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OZET

Farelerde Parasetamolle indiiklenen Akut Karaciger Hasarina Karst Omapatrilatin

Etkisinin Arastirilmasi

Amag: Parasetamol toksisitesi ilagla zehirlenme vakalar1 arasinda halen en cok
karsilagilan vakalar arasindadir ve gerek patofizyolojisini aydinlatmaya gerekse yeni tedavi
protokollerini arastirmaya yonelik calismalar devam etmektedir. Bu tez ile amacimiz,
karaciger toksisitesi olugturulmus farelerde renin-anjiyotensin sistemini etkileyen ilaglardan
anjiyotensin dondstiiriici enzim (ACE) ve noétral endopeptidaz (Neprilisin veya NEP)
inhibitori olan Omapatrilatin etkisini incelemektir.

Materyal ve Metot: Erkek Balb C fareler 7 adet gruba ayrilmis, 24 saat a¢ birakilmis,
sonrasinda Parasetamol, Omapatrilat ve NAC oral yoldan verilmistir. Parasetamol uygulamasi
Omapatrilat ve NAC verildikten 1 saat sonra yapilmistir. Parasetamol uygulamasindan 24 saat
sonra farelerin serum ve doku 6rnekleri elde edilmistir. Fare gruplarinda SOD, GSH, ACE,
Neprilisin seviyeleri ve ALT, AST, MDA degerleri biyokimyasal yontemlerle ve elde edilen
dokular histopatolojik olarak ¢alisilmstir.

Bulgular: incelemelerde toksisite grubundaki degisikliklerin omapatrilat gruplarinda
yiikksek oranda azaldigi goriildii. Parasetamol toksisitesi ile artmis olan ALT ve AST
miktarlarinin omapatrilat uygulamasi ile saglikli gruplara yaklastigi ve bu etkinin doza bagh
oldugu gozlendi. 40 mg/kg dozunda omapatrilat uygulanan fare dokularinda yapilan
histopatolojik incelemede neredeyse hi¢ patolojik bulgulara rastlanmadi ve saglikli gruba en
benzer sonuglar elde edildi. 10 mg/kg’dan 40 mg/kg’a artan omapatrilat miktari ile SOD, GSH
ve MDA degerleri saglikli gruba yaklasti. Parasetamol toksisitesi olusturulan gruplarda ACE
ve Neprilisin seviyeleri saglikli gruba gore anlamli artis gosterdi. Parasetamol+omapatrilat
uygulanan gruplarda doz arttik¢a ACE ve Neprilisin Seviyelerinde de artis gézlenirken NAC

uygulamasi parasetamol grubunda artmis olan bu parametreleri anlamli olarak azaltti.

Sonug¢: 40 mg/kg dozunda uygulandiginda omapatrilat grubunun gerek histopatolojik,
gerek de GSH, SOD, MDA, ALT ve AST seviyeleri dahil olmak iizere biyokimyasal
tetkiklerle elde edilen bulgularinin saglikli grup ile cok benzer oldugunu gérdiik. Parasetamol
uygulamasi ile ACE ve Neprilisin seviyesinde meydana gelen artigin hasara eslik eden bir
savunma mekanizmasi olabilecegini ve NAC ile tedavi saglandik¢a azaldigini 6ne siirebiliriz.
Omapatrilat ile dokulardaki patolojik ve biyokimyasal bulgularda diizelme gozlemlemis
olmamiza ragmen bu iki enzimin artmasi, son {irlinle ¢alisan negatif feedback mekanizmasinin
calisamadigini gostermektedir. Bu bulgular ACE ve Neprilisin enzimlerinin parasetamol

toksisitesindeki roliinii ve omapatrilatin koruyucu etkilerini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Hepatotoksisite, Omapatrilat, Parasetamol.



ABSTRACT

Investigation of the Effect of Omapatrylate on Acute Liver Damage Induced in

Paracetamole in Mice

Objective: Paracetamol toxicity is still one of the most common cases among drug
poisoning cases; and studies are underway to both clarify its pathophysiology and investigate
new treatment protocols. Our aim with this thesis is to investigate the effect of angiotensin
converting enzyme (ACE) and neutral endopeptidase (Neprilisin or NEP) inhibitor
Omapatrilat, which is used in liver toxic mice.

Material and Method: Male Balb C mice were divided into 7 groups, fasted for 24
hours, then Paracetamol, Omapatrilat, and NAC were given orally. Paracetamol was
administered 1 hour after administration of Omapatrilat and NAC. Serum and tissue samples
of mice were obtained 24 hours after paracetamol administration. SOD, GSH, ACE, Neprilisin
activities and ALT, AST, MDA values in mouse groups were studied by biochemical
methods; and the tissues obtained were studied histopathologically.

Results: In the studies, it was seen that the changes in the toxicity group decreased
significantly in the omapatrilat groups. It was observed that ALT and AST levels increased
with paracetamol toxicity approached healthy groups with omapatrilat application and this
effect was dose dependent. Histopathological examination of mouse tissues with 40 mg/kg
omapatrilat showed almost no pathological findings; and results in this group were the most
similar to the healthy group. With increasing omapatrilat dose from 10 mg/kg to 40 mg/kg,
the SOD, GSH and MDA values approached the healthy group. ACE and Neprilisin levels
increased significantly in groups with paracetamol toxicity. In groups treated with
paracetamol + omapatrilat, an increase in ACE and Neprilisin activities was observed as the
dose increased while NAC administration significantly decreased these activities.

Conclusion: When applied at a dose of 40 mg/kg, we found that the results of the
omapatrilat group obtained by both histopathological and biochemical tests including GSH,
SOD, MDA, ALT and AST levels were very similar to the healthy group. With Paracetamol
application, the rise in ACE and Neprilisin levels may be defense mechanisms accompanying
the damage, and decrease as the NAC treatment is provided. Although we observed an
improvement in the pathological and biochemical findings in the tissues with omapatrilat, the
increase of these two enzymes shows that the negative feedback mechanism utilizing the end
product cannot work. These findings reveal the role of ACE and Neprilisin enzymes in
paracetamol toxicity and protective effects of omapatrilat.

Keywords: Hepatotoxicity, Omapatrilat, Paracetamol.
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1. GIRIS

Asetaminofen ya da N-asetil-Para-aminofenol (APAP) olarak da bilinen
parasetamol analjezik ve antipiretik bir ilagtir. Tek bir bilesik olarak ya da diger ilaglarla
kombine bir sekilde recgetesiz veya regeteli olarak satilmaktadir. Diinya ¢apinda en ¢ok
kullanilan ve kolay ulasilabilen bir ila¢ olmas1 zehirlenme vakalarin1 da artirmaktadir.
Parasetamol, tedavi edici dozlarda alinmasi durumunda iyi bir giivenlik profiline sahiptir.
Hamileler ve ¢ocuklar i¢in bile giivenli kabul edilen bir ilag olmasina ragmen tedavi edici
dozun tizerinde kullanildig1 zaman (¢ocuklarda tek seferde 150 mg/kg, eriskinlerde ise
7.5 g’1n iizerinde alinmasi ! veya 24 saat icinde ¢ocuklarda 250 mg/kg, yetiskinlerde ise
12 g’in iizerinde alinmas1 % 3) akut hepatotoksisiteye neden oldugu gosterilmistir.
Parasetamoe bagli gelisebilen bu hepatotksisitede akut karaciger yetmezligi, agir
karaciger hasar1 ve bunlarin sonucunda mortalite ve morbidite g6zlenebilir. Serum
alkalen fosfataz, aspartat aminotransferaz ve alanin aminotransferaz gibi enzim
aktiviteleri ile total bilirubin seviyesinin belirlenmesi karaciger toksisitesinin teshisi i¢in
laboratuvar parametreleridir. 4

