile tedavi grubu arasindaki karaciger doku agirhgi,
karaciger doku malondialdehit diizeyi, karaciger doku glutatyon diizeyi ve

kan biyokimyasal degerlerinin karsilastirilmasi

Toksik hepatit grubu Tedavi grubu P3
Ort£SS Ort+£SS

DA 0,18+0,01 0,18+0,01 -
Doku MDA 0,05+0,007 0,06+0,02 0,569
Doku GSH 0,040,007 0,04+0,004 0,676
ALT 424+34 232+42 <0,001""
AST 953+90 495466 <0,001""
ALP 20121 164428 0,010
GGT 3,90+3,14 2,70+3,46 0,192
T.BiL. 0,17+0,048 0,060,053 0,001
D.BiL. 0,070,048 0,00:£0,00 0,001

DA: Doku agirhg;; Doku MDA: Doku malondialdehit; Doku GSH: Doku glutatyon; ALT: Alanin
aminotransferaz; AST: Aspartat aminotransferaz; ALP: Alkalen fosfataz; GGT: Gamaglutamiltransferaz;
T.BIL.: Total bilirubin; D.BIL: Direkt bilirubin; SS: Standart Sapma; Ort: Ortalama.
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi, P377<0,016 istatistiksel olarak anlamli
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MDA: Malondialdehit.
Sekil 5. Gruplarin karaciger doku, malondialdehit diizeylerinin grafiksel

gosterimi
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ALT: Alanin amino transferaz

Sekil 6. Gruplarin serum ALT diizeylerinin grafiksel gosterimi
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Sekil 7. Gruplarin serum AST diizeylerinin grafiksel gosterimi
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Sekil 8. Gruplarin serum ALP diizeylerinin grafiksel gosterimi
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GGT: Gamaglutamil transferaz

Sekil 9. Gruplarin serum GGT diizeylerinin grafiksel gosterimi
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T.BiL: Total bilirubin

Sekil 10. Gruplarin serum T.BiL. diizeylerinin grafiksel gésterimi
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D.BIL: Direkt bilirubin
Sekil 11. Gruplarin serum D.BIL. diizeylerinin grafiksel gosterimi
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TARTISMA

Karaciger gastrointestinal kanal ile sistemik dolasim arasinda yer alan, bir¢cok
gbrevinin yanisira zararli maddeleri detoksifiye ve metabolize eden bir organdir. Ilaglar, bazi
kimyasallar ve bitkilerle gelisen karaciger hasar1 hepatotoksisite veya toksik hepatit olarak
tanimlanir. Tlaca bagli hepatotoksisite doza bagl veya idiyosenkratik-allerjik olabilir. Tlacin
dozuna bagli ve 6nceden tahmin edilebilir tipine intrensek hepatotoksisite denmektedir.
Hemen ¢ogu ila¢ doza bagl olarak karacigeri olumsuz olarak etkiliyorsa da bunlar arasinda
basta asetaminofen gelmektedir (3).

Asetaminofenin akut doz asimi degisik diizeylerde karaciger hasarina yol agar (7).
Amerika Birlesik Devletleri’nde asetaminofen toksisitesi akut karaciger yetmezIliginin en sik
nedenidir (3,68,69). Akut tabloda tedavide erken donemde Kkusturma, mide lavaji gibi
yontemler uygulaniyorsa da rutin olarak etkinligi tartisilan glutatyon prekursori NAC
kullanilmaktadir (3,24). Bu konuda tedavi igin basta glikokortikoidler, ursodeoksikolik asit
olmak {tizere antioksidan olarak tanimlanan bir¢ok bitki, vitamin ve molekiil deneysel olarak
arastirilmaktadir  (3). Bu c¢alismada siganlarda asetaminofenle olusturulan deneysel
hepatotoksisite modelinde bitkisel kokenli antioksidan rheinin etkisi arastirildi.