Parasetamol karacigerde metabolize edilir. Ilacin biiyiik bir kismu glukuronik asid
veya silfiirik asidle konjuge edilerek detoksifikasyona ugrar ve idrarla atilir.
Parasetamoliin olduk¢a kiigiik bir kismi ise sitokrom (CYP) p450 enzimi ile N-
hidroksilasyona ugrayarak toksik bir metabolit olan N-asetil-p-benzokinonimine
(NAPQI) doniismektedir. Bu metabolit oldukca reaktif elektrofilik bir molekiil olup diger
intraselliiler proteinlere kovalent baglanarak zarar verir. NAPQI normal sartlar altinda
glutatyon (GSH) ile reaksiyona girerek zarar vermeden safra yoluyla atilmaktadir. > ©
Ancak yiiksek dozlarda alinmasi ile bu reaktif {liriin siirekli olusmaya devam eder ve GSH
depolarini tiiketerek karaciger hasarina neden olur. Parasetamoliin hepatotoksisitedeki

asil mekanizmasinin bu yolla gergeklestigi diisiiniilmektedir. °



Parasetamol toksisitesinin tedavisinde kullanilan yontemler arasinda; nazogastrik
tiip ya da oral yolla uygulanan aktif komiir, gastrointestinal dekontaminasyon, uygun
zamanda N-Asetilsistein (NAC) kullammi ve destekleyici tedavi bulunmaktadir.
Parasetamoliin indiikledigi hepatotoksisiteye karst NAC, sisteinin Oncii bir bilesigidir ve
tedavi i¢in klinikte en yaygin kullanilan ajandir. NAC hastalara intravendz ya da oral
yolla verilebilir. 8 ° Ancak tam bir tedavi saglanamamaktadir. Ayrica, NAC’1n optimal
tedavi siiresi de tam olarak bilinmemektedir.

Yukarida bahsettigimiz asir1 parasetamol aliminin olusturdugu toksik etkiye kars1
gelistirilen tedavi basamaklarinin bulunmasina ragmen parasetamoliin toksik etkiyi nasil
olusturdugunun mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bu yiizden siirekli
olarak yeni ¢aligsmalar yapilmakta ve elde edilen yeni gelismeler sayesinde parasetamol
toksisitesine bagli karaciger hasarini dnleyici ve tedavi edici yeni ilaglar denenmektedir.
Ozellikle son zamanlarda yapilan ¢alismalarin bazilarinda renin-anjiyotensin-aldosteron
yolagini etkileyen ilaclarla ilgili yapilan galsmalar dikkatleri {izerine gekmektedir. 1°

Renin anjiyotensin aldosteron sistemi (RAAS), kan basincini, elektrolit ve sivi
dengesini diizenleyen hormonal bir sistemdir. Renin anjiyotensin aldosteron sistemin
tizerinden etkisini gosteren Omapatrilat isimli yeni gelistirilmekte olan etken madde hem
anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) hem de noétral endopeptidaz (NEP veya
Neprilisin) inhibisyonu yaparak hipertansiyon ve konjestif kalp yetmezligi vakalarinda
etkili bulunmustur. ** Omapatrilat’m yer aldig1 Renin anjiyotensin aldosteron sistemi,
organizmanin isleyisinde 6nemli bir role sahip olmasina ragmen viicutta meydana gelen
oksidatif stres ve enflamasyon gibi patofizyolojik olaylara da katki saglamaktadir.}?1°

Biyolojik yapilarda oksitleyici hasarlarin olusmasinin sebebi serbest radikallerdir.
Antioksidanlar ve oksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmas1 oksidatif

stres olarak ifade edilen doku hasarina neden olur. Oksidatif strese bagli olarak gelisen



endotel disfonksiyonu ve damar inflamasyonu siiresince anjiyotensin II iiretimi
gerceklesir. Asiri tiretilen anjiyotensin Il ise vaskiiler NADPH oksidazi artirmak suretiyle
stiperoksit olusumunu indiikler. Bu reaksiyonlarin sonucunda nitrik oksit seviyesi diiser,
oksidatif stres artar ve aktiflesen mediyatorler yoluyla vaskiiler komplikasyonlar ve
endotelyal hasara bagli ateroskleroz siireci baslatilmis olur. 6

Bizim bu ¢alismadaki amacimiz; farelerde parasetamolle olusturulmus karaciger
toksisitesinde RAAS ‘in roliinii incelemektir. Aynm1 zamanda; hem ACE hem NEP
inhibitérii olan Omapatrilat’in parasetamol toksisitesine bagli karaciger hasarinda
oksidatif stres parametreleri ve antioksidan savunma sistemleri tizerindeki etkilerini
ortaya koymaktir. Bu amagcla parasetamol toksisitesi olusturulan farelerde Omapatrilat
uygulamasi sonucu elde edilen serum ve dokulardaki temel karaciger fonksiyon testleri,
oksidatif stres hasarin 6nemli belirtegleri deney gruplari arasinda karsilastirmali olarak

degerlendirilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Parasetamol
Para-aminofenol tiirevi olan parasetamol ayni zamanda asetaminofen ve Nasetil-P-
aminofenol (APAP) olarak da bilinmektedir. Kimyasal yapisi Sekil 2.1’de gosterilmistir.
Agrt kesici ve ates diistirtici bir etken maddedir. Prostaglandin sentezini ve sinir
sisteminde siklooksijenazi (COX) selektif olarak inhibe ederek etki gdsterir. Ulkemizde
500 mg'lik tabletleri ve 5Sml'sinde 120 mg etken madde igeren suruplart mevcuttur.
Kombine preparatlardaki parasetamol miktari ise 100 ile 500 mg arasinda degismektedir.
120 veya 200 mg Parasetamol'ii asetilsalisilik asid veya fenobarbitalle kombine sekilde
iceren rektal preparatlar disinda, Tiirkiye'de tek madde olarak parasetamol iceren

suppozituarlar mevcut degildir.

"~

O

CHs;

HO

Sekil 2.1. Parasetamol’un molekiiler yapist 1’

4 veya 6 saatlik aralarla verilebilen mutad oral veya rektal doz 500-1000 mg'dir.
Bir giinliik dozun 4 g’1 agmamasi nerilir. Cocuklarda kullanilan doz bir defada 40-120
mg olup yas ve agirlik faktorleri g6z oniine alinir.

Cocuklar icin Onerilen dozlar:

3 Aylik - 1 Yas : 40 - 120 mg

1-6 Yas : 120 - 250 mg.

7-12 Yas : 500 mg.

Bu dozlar gerektiginde giinde 3-4 defa tekrarlanabilir. 10-15 mg/kg dozunda da

kullanilabilecegi bildirilmektedir.



2.2. Parasetamol’iin Farmakokinetigi ve Metabolizmasi

Absorpsiyonu: Parasetamol'iin agiz yoluyla alinmasini takiben hizli ve tam olarak
absorbe edildigi bilinmektedir. En hizli absorpsiyon ilacin ¢dzelti halinde verilmesiyle
elde edilir.

Dagilimi: Plazma proteinlerine %10 oraninda baglanan parasetamol'iin zahiri
(sanal) dagilim hacmi de bu nedenle 1 litre / kg'dir, diger bir deyisle eriskin bir kiside 70
litre kadardir. Parasetamol'un dozu arttik¢a proteinlere baglanma orani da artar.

H
g
O

Acetaminophen

Detoxification
and Elimination

Detozification Interaction
and Elimination with Cellular
Macromolecules
TOXICITY

Sekil 2.2. Parasetamol’iin metabolizmasi

Metabolizmasi: Parasetamol'iin birincil metabolizma yolu siilfat ve glukuronik
asitle konjugasyondur. Bu metabolitlerin her ikisi de farmakolojik bakimdan etkisizdir.
Verilen dozun %5 veya daha az1 degismeden itrah edilmektedir. Mindr metabolitlerden
aktif olani, mutad tedavi dozlarinda konjugasyonla hizla etkisiz hale getirilir. Bir defada
aliman doz 7 g'h gegerse (0megin intihar amaciyla veya kazaen) konjugasyon kapasitesi
asilir ve reaktif metabolit (N-Asetil Para Benzokinonimin) karacigerdeki, bobreklerdeki,

kalpteki ve olasilikla diger organlardaki doku komponentleriyle reaksiyona girer.



Yetiskinlerin bir defada 15 g ve daha yiiksek dozda parasetamol almalari sonucunda
olusan karaciger hasar1 geri doniisiimsiiz, hatta hemen uygun tedaviye geg¢ilmezse
6limciil olabilir.

Eliminasyon Kinetigi: Mutad dozlardaki parasetamol'iin normal yetiskinlerdeki
yarilanma Omrii 2-3 saat arasindadir. Bu siire ¢ocuklarda daha kisa, yenidoganlarda ve
sirozlu hastalarda daha uzundur. Toksik miktarlarda alindiginda parasetamol'iin siilfat ve
glukuronat metabolitlerine doniisiim kapasitesi sinirlidir, bu nedenle yarilanma émrii 4
saat, hatta lizerine ¢ikar.

2.3. Parasetamol’iin Farmakolojik Etkileri

Parasetamol’iin endikasyonlari; bas agrisi, migren, adet sancilari, dis agrisi, soguk
alginlig1 ve gribal enfeksiyonlara bagli agri, nefralji, nefrit, siyatik, lumbago, kas ve
eklem agrilari, orta kulak agrilari, siniizit ve cerrahi operasyonlardan veya
yaralanmalardan kaynaklanan agrilardir. Endikasyonlarindan da anlasilacagi gibi
parasetamol yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yiizden etki mekanizmasinin da iyi
bilinmesi gerekmektedir. Etki mekanizmasini anlamak igin ¢alismalar devam etse de
heniiz tam olarak anlasilamamistir. Yapilan bazi ¢aligmalarda parasetamol’iin merkezi
sinir sistemi (MSS) lizerinden santral siklooksijenaz (COX) inhibisyonu ve serotoninerjik
sistemle indirekt etkilesim yoluyla etki ettigine inanilmaktadir. 8

Lim 1%, yaptiklar1 bir ¢alismada kdpegin dalagina enjekte ettikleri bradikininin agri
yapici etkisini parasetamoliin engellediini gormiistiir. Yapilan bu c¢aligmada
parasetamoliin agr1 kesici etkisinin santralde degil de periferde prostaglandin sentezini
inhibe ederek ortaya koydugu gosterilmistir.

Parasetamoliin ateg diisiiriicli etkisi hayvan deneylerinde gosterilmistir. Milton ve
Wendlant kedilerin beyin ventrikiillerine endotoksin kaynakli maddeleri enjekte ederek

olusturduklar1 atesi parasetamoliin engelledigini, fakat ayni yere enjekte edilen



prostaglandin E1 (PGE1) kaynakli atesi etkilemedigini bildirmislerdir. ?° Daha sonra
yapilan c¢alismalarda parasetamoliin beyin omurilik sivisindaki prostaglandin (PG)
benzeri maddeleri inhibe ederek atesi diisiirdiigii gosterilmistir. 2

Yapilan yeni c¢alismalarda parasetamoliin MSS’de tespit edilen COX-3 olarak
adlandirilan yani bilinen COX (COX-1, COX-2 den farkli ) enzim varyantlarindan farkl
bir enzimi selektif olarak bloke ettigi diisiiniilmektedir. 2 Bu mekanizma iizerinde pek
cok arastirmaci da hemfikir olmustur. 2 2* Biitiin bunlara ragmen insanda bulunan COX
enzim varyantlarindan COX-3 ile ilgili literatiirde kesin bir bilgi mevcut degildir. 2* %

Parasetamol inflamasyona sebep olan prostaglandin sentezini fazla etkilemedigi
icin zayif bir antiinflamatuar olarak bile diisiiniilmemektedir. 2628 Antitrombositik
etkinligi zayif olup kanama siiresini degistirmemektedir. %’

2.4. Parasetamol’iin Yan Etkileri

Parasetamol, genellikle hafif yan etkilere neden olur, ancak hematolojik
reaksiyonlar da bildirilmigtir. Deri dokiintiileri ve alerjik reaksiyonlar nadiren
goriilebilir.Yiikksek dozda parasetamol alinmasini izleyen ilk 24 saat iginde renk
soluklugu, bulanti, kusma, anoreksi ve karin agrisi1 gibi sikayetler ortaya ¢ikar.

12-24 saat iginde serum aminotransferaz diizeyleri ve bilirubinin yiikselmesi ile
protrombin zamaninin uzamastyla karaciger hasari belirir. Ciddi zehirlenme durumunda
karaciger yetmezligi ensefalopati, koma ve 6liime neden olabilir. Karaciger hasarinin,
10 g veya daha fazla miktarda parasetamol alan yetiskinlerde meydana gelme olasiligi
yiiksektir. Bunun nedeni ise, normal dozlarda parasetamol alindiginda glutatyon (GSH)
tarafindan yeterli bir sekilde detoksifiye edilen toksik bir metabolit olan N asetil para
benzokinonimin asir1 miktarda birikerek karaciger dokusuna geri doniisiimsiiz olarak

baglanmasidir.



2.5. Akut Karaciger Toksisitesi

Altta yatan herhangibir karaciger hastalig1 karaciger fonksiyonlarinin aniden, tam
veya tama yakin bir sekilde kaybiyla karakterize, hepatik ensefalopatinin eslik ettigi akut
karaciger yetersizligi (AKY)’nin mortalitesi karaciger transplantasyonunun kesfinden

onceki donemde %80’nin iizerinde iken 2°

, gliniimlizde posttransplant donemde
surveyi’nin %65’in iizerinde oldugu bilinmektedir. ** Oncesinde herhangi bir karaciger
hastalig1 olmaksizin, agir karaciger hasar1 sonucu, semptomlarin baslamasindan itibaren
8 hafta i¢inde hepatik ensefalopatinin gelismesiyle karakterize tablo Fulminan karaciger
yetersizligi olarak ilk kez Trey tarafindan tanimlanmustir. 3 Gimson ise, 8-24 hafta
arasinda ensefalopati gelisen olgular1 ge¢ baslangigh karaciger yetersizligi seklinde
tammlamistir. 3 1993°te Williams ise konuyu 3 kategoride ele alarak yeni bir siniflama
onermistir: hiperakut, akut ve subakut karaciger yetersizligi. > Bu siiflandirmaya gore
siiperinfeksiyonlar ve tasiyicilik zemininde spontan veya 6 degisik nedene baglh
reaktivasyonlar (kortikosteroid kullanimi, antiviral kesilmesi veya direnci vb.) sonucu
AKY gelisebilmektedir. Mortalite ise % 3.7-60 arasinda degismektedir. 3*

AKY "nin etiyolojisi bolgelere gore degisiklikler gdstermektedir. ingiltere’de akut
karaciger yetersizliginin % 70’inden, ABD’de de % 20’inden asetaminofen toksisitesi
sorumludur. 353

2.6. Parasetamol Zehirlenmesi

Parasetamol zehirlenmesi, istemli ilag alimlar1 arasinda en sik rastlanilanidir.
Normal tedavi dozlarinda parasetamol karaciger tizerine toksik degildir. Ancak 7.5-
10 grami1 gegen dozlarda oliimle sonuglanabilen kuvvetli bir hepatotoksik etkisi vardir.
Parasetamol zehirlenmesinde minimal ya da semptomsuz (bulanti, kusma, istahsizlik)
evre, klinik hepatotoksisite bulgulari ortaya ¢iktigi, tedavisiz bile ¢ogu hastanin sekelsiz

iyilestigi evre, metabolik asidoz, koagulopati, renal yetmezlik ve ensefalopatinin eslik



ettigi fulminant hepatik yetmezlik evresi ve son olarak 1-3 ay sonunda karaciger
fonksiyon bozuklugunun tamamen ortadan kalktigi klinik iyilesme evresi olmak tizere 4
klinik evre tanimlanmaktadir.