Ik kez 1989 tarihinde karaciger hasar1 tanimi serum aspartat aminotransferaz, alkalen
fosfataz ve total bilirubinin birlikte artis1 (bunlardan birinin normalin iist sinirin1 2 kat agmasi
sartiyla) veya serum alanin aminotransferaz veya konjuge bilirubin seviyesinde normalin {ist
siirinin 2 katindan daha fazla artisi olarak tanimlanmistir. 2001 tarihinden sonra ise alanin
aminotransferaz degerleri normal {ist sinirinin 3 katindan, total bilirubin normal {ist sinirinin

iki katindan daha yiiksek olmasi klinik olarak onemli karaciger test anormalligi seviyesi
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olarak belirlenmistir. Serum enzimleri; ALT (alanin aminotransferaz), AST (aspartat
aminotransferaz), ALP (alkalen fosfataz), karaciger hasarinin gostergesi olarak
degerlendirilmistir. Hem total hem de konjuge bilirubin seviyeleri genel karaciger
fonksiyonunun o6l¢iisii olarak alinmustir (3). Bundan dolay1 ¢alismamizda karaciger hasar
gostergesi olarak ALT, AST, ALP, GGT, Total bilirubin, Direkt bilirubin kullanildu.

Asetaminofen ile olusturulan akut toksik hepatit modelinde Rhein’in olast olumlu
etkisini arastirmak amaciyla 10’ar rattan olusan asetaminofenle toksik, Rhein’li tedavi grubu
ve kontrol grubu olmak tizere {i¢ grup arastirildi. Deneklerin karaciger dokularinda oksidatif
stresi degerlendiren MDA, antioksidan savunmay1 gosteren GSH diizeylerine bakildi. Tiim
ratlarin karaciger MDA (nmol/gr) ve GSH (umol/gr) degerlerinin yanisira ALT, AST, ALP ve
GGT diizeyleri (U/L), total bilirubin, direkt bilirubin (mg/dl) dizeyleri de o6lgiilerek
karsilastirildi.

Asetaminofenin 500-1000 mg/kg dozu hepatotoksisite olusturmaktadir (25,65,70-73).
Lin ve ark.(73) 500 mg/kg/ip asetaminofen ile ratlarda yapmis olduklari bir ¢alismada 24 saat
sonra ALT ve AST degerlerini yiiksek bulmuslardir. Waters ve ark. (25) ve Yen ve ark. (74)
yaptiklari ¢aligmalarda 800-835 mg/kg/ip asetaminofen ile hepatotoksisite gelistirerek 24 saat
sonra ALT ve AST degerlerini yiiksek bulmuslardir. Deneysel akut toksik hepatit olusturmak
icin ¢alismamizda yiiksek doz asetaminofen (1000 mg/kg/i.p) verildi. 24 saat sonra kan
ornekleri alinarak biyokimyasal dl¢timler yapildi. Asetaminofenle toksik hepatit olusturulan
grupta ortalama ALT 424+34 U/L (P1<0,001), AST 953+90 U/L (P1<0,001) olarak saptandi.
Kontrol grubunda ortalama ALT 52+4,51 U/L, AST 89+4,21 U/L olup aradaki farklilik
istatistiksel olarak anlamliydi. Asetaminofen ile toksik hepatit gelistirilen grupta ortalama
serum ALP 201+21U/L (P1<0,001), GGT 3,90+3,14 U/L (P1<0,01), T.BIL 0,17+0,048 mg/d|
(P1<0,001), D.BIL 0,07+0,048 mg/dl (P1<0,01) diizeyleride kontrol grubu ALP 68+5,58
U/L, GGT 0,50+0,52 U/L, T.BIL 0,03+0,048 mg/dl, D.BIL 0+0 mg/dl diizeylerine gore
yiiksek ve istatistiksel olarak anlaml1 bulundu.

Chiu ve ark. (70) asetaminofen (1000 mg/kg/ip.) ile ratlarda olusturduklari
hepatotoksisite de AST ve T.BIL. degerlerini 6-24 saat sonra yiiksek tespit etmislerdir.
Calismada ayrica ratlara biliverdin veya hemin vererek T.BIL. diizeylerinin olumlu
etkilendigini belirtmislerdir.

Tedavi grubunda kontrole gore ALT, AST, ALP diizeyleri yiiksek ve istatistiksel

olarak anlamli bulundu. Gardner ve ark. (72) ratlarda asetaminofen ile indiiklenmis
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hepatotoksisitede nitrik oksidin roliinii arastirdiklarini bir ¢alismada 3 giin aminoguadin 6n
tedavisi ile ALT, AST diizeylerinde 6nemli bir farklilik bulmamislardir.

Tedavi grubunda toksik hepatit grubuna goére ALT, AST, ALP, T.BiL., D.BIL.
diizeyleri diisiik ve istatistiksel olarak anlamli bulundu. Zhao ve ark.(16)’nin asetaminofene
bagli hepatik ve renal toksisitede rhein’in koruyucu etkisini arastirdiklar1 ¢alismada 48 saat
sonra sakrifiye edilen ratlarin ALT, AST, T.BIL, iire, kreatin degerlerinde diisme oldugu
belirtilmektedir. Zhao ve ark.(64) a-naftilisothiosiyanata bagli kolestaz modelinde rhubarb
adli bitkinin icindeki antrakinonlarin etkilerini incelemislerdir. Kolestatik karaciger
hasarindan 36 saat sonra siganlara rhein, aloe-emodin, physion vermisler ve ALT, AST,
T.BIL, D.BIL, ALP, GGT, total safra asidi diizeylerinin 6nemli miktarda azaldigini tespit
etmislerdir. Kullanilan maddeler arasinda kolestatik indeksi ve biyokimyasal belirtegleri en 1yi
azaltanin rhein oldugunu ifade etmislerdir. Buna gore bizim bulgularimizin literatiirler ile
uyum i¢inde oldugu soylenebilir.

Rhein verilen tedavi grubunda ALT, AST, ALP, T.BIL, D.BiL. diizeyleri toksik gruba
gore diisik saptandi. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu. Ancak GGT
diizeylerinde bir farklilik bulunmadi. Literatiirde asetaminofen hepatotoksisitesi ve rhein
kullaniminda GGT diizeyleri ile ilgili bir ¢aligmaya rastlanilmamaktadir.

Asetaminofen verilerek toksik hepatit olusturulan gruptaki ALT degeri 424+34 U/L,
AST degeri 953+90 U/L bulundu. Rheinli tedavi grubunda ortalama ALT degeri 232+42 U/L,
AST degeri 495+66 U/L olarak degerlendirildi. Toksik hepatit grubu ile tedavi grubu
arasindaki ALT, AST diizeylerindeki farklilik istatistiksel olarak anlamliydi. Jahromi ve
ark.(75)’nin ratlarda asetaminofen kaynakli karaciger hasarina karsi ghrelinin koruyucu
etkisini arastirdiklart bir ¢alismada 18.saatte ALT, AST degerleri karsilastirilmistir. Toksik
hepatit grubunda ALT 350,16+33,36 U/L ve AST 724,66+68,59 U/L, kontrol grubunda ALT
51,16£3,56 U/L ve AST 137,66+8,2 U/L olarak bulunmustur. Bu sonuglara gére bizim
bulgularimizin literatiir ile uyum i¢inde oldugu anlagilmaktadir.

Toksik hepatit grubu ile tedavi grubundaki ALT, AST, ALP degerleri kontrol grubuna
gore yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli bulundu. Jin ve ark.(76)’nin hepatotoksik
asetaminofen dozu (1000 mg/kg) ile ratlarin kalbinde gen ekspresyonunu arastirdiklari
calismada 24 saat sonra alinan kan 6rneklerinde total protein, albumin, BUN, kreatin, ALT,
AST, ALP, GGT, Total kolesterol diizeyleride incelenmistir. Toksik hepatit grubunda kontrol
grubuna goére BUN, ALT, AST degerlerini yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli saptanmigtir.

ALP degerlerinde ise anlamli bir degisiklik gézlenmemistir. Yaptigimiz ¢aligmada bulunan
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ALT, AST degerleri ¢ogu literatiirle uyum igindedir. ALP diizeylerinin ytiksekligi hepatosit
hasari ile birlikte safra epitelininde etkilendigini diisiindiirmektedir.