Parasetamol karacigerde metabolize edilir. Ilacin biiyiik bir kism1 glukuronik asid
veya siilfiirik asidle konjuge edilerek idrarla atilir. Bunun yaninda parasetamol
karacigerdeki karma fonksiyonlu oksidazlarla reaktif bir ara maddeye doniistiirtiliir. (Bu
enzimler normal olarak farmakolojik bakimdan etkili veya toksik maddelerin
metabolizmasinda rol oynayan mikrozomal enzimlerdir.) Mikrozomal enzimlerin
etkisiyle dnce azot hidroksilasyonu, daha sonra da kinoid bir yap1 olusur ki, bu metabolit
niikleofil 6zelligi tasityan maddelerle reaksiyona girer. Kinoid yapili bu ara metabolit o
kadar reaktiftir ki, daha karacigerde iken reaksiyona girer. Hiicrede bulunan en kuvvetli
niikleofil madde bir tripeptid olan glutatyon'dur. Serbest SH-grubuyla parasetamol
metaboliti hemen reaksiyona girerek onu zehirsiz hale getirir. Olusan glutatyon konjugati,
bir boliimii bobreklerde meydana gelen degisimler gegirdikten sonra merkaptiirik asid (N-
asetil  sistein-konjugati) seklinde idrarla atilir. Glutatyon'un hepatositlerdeki
konsantrasyonu birka¢ mmol oldugundan ancak tedavi dozlarinda verilen parasetamolden
olusan kinoid metabolitini zehirsiz hale getirebilir. Intihar amaciyla alinan ¢ok yiiksek
dozlardaki parasetamolden olusan metabolit miktari i¢in hepatositlerdeki glutatyon
diizeyi yetersiz kalir. Kendisiyle reaksiyona girebilecek glutatyon ortamda olmayinca
hiicre proteinlerinin SH-gruplariyla reaksiyona girer. Bu reaksiyon asir1 oranda meydana
gelmigse karaciger enzimleri gérevlerini yapamaz hale gelir ve karaciger nekrozu olusur.
Bu patofizyolojik mekanizma, ayni zamanda zehirlenme tedavisinde rol oynayan
mekanizmayi agiklar. En ideali, kuskusuz antidot olarak glutatyon kullanmaktir, ancak

glutatyon hiicre membranini gegemediginden sistein, asetilsistein veya metionin antidot



olarak kullanilir. Sistein hem reaktif metaboliti baglar, hem de glutatyon sentezi igin
kullanilabilir.

2.6.1. Parasetamol Zehirlenmesinin Klinik Bulgulari

Parasetamol ile zehirlenme sonucu goriilen klinik tablonun en 6nemli belirtisi,
aspartat aminotransferaz (SGOT) diizeyinin 1000 IU/litre'nin iizerine ¢ikmasidir.
Asetilsistein tedavisinin, parasetamol alinmasim izleyen ilk 10 saat iginde baslatilmasi
sonucu SGOT diizeyi 43 IU / litre olarak saptanan hastalarin %7°sinde toksik reaksiyonlar
ortaya ¢ikmugtir. 10-16 saat i¢inde asetilsistein tedavisine baslananlarin %29’unda, 16-24
saat icinde antidot alanlarin %62’sinde ve 24 saatten sonra asetil sistein Kullananlarin
%43’linde toksik reaksiyon goriilmiistiir.

2.7. Parasetamol Zehirlenmesi’nin Tedavisi

Genellikle, parasetamol kan diizeyinin bilinmedigi olgular da dahil, 7.5 g ve
lizerinde parasetamol aldigi saptanan hastalara ilk 10 saat iginde spesifik antidot
verilmelidir. Genel olarak 4.saatte 6lgiilen kan diizeyi 200 mg/L'yi, 10.saatteki kan diizeyi
60 mg/L'yi asiyorsa tedavi gerekir. Sisteamin ve metionin eskiden antidot olarak
kullanilirdi. Ancak her iki maddenin 6nemli kendilerine ait yan etkileri mevcuttu.
Flushing, bulanti, kusmadan baslayip depresyona dek genisleyen yan etki spektrumlari
olan bu maddeler insanlarda tedaviye uygun bulunmamistir. 3 Bugiin bu amagla
asetilsistein tercih edilmektedir. Asetilsistein agiz yolundan kullanilacaksa 140 mg/kg'lik
bir yiikkleme dozunda verilmeli, 4 saatlik aralarla 70mg/kg’lik doz 17 defa uygulanmalidir
ya da 15 dakika iginde 150mg/kg, sonraki 4 saat iginde 50 mg/kg ve daha sonraki 16 saat
icinde 100 mg/kg intravendz enfiizyon seklinde asetilsistein uygulanabilir. Zehirlenmenin
tizerinden uzun siire gecmisse antidotlar1 kullanabilmek icin kan perfiizyonu gerekli

olabilir. Dekstroz ve kan infiizyonu gibi temel 6nlemler de gerekli olabilir.
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2.7.1. N-Asetil Sistein (NAC)

N-Asetil Sistein (NAC) parasetamol zehirlenmesinin bilinen aktif kullanilan
antidotudur. Parasetamol zehirlenmesinin erken déoneminde NAC kullanildiginda, etkili
bir sekilde azalmis olan gulutatyon depolarini doldurarak parasetamoliin toksik metaboliti
olan NAPQI'nin yaptig1 hepatotoksisiteyi ve AKY’ni 6nler. 8 NAC bir glutatyon
prekiirsoriidiir, glutatyon depolarini doldurur ve karacigerde siilfat konjugasyonunu
arttirir. Sonug olarak glutatyon gibi etki edererek toksik metabolit olan NAPQI’ya
baglanir ve metabolizasyonunu saglar. Parasetamol toksisitesini takiben 8-10 saat
igerisinde uygulanmasi ciddi hepatotoksisiteyi engelleyebilmektedir. Eger hastalarda
AKY gelismigse, komplikasyon ve 6liim riski %30’lara kadar ulasmaktadir. 3 Boylece
bu hastalara erken donemde NAC tedavisi uygulanarak mortalite orant %]1’in altina
cekilebilir. NAC’in optimal tedavi siiresi tam olarak bilinmemektedir. Kemirgenlerde
yapilan bir ¢caligmada, NAC tedavisinin uzamasinin karaciger iyilesmesini bozdugu ve

parasetamol toksisitesini ise kotiilestirdigi belirlenmistir. “°

Asetil grubu

Tiyol grubu
—=<_ (Siilfidril)
N

SSH

Sekil 2.3. N-Asetil Sistein’in kimyasal yapis1 4

Asetil sistein yapisindaki tiyol grubunun hidrojenini kolayca oksijen radikallerine

vererek onlar1 doyurur ve suya indirger. N Asetil Sistein yapisindaki sisteini Glutatyonun
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karacigerdeki cyp450 enzimleri tarafindan olusan yikim firiinii Glutamata vererek

Glutatyon olusumunu artirir.

Glutatyon Sentezi

+ +ATP
y-Glutamilsistein sentetaz

yGlutamilsistein
o +ATP

Glutatyon sentetaz
Glutatyon + ADP

o

Sekil 2.4. Glutatyon sentezi’nin basamaklar1 4!