Hastalik, toksikasyon gibi degisik etkenlerle olusan doku hasarinda oksidatif stresin
arttigimi lipid peroksidasyon iirlinii olan MDA ile degerlendirilir. Bu calismada toksik
gruptaki karaciger MDA diizeyleri kontrol grubundaki her bir MDA diizeyinden az yiikseklik
gosterse de istatistiksel olarak her iki grup arasinda anlamli farklilik tespit edilemedi. Bir ¢ok
caligmada asetaminofen aracilikli karaciger hasarinda olusan oksidatif stresin karaciger
dokusu MDA diizeyini artirdig1 bildirilmektedir (8,25,73,77). Arafa (77) asetaminofen ile
olusturulan toksik hepatitte karnitin eksikliginin bir risk faktorii olabilecegini arastirdiklari
calismalarinda asetaminofen (1000 mg/kg/ip)’den 48 saat sonra karaciger MDA diizeylerini
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulmustur. Bizde MDA diizeylerinde anlaml
yiikseklik goriilmemesi bagska olumsuz bir durumun olmamasi ve deneyin siiresi ile ilgili
olabilir. Buna gore asetaminofen toksikasyonunda MDA ’nin artiginin 24 saatten daha uzun bir
stirede olusabilecegi diisiiniilebilir.

Bazi ¢aligmalarda ise asetaminofen toksisitesinin karaciger MDA diizeyini artirmadigi
belirtilmektedir. Garrido ve ark. (78)’lar1 karaciger hiicre Kkiiltiirlerine asetaminofen
katilmasinin lipid oksidasyonuna etkili olmadigini ileri siirmiislerdir (78). Benzer olarak
Powell ve ark. (79) rat karacigerinde asetaminofene bagli oksidatif streste lipid
oksidasyonunun ger¢eklesmedigini ve MDA ’nin artmadigini ifade etmektedirler (79). Ayrica
bir ¢alismada ortamdaki nitrik oksidin antioksidan etki ile lipid peroksidasyon tepkimelerini
engelleyebilecegi ileri siiriilmistiir (80). Nitrik oksid, lipid peroksidasyonunu hem 6nleyebilir
hem de artirabilir. Onleyici &zelligini lipid peroksil radikallerini yakalamasi ve peroksidaz
enzimlerini engellemesi ile yapmaktadir. Sayet ortamda siiperoksid varsa nitrik oksit
peroksinitriti olusturarak lipid peroksidasyonunu artirabilmektedir (81). Literatiirde belirtilen
bu etkenler gbz Oniine alindiginda, ¢calismamizda toksik gruptaki MDA diizeylerinin kontrole
gore anlamsiz yiiksekligi agiklanabilir.

Hiicre ve doku hasarlarinda antioksidan savunma, enzimatik olmayan bir antioksidanla
glutatyonla degerlendirilir (82,83). GSH yani rediikte glutatyon (indirgenmis glutatyon)’un en
onemli gorevlerinden biri hidrojen peroksidi suya doniistiirmektir (84). Baz1 proteinlerde yer
alan siilfhidril gruplarmi indirgenmis (rediikte) halde tutarak protein ve enzimlerin okside
olmasmi engeller (85). GSH diizeyinin azalmasimin serbest radikal olusumuna (85) ve
mitokondriyal fonksiyonlarda bozulmaya yol a¢tig1 rapor edilmistir (86). Mevcut literatiir

bilgileri asetaminofen aracilikli karaciger hasarinda azalmis glutatyon miktarmin karaciger
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hasarini baglattigi ifade edilmektedir (86-89). Bu ¢alismada karaciger GSH diizeyleri toksik
hepatit grubunda kontrol grubuna gore yiiksek bulunmus olup istatistiksel olarak anlaml
tespit edilmistir. Bu sonug antioksidan aktivitenin arttigini diisiindiirmektedir.

Deneysel bir ¢calismada asetaminofenden 4 saat sonra total karaciger GSH miktarinda
anlamli bir azalma oldugu, 24 saatin sonunda ise anlamli bir degisimin tespit edilmedigi
bildirilmektedir (90). Bir bagka calismada ise siganlara asetaminofen uygulandiktan sonra
karaciger GSH seviyelerinin tekrar normale doniisiiniin, asetaminofen dozuna baglh olarak
farkli zamanlarda oldugu belirtilmektedir (91). Calismamizda asetaminofen verildikten 24
saat sonra toksik grubun GSH diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli yiiksek
bulundu (p<0,001). Bu yiiksekligin nedeninin hasara kars1 artmis karaciger savunmasi oldugu
diistinilmektedir.