1974 yilinda ilk kez Prescott, parasetamol kaynakli akut karaciger toksisitesinde
antidot olarak kullanilabilecegini gdstermistir. > Daha sonrasinda yine Prescott
tarafindan 1977 yilinda yapilan bir ¢calismada 15 hastaya %20 soliisyon i¢inde oral olarak
asetilsistein verilmis ve etkinligi gosterilmistir. ** 1988 yilinda Smilkstein tarafindan
yapilan bir ¢alismada ise 2540 hastada parasetamol zehirlenmesinde oral NAC tedavisi
yapilarak NAC antidotunun etkisi gosterildi. * Parasetamol alimini takiben 10 saat iginde
NAC uygulamasinin ilk 10-24 saatte NAC uygulamasina kiyasla oldukc¢a basarili sekilde
AST ve ALT yiikselmesini engelledigi goriildi. Bu sonuglara gore NAC
tedavisine parasetamol zehirlenmesi olan hastalarda ilk 8 saat iginde baslamak
gerektigi goriilmektedir. Ayrica parasetamol zehirlenmesi tedavisinde yiiksek doz
parasetamol alimini takip eden 8-10 saat igerisinde uygulanan oral N-asetilsistein
kullaniminin intravendz form kadar etkili oldugu bu nedenle oral formun tercih

edilebilecegi gosterilmistir. °
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2.7.2. Diger Tedavi Yontemleri

2.7.2.1. Simetidin

Simetidin mikrozomal bir enzim olan CYP2EI enzimi tarafindan metabolize
olmaktadir. Parasetamol de CYP2E1 enzimi tarafindan metabolize olmaktadir. Simetidin
ve Parasetamoliin birlikte alinmasi durumunda CYP2E1 enzimi yarigmali olarak inhibe
edildiginde parasetamoliin toksik metaboliti NAPQI olusumu azalmaktadir. Fakat
Slattery ve arkadaslari tarafindan yapilan bir arastirmada parasetamol alimindan 8 saat
sonra 300 mg simetidin verilmesinin NAPQI olusumunu azaltmadigini géstermis olup bu
da bize simetidin uygulamasinin erken saatlerde baslanmasinin gerektigini
gostermektedir. 4% 46

2.7.2.2. Dializ

Parasetamol’lin ekstrakorporel eliminasyonu parasetamol toksisitesi tedavisinde
tartismalidir ve varolan datalar kanisiktir. 4 Hemodializ; siddetli parasetamol
toksisitesinde kullanilmig olup hemodializin hepatotoksisiteyi dnledigini veya azalttigini
gdsteren giivenilir bir data elde edilememistir. # Hemodializin parasetamol toksisitesinde
yararli olamamasinin en énemli nedeni ise yiiksek doz alinan parasetamoliin karacigere
hemen ugrayip hasara baslamasi olabilir. 8

2.7.2.3. Karaciger Transplantasyonu

Karaciger tranplantasyonu parasetamol toksisitesine bagli olarak gelismis yaygin
karaciger hasarmdaki altin standart tedavi yontemidir. *® Cok az parasetamol toksisitesi
gelismis hastada karaciger transplantasyonu gerekmemektedir. Transplantasyon sonrasi
geriye doniisiimii olmayan &miir boyu siiren bir immiinosiipresif tedavi gerekmektedir. %°
AHH gelismis hastalarda karaciger transplantasyonu gerekip gerekmedigini belirleyen
King College Hospital (KCH) kriterleri olduk¢a uygun olup bu kriterlere gore bu

hastalarin yol haritasi ¢izilmektedir. °* KCH kriterlerine gore karaciger transplantasyonu
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gereken hastalarin transplantasyonsuz mortalite oran1 %90’a yaklasmaktadir. *° KCH
kriterlerine kisaca deginmemiz gerekirse pH’1n 300 mikromol/l olmas1 ve hastalarin evre
3 veya evre 4 ensefalopatik olmasiyla degerlendirilir. Bu kriterlerin spesifitesi ¢ok iyi
olmasina ragmen zayif sensitivitesi bulunmaktadir.

2.7.3. Prognoz

Parasetamoliin asir1 dozunu almis, hepatotoksisite gelismis veya gelismemis
hastalarin %901 tam anlamiyla iyilesme gdsterir. °> Hepatotoksisite gelismis hastalarmn
%80’11lk 12 saatte NAC uygulamast ile iyilesmis olup eger NAC verilmezse bu iyilesme
%48’lerde kalmaktadir. > KCH kriterlerini tam karsilamayan hastalarin %90-93’i sag
kalmakta olup parasetamol harici gelisen AHH’larin oranindan ¢ok daha iyidir.
Parasetamolle indiiklenen karaciger hasarinda karaciger transplantasyonsuz sagkalim
orani % 65-73 arasinda degismektedir. 3 Parasetamol alimindan sonraki ilk 24 saatte 18
hastane yogun bakimlarinda tedaviye alinanlarin sag kalim orani sonraki zaman
periyodunda gelenlerden oldukc¢a yiiksektir. Hepatik ensefalopatinin derecesi arttikca
sagkalim orani azalmaktadir. 2 Serum kreatinin ve protrombin zamani ile sagkalim
arasinda ¢ok giiclii bir korelasyon bulunmaktadir. >3 PT’si 90 sn olan hastalarda sagkalim
orant %80 iken PT’si 180 sn olan hastalardaki sagkalim oram1 %8’lere kadar
gerilemektedir. 53 Benzer sekilde serum kreatinin seviyesi 100 mmol/L olan hastalarin sag
kalim oram1 % 65 iken 300 mmol/L olan hastalarda bu oran % 23 e kadar inmektedir. 2°
Parasetamol ile indiiklenen karaciger hasarinda karaciger transplantasyon ihtiyact diger
nedenlerle olusan karaciger hasarindaki karaciger transplantasyon ihtiyacindan oldukga
diisiiktiir. %*

2.8. Biyokimyasal Parametreler

2.8.1. Aspartat Aminotransferaz (AST, SGOT)

Aspartat aminotransferaz veya serum gliitamik oksalasetik transaminaz (AST)
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organa spesifik olmayan bir enzimdir. Hepatositlerde, kalp kasinda, iskelet kaslarinda,
bobrek dokusunda ve plasentada bulunur. Bu dokularda nekroz gelistiginde serum AST
konsantrasyonunda  artis  goriiliir.  Hepatositlerin  i¢cinde  bulunan  aspartat
aminotransferazin % 60-80’1 mitokondri i¢inde bulunurken diger boliimii ¢oziinlir formda
sitoplazma i¢inde bulunur. AST’nin mitokondriyel formunun salinimi i¢in membran
permeabilitesinde degisime neden olan harabiyetten daha siddetli bir bozuklugun olmasi
gereklidir. Bunun sonucu olarak AST aktivitesindeki artig, alanin aminotransferazin
artisindan daha gec gerceklesir. AST nin konsantrasyonundaki artis en yaygin olarak
hepatoseliiler hastaliklarda goriiliir. °> % AST, L-aspartat ve alfa- 27 ketoglutarat’m
oksaloasetat ve glutamata transaminasyonunu katalize eder. B6 vitaminin aktif metaboliti
olan Piridoksal 5’-fosfat, AST’ye sikica baglanan bir kofaktordiir ve enzimin aktivitesi
icin gereklidir. Bu vitaminin alimindaki yetersizlik enzim aktivitesinde azalmaya sebep
olur. °” AST’nin sitozolik (AST1) ve mitokondrial (AST2) iki izoenziminin ¢ok sayida
formlar1 vardir. 8 AST pek ¢ok yumusak dokuda bulundugundan (iskelet kaslari, kalp
kas1 ve karacigerde yliksek konsantrasyonda; eritrositler ve bobreklerde daha az), serum
aktivitesinde yiikselme yumusak doku hasarinin bir gostergesidir. > Ancak organa
spesifik bir enzim degildir. > Tiim hayvanlarda yumusak doku nekrozunun spesifik
olmayan indikatoriidiir.

2.8.2. Alanin Aminotransferaz (ALT, SGPT)

Alanin aminotransferaz veya serum gliitamik piriivik asit transaminaz (ALT)
sitoplazmik bir enzimdir. Hepatoseliiler membran permeabilitesinin artisinda hiicre disina
salimimi artar. Yiiksek serum alanin aminotransferaz seviyesi hepatoseliiler hasarin
siddetli oldugunu gosterir. ALT transferazlar grubunda yer alir ve albumin
metabolizmasinda aspartat aminotransferaz ile birlikte goérev alir. Alanin

aminotransferaz, hiicre sitoplazmasinda L-alanin ve L-ketoglutarat’in piruvat ve
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glutamata geri doniisiimlii transaminasyonunu katalize eder. Piridoksal 5’-fosfat, ALT ve
pek ¢ok aminotransferazlara siki sekilde baglanan bir kofaktérdiir ve ASTde oldugu gibi
B6 vitamininin alinimindaki yetersizlik enzim aktivitesinde azalmaya sebep olur. Serum
ve spinal sivida ALT aktivitesi olmasina ragmen, ¢ok diisiik renal spesifik aktivitesi
nedeniyle idrarda ALT aktivitesi yoktur. AST ve ALT’nin serumdaki yiikselmis
aktiviteleri genellikle klinik pratikte ve saglik taramalarinda karaciger hastaliklarinin
belirteci olarak kullanilir. Bu bozukluklar yiiksek alkol alimi ve hepatitis viriisi
enfeksiyonu olmadan rastlanan alkolik olmayan karaciger yaglanmasinin taniminda
Oonemlidir. Diyabetli hastalarda serum aminotransferazlarinin yiikselmesi siklikla
gbozlenmekte ve bu ¢ogunlukla karacigere yag infiltrasyonundan kaynaklanmaktadir.
Sismanlikta da serum aminotransferazlarinin 6zellikle de ALT aktivitesinin yiikseldigi
bilinmektedir. ®© Diyabette serum glikoz konsantrasyonu; aspartat aminotransferaz
aktivitesi ile birlikte serum alanin aminotransferaz diizeylerinde de 6nemli oranda
yiikselmektedir. 5!

2.9. Oksidatif Stres

Reaktif oksihen tiirleri (ROS) ve antioksidanlar tiim canli dokularda belirli bir
dengel halinde iiretilmektedir. Doku biitiinliigiiniin ve fonksiyonlarinin normal fizyolojik
sartlarda devam ettirilebilmesi igin asir1 iiretilen ROS’lar, viicudumuzun antioksidan
savunma sistemlerince notralize edilirler. Glutatyon (GSH), glutatyon s transferaz
(GST), glutatyon peroksidaz (GPO), glutatyon reduktaz (GRx), katalaz (CAT),
stiperoksid dismutaz (SOD) ve antioksidan vitaminler (A, E ve C vitamini gibi) bu
savunma sistemleri icerisinde yer almaktadirlar. % Olusan fazla oksidatif stresi
antioksidan savunma sistemlerinin noétralize etmede yetersiz kalmasi durumunda
oksidan/antioksidan denge lehine bozulur ve oksidatif hasar denen zararh etkiler ortaya

c¢ikmaya baslar. Normal fizyolojik sartlarda ise oksidan/antioksidan dengesinde
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antioksidanlarin iistiinliigii s6z konusudur. ®* % Oksidanlarin bu dengeyi bozmasima
“oksidatif stres” denir ve sonugta doku hasar1 meydana gelir. ® Oksidatif doku hasari,
stiresince oksidan molekiiller hiicrenin yapi taslar1 olan protein, lipit, karbonhidrat,
niikleik asit ve enzimler iizerinde ¢esitli reaksiyonlara neden olurlar. ® ROS’larin asiri
olusumu, polimorf ¢ekirdekli 16kositlerin (PNL) aktivasyonuna da yol agmaktadir ve
boylece ROS’larn iiretimi daha da artmaktadir. ® ROS’lar, hiicre membran lipitlerini
oksidasyona ugratarak, lipid peroksidasyon iiriinii olan malondialdehid (MDA) gibi
toksik iiriinlerin meydana gelmesine neden olurlar. ® MDA, membran komponentlerinin
capraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olarak, membranlarda reseptorleri ve
membrana bagli enzimleri etkisiz hale getirmek suretiyle membran proteinlerinde de
ciddi hasarlar meydana getirebilirler. °

2.10. Antioksidanlar

Canli organizmalar, serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek i¢in hem
hiicre igerisinde hem de hiicre membraninda etkili olan ¢ok sayida korunma mekanizmasi
gelistirmektedirler. Bu mekanizmalar gerek radikal iiretimini engelleyerek, gerekse
olusan radikallerin zararl etkilerini ortadan kaldirarak etki gostermektedirler. GSH, SPO,
GST, GRx SOD ve CAT °‘lar canli dokularda en ¢ok bilinen 6nemli antioksidanlardandir.
GSH, bir¢ok hiicrede bulunan L-glutamat, L-sistein ve glisinden olusan tripeptiddir. GSH
aktif bolgesinde selenyum igeren bir enzim olan GRx enzimi katalizorliigiinde, H.O» ve
organik peroksitlerle reaksiyona girerek antioksidan etki gosterir ve H2O>’yi hiicrelerden
uzaklastirir. GSH hidrojen peroksiti veya organik oksitleri kimyasal olarak
zehirsizlestirerek ve hiicreleri ROS hasarindan korur. /% 7
2.10.1. Glutatyon (GSH)
Glutatyon (GSH) karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ olmadan glisin, sistein ve

glutamat amino asitlerinden sentezlenebilen bir tripeptitdir. Glutatyon (GSH) ¢cok 6nemli
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bir antioksidandir, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri
oksidatif hasara kars1 korur. Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniistimiiniin
engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki siilthidril (-SH) gruplarini rediikte halde
tutar ve bu gruplar1 oksidasyona karst korur, boylece fonksiyonel proteinlerin ve
enzimlerin inaktivasyonunu engeller. © Glutatyon (GSH) yabanci bilesiklerin
detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan transportunu da saglar. Glutatyon
(GSH) eritrositleri, 16kositleri ve goz lensini oksidatif strese kars1 korumada hayati 6neme
sahiptir.

2.10.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Bu enzim, siiperoksitin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii
katalizleyen enzimdir. SOD aktivitesi yas ilerledik¢e artar. SOD hemen hemen biitiin
canlilarda bulunmaktadir. Memelilerde ti¢ tip SOD bulunmaktadir. Bunlar; 1- sitozolde
bulunan dimerik Cu ve Zn ihtiva eden Cu-Zn SOD, 2- extraseliiler etki gosteren EC SOD
ve 3- mitokondride bulunan tetrametrik Mn ihtiva eden Mn-SOD’dur. SOD’un demir
ihtiva eden izomeri Fe-SOD ise sadece mikroorganizmalarda ve bazi bitkilerde
bulunmaktadir. SOD’un tiim ¢esitleri siiperoksitin dismutasyon reaksiyonunu
katalizleyebilir. "> Hemen hemen biitiin canlilarda bulunan ve siiperoksit gibi oldukca
saldirgan bir radikalin etkisini ortadan kaldiran SOD’un, canlilarda 6nemli roller
iistlendigi ve yasamsal etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir. " Serbest radikallerin
olusturdugu yikict etkinin onlenmesinde, SOD enziminin katalaz enzimi ile birlikte
incelenmesi gerektigi diisiiniilmektedir. Ciinkii SOD ile katalizlenen tepkime sonunda
olusan hidrojen peroksit, oksijenin toksik tiirlerinden biridir ve katalaz tarafindan birikimi

onlenmektedir. ™
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2.11. Anjiyotensin Déniistiiriicii Enzim (ACE) inhibitorleri ve Fizyolojik
Onemi

Bu grup ilaglar, angiotensin I’in gii¢lii bir vazokonstriktor olan angiotensin Il
(All)’ye dontisiimiinii katalize eden ACE’i inhibe ederck etki ederler. Anjiyotensin
Doniistiirtici Enzimin bir diger adi ise kininaz’dir. Ace inhibitorleri bradikininin yikimini
azaltarak bradikinin diizeyini artirirlar. Bdylece, vazokonstriksiyon Onlenir ve
vazodilatasyon sonucu periferik damar direnci diigser. Antihipertansif etki meydana gelir.
ACE inhibitdrleri bunun yanisira, kalp ve damar diiz kas hiicrelerinde proliferasyonu ve
“remodeling”i azaltir. AIl’nin aldosteron salinimini uyarici etkisi onlenir, natritiretik etki

meydana gelir, su ve tuz tutulmasi azalir.