Yapilan caligmada asetaminofenle olusturulmus toksik hepatit grubu ile antioksidan
olarak Rhein verilen tedavi grubu arasinda karaciger dokusu GSH miktar1 bakimindan
istatistiksel anlamli bir fark gézlenmedi. Goriilebildigi kadariyla literatiirde asetaminofen
aracilikli karaciger hasarinda Rhein’in, karaciger dokusu GSH diizeyi {lizerine etkisini
arastiran tek bir ¢alisma bulunmaktadir (16). Bu ¢alismada asetaminofen toksikasyonundan 1
saat sonra 10-20-40 mg/kg rhein verilmis olup 48 saat sonra kanda ALT, AST, ALP, GGT,
T.BIL, D.BIL. ve karaciger dokusunda lipid peroksidasyon gostergesi olan MDA, antioksidan
sistem savunucusu GSH diizeyleri bakilmistir. 40 mg/kg rhein dozunun toksik gruba gore
karaciger GSH diizeylerini artirdigi kontrol grubunun GSH degerine yakin bir deger
yakaladig1 ifade edilmektedir (16). Tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu serbest siiperoksit radikal anyonu olusur. Kendisi direkt zarar vermez,
asil 6nemi hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi
olmasidir (11). Rhein doza bagl olarak siiperoksit anyon iiretimini Onlemekte ve ayrica
NADPH sitokrom p 450 rediiktaz, ubiquinone ve NADH-ubiquinone rediiktaz gibi ¢ok ¢esitli
tek elektron azaltan flavoenzimlerin substrati olarak da gorev aldigi ifade edilmektedir.
Bundan dolayi lipid ve proteinlerin oksidasyonunu azaltabilecegi sdylenmektedir (16). Zi
ve ark. (92)’nin yaptig1 deneysel calismada Rhein’in karbon tetraklorid kaynakli karaciger
fibrozisini engelledigi ve oksidatif stresin arttigin1 gosteren karaciger dokusu MDA ve ALT
diizeylerini diisiirdiiglinii géstermistir.

Literatiirde asetaminofen aracilikl karaciger hasarinin mikroskobik
degerlendirmesinde balon dejenerasyon, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve fokal nekroz

gozlendigi belirtilmektedir (16,74,93). Bir c¢alismada Rhein’in olusan bu morfolojik
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degisiklikleri azalttigini bildirilmektedir (16). Yapmis oldugumuz ¢alismada toksik gruptan 5
ratin karacigerinin mikroskobik incelenmesinde 6nemli bir patolojiye rastlanilmadi. Bu
nedenle calismanin patolojik degerlendirilmesinden vazgecildi. Bu durum asetaminofen
hepatotoksisitesinde karaciger nekrozunun en sik 3 ile 5 giin arasinda goriilmesi ile
aciklanabilir (94-98). Toksik grup ile tedavi grubu MDA ve GSH diizeyleri arasinda
istatistiksel anlamli bir fark olmadan Rhein tedavisi ile transaminaz diizeylerinin istatistiksel
anlamli azalmasi (p<0,001), kovalent baglanma veya glutatyonun azalmasini ag¢ik bir bi¢imde
etkilemeden birtakim antioksidanlarin karaciger hasarini Onledigini gosteren yayinlar ile
aciklanabilir (99-101).

Bu ¢alismada siganlarda 1000 mg/kg/ip asetaminofen ile olusturulan hepatotoksitede
karaciger dokusunda beklenen MDA artisint ve glutatyon azalmasi gozlenememistir.
Antioksidan tanimli Rhein (40 mg/kg/ip) tedavisi ile hafif artmis olan MDA diizeyleri
degismemekle birlikte transaminaz diizeylerinde azalma gozlenmistir. Ileride yapilmasi
planlanan deneysel hepatotoksisite ve antioksidan tedavi ¢alismalarinda degerlendirilmelerin
24-48 ve 72 saatlik farkli gruplarda ve histopatoloji ile dogrulanarak yapilmasi yararli

olacaktir.
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SONUCLAR

Calismada ratlarda asetaminofen ile olusturulan akut toksik hepatitte karaciger
enzimleri ve oksidatif strese Rhein tedavisinin olasi olumlu etkisinin arastirilmasi planlandi.
Antioksidan etkili oldugu belirtilen Rhein’in lipid peroksidasyonu iizerine etkisini karaciger
dokusunda MDA ile antioksidan kapasitesi ise GSH o6l¢iimii ile degerlendirildi. Bunun
yanisira serumda hepatotoksisiteyi yansitan ALT, AST, ALP, GGT, T.BIL, D.BIL diizeyleri
incelenerek asagidaki sonucglara varilmistir.

1. Asetaminofen ile olusturulan toksik hepatit grubunda serum ALT, AST, ALP, GGT,
Bilirubin diizeyleri, kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olarak yiiksek bulundu.

2. Rhein uygulanan tedavi grubunda serum ALT, AST, ALP, Bilirubin diizeyleri, toksik
hepatit grubuna gore istatistiksel anlamli olarak diisiik bulundu.

3. Toksik hepatit grubunda karaciger doku MDA diizeyi, kontrol grubuna gore yliksekti
ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

4. Toksik hepatit grubu ile rheinli tedavi gruplar arasinda karaciger doku MDA diizeyi
bakimindan istatistiksel olarak anlaml1 fark saptanmadi.

5. Karaciger doku GSH diizeyi, toksik hepatit grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamli yiiksek bulundu.

6. Tedavi grubu ile toksik hepatit grubu arasinda karaciger GSH diizeyi
bakimindan istatistiksel anlamli bir fark tespit edilmedi.

Sonug olarak mevcut ¢calisgmamizda ratlarda 1 gr/kg/ip asetaminofen ile olusturulan
hepatotoksisitede karaciger dokusunda beklenen MDA artisini ve glutatyon azalmasi
gozlenememistir. Antioksidan tanimli Rhein (40 mg/kg/ip) tedavisi ile hafif artmis olan MDA

diizeyleri degismemekle birlikte ALT, AST diizeylerinde azalma gdzlenmistir. Ileride
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yapilmasi planlanan deneysel hepatotoksisite ve antioksidan tedavi ¢aligmalarinda
degerlendirilmelerin 24-48 ve 72 saatlik farkli gruplarda ve histopatoloji ile dogrulanarak

yapilmasi yararli olacaktir.
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OZET

Asetaminofen hepatotoksisitesinde fizyolojik yolaklarin ve antioksidan savunma
sisteminin yetmezligi sonucu toksik metabolit N-asetil-p-benzoquinone imine’nin karaciger
hasarin1 baglattigi, artan toksik oksijen radikallerinin hiicre organellerini bozarak lipid
peroksidasyonuna neden oldugu ileri siiriilmektedir. Hiicrede malondialdehit gibi zararl
oksijen radikalleri birikmekte, glutatyon, glutatyon peroksidaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz
gibi antioksidan enzim aktivitesi Once artmakta sonra yetersiz kalmaktadir. Asetaminofen
hepatotoksisitesinde rutinde antioksidan etkili oldugu ileri siirilen N-asetilsistein
kullanilmakla birlikte benzer etkinligi diistiniilen Rhein gibi yeni ajanlar arastirilmaktadir.

Bu calismada; 8-12 haftalik 10 ratdan olusan 3 grup olusturuldu. 1. Grup saglikli
kontrol olarak kabul edildi. Intraperitoneal 1 mL salinden 1 saat sonra plasebo olarak 1 mL
%5’lik sodyum karboksi metilselliiloz gavajla verildi. Toksik hepatit grubu olarak tanimlanan
2. Gruba 1 gr/kg asetaminofen 1 mL intraperitoneal verildikten 1 saat sonra gavajla 1 mL
%5 sodyum karboksi metilselliiloz verildi. Rheinle tedavisi verilen 3. Gruba 1 gr/kg 1lik
asetaminofen ¢ozeltisi 1 mL intraperitoneal verildikten 1 saat sonra gavaj yoluyla %5
sodyum karboksi metilselliiloz i¢inde ¢oziilmiis 1 mL 40mg/kg Rhein verildi. Biitiin gruplar
24 saat sonunda sakrifiye edilerek karaciger ve kan 6rnekleri alindi.