Blood
pressure
rises

— T )

{_"_é.alt retention

&

/ —— R
[ Angictensin i Aldosterone
F
<= Angiotensin-
converting
enzyme |
Angiotensin |
<= Renin
| -
Angiotensinogen

Sekil 2.5. Renin-Anjiyotensin-Aldosteron sistemi

Suan kullanimda olan ACE inhibitorlerinden bazilar1 Enalapril, Fosinopril,
Kaptopril, Lizinopril, Ramipril ve Perindopril’dir. Yeni gelistirilmekte olan ACE

inhibitdrlerinden bazilar1 ise Omapatrilat, Sampatrilat ve Fosidotrilattir.
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2.12. Anjiyotensin Déniistiiriicii Enzim (ACE) inhibitorlerinin Parasetamol
Zehirlenmesindeki Onemi

Yeung tarafindan yapilan bir ¢alismada ACE inhibitorlerinden olan kaptopril,
yapisinda bulunan endojen tiyol grubundan dolay1 antioksidan mekanizma olan glutatyon
tilkenmesine bagl parasetamol kaynakli hepatotoksisitede etkili bulunmustur.

Farkl1 bir ¢alismada ise Anjiyotensin II olusumu ile oksidatif stres arasinda giiglii
bir iliski oldugu goriilmiistiir. ® Anjiyotensin II, kardiyovaskiiler sistemde NADPH
oksidazin kuvvetli bir aktivatoriidiir ve reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini artirir. Bu
nedenle ACE inhibisyonu sonucu azalan anjiyotensin Il ile oksidatif stres ve buna bagl

doku hasar1 engellenmis bulunmaktadir.

2.13. Omapatrilat

H

Sekil 2.6. Omapatrilat’in molekiiler yapisi ’’

Molekiil agirligi 408.53 g/mol, formiilii C1o0H24N204S>, molekiiler yapis1 Sekil 2.6°da
gosterilen omapatrilat hem ACE hem NEP (nétral endopeptidaz) inhibisyonu yapan
hipertansiyon ve kalp hastaliklarinda kullanilmasi amaglanan yeni gelistirilmekte olan bir
etken maddedir. ACE inhibisyonuyla Anjiyotensin II olusumu engellenir ve bdylece bu
peptitlerin; vazokonstriiktor, tuz birikimi etkileri azaltilmis olur. NEP ise farkli olarak
bazi regiilatuar peptitleri [atriyal natritiretik peptit (ANP) dahil] inaktive eden enzimleri
bloke eder. ANP ve bradikinin (BK) artig1 sonucu; vazodilatasyon ve natriiirezin artis1 ve

kalbin hipertrofisi ve fibrozisinin engellenmesi miimkiin olabilir. NEP ve ACE’nin ayr1
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ayr1 inhibisyonuna gore ikisinin birlikte kullanilmasiyla daha fazla vazokonstriiksiyon,
sodyum tutulumu azaltilir, kardiyak proliferasyon 6nlenir, vazodilatasyon, antihipertrofik
ve natriliretik etkiler 6n plana ¢ikar. NEP; bir hiicre ylizey enzimidir. Birgok dokuda
bulunur ve ANP ve BNP (brain natriiiretik peptit) gibi biyoaktif peptitleri pargalar. NEP
inhibisyonuyla ANP ve BK katabolizmasi korunarak; vazokonstriiktor, sodyum birimimi
dengesi vazodilator, natritiretik ve kardiyoprotektif etki artisina doniisebilir ve bdylece
antihipertansif etki ortaya cikar. 8 Ayrica daha énce yapilmis olan ¢alismalarda
omapatrilat i¢in tedavi edici dozun 40 mg/kg oldugu gosterilmistir. 11 781

2.13.1. Omapatrilat’in Farmakokinetigi

Daha dnce yapilmis bir caligmada 18-50 yas aras1 saglikli goniillii erkek ve hasta
goniillii erkek hastalarda omapatrilat 25 mg/250ml su seklinde oral olarak ve 10mg/10ml
inflizyon seklinde uygulandiginda ilag¢ absorpsiyonu hizli ve maksimum konsantrasyona
2 saatte ulagmustir. 82 Yar1 6mrii ortalama 14-19 sa olarak gosterilmistir. Yiiksek oranda
metabolize olan Omapatrilat, S-metilasyon, S-oksidasyona, amid hidrolizine
ugramaktadir. Eliminasyon miktari ise %80 oraninda bobreklerden idrarla atilarak
gerceklesir.

2.13.2. Omapatrilat’in Endikasyonlar1 ve Yan Etkileri

Hem ACE hem NEP inhibisyonu yapan Omapatrilatin hipertansiyon tedavisinde,
Konjestif kalp yetmezligi tedavisinde kullanilmasi hedeflenmistir. Ancak klinik deneme
asamasinda Omapatrilatin anjiyoédem yapmasi konjestif kalp yetmezligi tedavisinde

basarisiz bulunmustur. "
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3. MATERYAL VE METOT

Bu tezde yapilan calismalar Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji
Anabilim Dali arastirma laboratuvarlari, Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarlar1 ve
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlar

Calismada ATADEM’in (Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi) deneysel hayvan laboratuvarindan temin edilen toplam 56 adet Balb C erkek
fare kullanildi. Bu farelerin agirliklart 40-50 gram arasinda degistmekteydi. Deneyler
oncesinde ve sirasinda bu farelere yeterli miktarda su ve yem verildi; ve hayvanlar
belirlenen gruplara ayrilarak standart sicaklikta (22 °C) laboratuvarda tutuldu. Yapilmasi
gereken calismalar dncesinde Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Basgkanligi’'na (HADYEK) 19.04.2018 tarihli ve 42190979-000-E.1800126822 sayili
yazi ile bagvuru yapilmig, bu bagvurunun HADYEK tarafindan 04.05.2018 tarihli
75296309-050.01.04-E.1800138830 say1li yazida 108 nolu karar ile etik ilkelere uygun
oldugu kabul edilmistir.

3.1.2. Kullanilan flaclar

Parasetamol (PARA): Yapilan ¢alismalarda 1X’lik PBS (fosfat bazli tampon
¢ozelti — 1 ml) igerisinde %21 sodyum karboksi metil selilloz (CMC) beraberinde
400 mg/kg parasetamol ¢oziindiiriilerek ve bir miktar 1sitip karistirilarak hazirlanmistir.
Hazirlanan parasetamol ¢ozeltisi, oral olarak gavaj yontemiyle farelere uygulandi.

N-Asetil Sistein (NAC): %0.9 luk NaCl ¢ozeltisinde 600 mg tek tablet NAC
hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti farelere 140 mg/kg dozunda oral olarak gavaj yontemiyle

uygulandi.
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Omapatrilat: %0.9 luk NaCl ¢6zeltisinde omapatrilat siispande edildi. Hazirlanan

stispansiyon farelere uygun dozlarda (10, 20 ve 40 mg/kg) oral olarak gavaj yontemiyle

uygulandi.

3.1.3. Kullanilan Cihaz ve Aletler

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan cihazlarin model ve markalari

Cihaz

Modeli ve Markasi

Buzdolabi (-86 °C)
Derin Dondurucu
Doku Homojenizatorii

Eliza Okuyucu

Etuv

Hassas Terazi

Karistirici

Manyetik Karistirict
Mikroplate Yikayict
Otomatik Multikanal Pipet
pH Metre

Pipet Seti

Santrifiij (Sogutmali)

Nuaire NU-9483E, USA

Vestel BZP-X1.3402W, Tiirkiye

Tissue Lyser Il Qiagen, Germany
Epoch Microplate Spectrophotometer,
BioTek, USA

Memmert WNB 7-45, Germany
Shimadzu ATX224, USA

IKA- MS 3 basic, USA

Wisd WiseStir MSH-20A, Germany
Stat Fax 2600 Microplate Washer, USA
Eppendorf Research Pro (20-300u)
SCHOTT Instruments Lab 850, Germany
Eppendorf Research Plus

Hettich Zentrifugen 320R, Germany

3.2. Metot

3.2.1. Deney Plam

Yapilan ¢alismada hayvanlar 7 gruba ayrildi. Gruplarin her birinde en az 8 adet

olmak tizere toplam 56 adet fare kullanildi. Deneyler bagslamadan 6nce biitiin fareler 24

saat siire boyunca a¢ birakildi. Sonrasinda deneyde asagida belirtilen plana gore gruplara

ayrilan farelere ilaglar uygulandi.