Calismada toksik hepatit grubu ile Rheinli tedavi grubu alanin aminotransferaz,
aspartat aminotransferaz, alkalen fosfataz diizeyleri kontrol grubuna goére yiiksek ve
istatistiksel olarak anlamli tespit edilmistir. Rheinli tedavi grubu gama glutamiltranspeptidaz
diizeyleri hari¢ alanin aminotransferaz, aspartat aminotransferaz, alkalen fosfataz, total

bilirubin, direkt bilirubin diizeyleri toksik hepatit grubuna gore istatistiksel olarak
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anlamli diisiikk bulundu. Calismada oksidatif stres iiriinii olan malondialdehit: toksik hepatit
grubunda kontrol grubuna gore az artmis ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Artan
oksidatif streste azalmasi beklenen glutatyon diizeyleri toksik hepatit grubunda yiiksek
bulundu. Bu yiiksekligin nedeninin hasara karsi artmis karaciger savunmasi oldugu
distiniilmektedir.

Bu bulgular bize; karaciger dokusunda beklenen malondialdehit artisin1 ve glutatyon
azalmasmin tespit edilemedigini, antioksidan tanimli Rhein (40 mg/kg/intraperitoneal)
tedavisi ile hafif artmis olan malondialdehit diizeyleri degismemekle birlikte transaminaz
diizeylerinde azalma gozlendigini gostermistir. Ileride yapilmasi planlanan deneysel
hepatotoksisite ve antioksidan tedavi ¢alismalarinda degerlendirilmelerin 24-48 ve 72 saatlik

farkli gruplarda ve histopatoloji ile dogrulanarak yapilmasi yararl olacaktir.

Anahtar kelimeler: Rhein, rat, oksidatif stres, asetaminofen, toksik hepatit
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EFFECTS OF RHEIN ON ACETAMINOPHEN-INDUCED
HEPATOTOXICITY

SUMMARY

In acetaminophen-induced hepatotoxicity, it is believed that N-asetil-p-benzoquinone
imine, a toxic metabolite, causes hepatic damage as a result of failure of physiological
pathways and anti-oxidant defense system. Also, it is hypothesised that increased toxic
oxygen radicals leads lipid peroxidation by corrupting cell organelles. In cell, noxious oxygen
radicals such as malondialdehyde are accumulated and, anti-oxidant enzyme activities such as
glutathione, glutathione peroxidase, catalase and superoxide dismutase first increase then fall
short. In acetaminophen-induced hepatotoxicity, routinely, N-acetylcystein which have
asserted anti-oxidant effects is used. Also, new agents such as rhein which have similar anti-
oxidant effects are searched.

In this study, 3 groups were formed; each group had 10 rats which are 8-12 weeks old.
Group 1 was claimed as healthy control group. One hour after intraperitoneally administered
1 mL saline, placebo, 1 mL of 5% sodium carboxymetylcellulose, was given by gavage.
Group 2 was claimed as toxic hepatitis group. One hour after 1 mL of 1 gr/kg acetaminophen
solution intraperitoneally, 1 mL of 5% sodium carboxymetylcellulose was given by gavage.
Group 3 was recieving Rhein. One hour after 1 mL of 1 gr/kg acetaminophen solution
intraperitoneally, 1 mL of Rhein which was dissolved into %5 sodium carboxymetylcellulose
was given by gavage. All rats were sacrificed after 24 hours and, liver and blood samples

were collected.
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Alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase and alkaline phosphatase levels
of toxic hepatitis and rhein-treated groups were higher than control group and it was
statistically significant. In rhein-treated group, except gamma-glutamyl transpeptidase levels,
alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, alkaline phosphatase, total bilirubin and
direct bilirubin levels were lower than toxic hepatitis group and it was statistically significant.
In the study, malondialdehyde, the product of oxidative stress, was a little higher in toxic
hepatitis group than control group. However, that was not statistically significant. In increased
oxidative stress, glutathione level is expected to fall but it was elevated in toxic hepatitis
group. It is thought that reason to this elevation might be due to increased hepatic defense
against liver damage.

These findings suggested that expected elevation in malondialdehyde level and
reduction in glutathione level cannot be identified. Also, a little elevated malondialdehyde
level which was caused by anti-oxidant-defined rhein treatment (40 mg/kg/intraperitoneally)
did not change. However, it is showed that reduction in transaminase level was observed. The
further experimental hepatotoxicity and anti-oxidant treatment studies are needed. In these
further studies, to get more accurate results, the evaluations need to be done in 24, 48 and 72 h

groups and the findings need to be verified by histopatological studies.

Keywords: rhein, rat, oxidative stress, acetaminophen, toxic hepatitis.
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