1. Hayvan Grubu (saghkh): % 1’lik CMC igeren 1 ml 1X PBS ¢ozeltisi, gavaj

metoduyla oral olarak uygulandi.
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2. Hayvan Grubu (saghkhh + omapatrilat 40 mg/kg): % 0.9’luk NaCl
¢ozeltisinde hazirlanan 40 mg/kg dozunda omapatrilat gavaj metoduyla oral olarak
uygulandi.

3. Hayvan Grubu (parasetamol 400 mg/kg): 400 mg/kg dozunda % 1’lik CMC
igceren 1 ml 1X PBS’de hazirlanan parasetamol ¢ozeltisi, gavaj metoduyla oral olarak
uygulandi.

4. Hayvan Grubu (parasetamol 400mg/kg + NAC 140mg/kg): % 0.9’luk NaCl
¢ozeltisinde hazirlanan 140 mg/kg N-Asetil Sistein oral yoldan verildikten 1 saat sonra
400 mg/kg dozunda 1 ml parasetamol ¢ozeltisi, gavaj metoduyla oral olarak uygulandi.
Parasetamol verildikten 12 saat sonra NAC tekrar ayn1 dozda uygulandi.

5. Hayvan Grubu (parasetamol 400mg/kg + omapatrilat 10mg/kg): 10 mg/kg
dozunda omapatrilat oral olarak verildikten 1 saat sonra, 400 mg/kg dozunda 1 ml
parasetamol soliisyonu gavaj metoduyla oral olarak uygulandi.

6. Hayvan Grubu (parasetamol 400 mg/kg + omapatrilat 20 mg/kg): 20 mg/kg
dozunda omapatrilat oral olarak verildikten 1 saat sonra, 400 mg/kg dozunda 1 ml
parasetamol soliisyonu gavaj metoduyla oral olarak uygulandi.

7. Hayvan Grubu (parasetamol 400 mg/kg + omapatrilat 40 mg/kg): 40 mg/kg
dozunda omapatrilat oral olarak verildikten 1 saat sonra, 400 mg/kg dozunda 1 ml
parasetamol soliisyonu gavaj metoduyla oral olarak uygulandi.

Bu hayvan gruplar1 agagidaki deney plani tablosunda 6zetlenmistir:
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Tablo 3.2. Deneylerde kullanilan hayvanlarin sayilari ve tedavi gruplari

Gruplar Hayvan Sayis1 Tedavi
8 Saglikli (1 ml PBS)
Saglikli (1 ml PBS) + Omapatrilat (40 mg/kg)

8
8 Parasetamol (400 mg/kg)

8 Parasetamol (400 mg/kg) + NAC (140 mg/kg)

8 Parasetamol (400 mg/kg) + Omapatrilat (10 mg/kg)
8 Parasetamol (400 mg/kg) + Omapatrilat (20 mg/kg)
8

~N O o AW N

Parasetamol (400 mg/kg) + Omapatrilat (40 mg/kQg)

Uygulanan parasetamol dozlari literatiir arastirmasi ile belirlenmistir. 4% 8

Parasetamol verildikten 4 saat sonra tiim gruplara deney bitene kadar yeterli su ve yem
verildi. Bu literatiir bulgularina gére 400 mg/kg parasetamol gavaj yontemiyle oral olarak
uygulanmasinin lizerinden 24 saat gectikten sonra karaciger toksisitesi olusmustur.

3.2.2. Histolojik Calismalar

Bu tezdeki histolojik calismalar Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali histoloji Laboratuvart ve Patoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.2.2.1. Parafin Kesitlerde Konvansiyonel Isik Mikroskop

Tiim gruplardaki farelerden alinan karaciger dokularina kod numaralari verilerek
icinde %4’liik formaldehit igeren siselere birakildi. Ardindan asagida belirtilen sirasi ile
doku takip islemlerine ge¢ildi.

1. Akarsuda yikama (giin boyu)

2. %70’lik Alkolde (Merck) ® 1 gece bekletme

3. %80’lik Alkolde 1 saat bekletme

4. %9611k Alkolde 1 saat bekletme

5. %96°lik Alkolde 1 saat bekletme
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6. %100’1liik Alkolde 1 saat bekletme

7. %100’liik Alkolde 1 saat bekletme

8. Ksilende (Merck) ® 10 dakika bekletme

9.Ksilende 10 dakika bekletme

10. Ksilende 10 dakika bekletme

11. Ksilen + boncuk parafin (Merck) ® 60°C‘lik etiivde 1 saat bekletme

12. Boncuk parafinde 60°C‘lik etiivde 1 saat bekletme

13. Boncuk parafinde 60°C‘lik etiivde 2 saat bekletme.

Dokular parafin bloklara gomiilerek kesit alinmasi islemlerine hazir hale getirildi.
Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT) ile 5 pm’lik kesitler cam lamlar iizerine

alindiktan sonra asagida siralanan iglemlere tabi tutularak boyama islemi gergeklestirildi.

[

. Ksilolde (20 dak.) bekletme

N

. Ksilolde (10 dak.) bekletme

[99)

. 1ki ayr1 % 96°lik Alkol serisinde (5 dak.) bekletme

N

. %80’lik Alkol (10 dak.) bekletme 34

|9,

. Cesme suyunda yikama

6. Hemotoksilen boyasinda (1 dak.) bekletme

\l

. Asit-Alkol karisimina batirilip ¢ikarma

8. Eozin soliisyonunda (1 dak.) bekletme

Ne)

. Suda (1 dak.) yikama

10. %80’1ik Alkolde (10 dak.) bekletme

11. Iki ayr1 % 96’lik Alkol serisinde (10 dak.) bekletme
12. Ksilol serilerinde (20 dak.) bekletme

13. Entellan ile kapatma islemi gerceklestirildi.
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Incelemeye hazir hale gelen kesitler, Olympus BH 40 marka kamera atagmanl
151k mikroskobu altinda incelenerek ilgili tiim gruplara ait fotograflar ¢ekildi.
3.2.3. Biyokimyasal Calismalar
3.2.3.1. Serumda Yapilan Analizler
AST, ALT ol¢iimii icin serumun elde edilmesi: EDTA’l1 biyokimya tiipline
konulan kanlar 4000 rpm’de 10 dakika boyunca 4 “C’de santifiij islemi gerceklestirildi.
Analiz yapilana kadar -80 °C’de sakland1. Her 6rnegin AST ve ALT seviyeleri ikiser kere
yiiksek hassasiyetteki ELISA kitiyle (USCN Life Science-E90207Ra, E91214Ra-China)
Olciildi.
AST Olciimii
Kullanilan reaktifler: Standart (dondurulmus), Detection reagent A (green),
Detection reagent B (red), TMB substrate, Wash buffer, Standart diluent, Assay Diluent
A, Assay diluent B, Stop solution.
Deneyin yapihisi:
1. Kuyulara Standart, kdr ve numunelerden 100 ul eklendi. Plate’in {stii
kapatildiktam sonra 2 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi.
2. Yikama islemi 3 kere yapildiktan sonra, her kuyuya 100 ul Detection Reagent
A soliisyonu eklendi. 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi.
3. Yine yikama islemi 3 kere yapildiktan sonra her kuyuya 100 ul Detection
Reagent B soliisyonu eklendi. 30 dk. 37 °C’de inkiibasyona birakildi.
4. Solusyonlar kuyulardan alindi ve yikama islemi uygulanda.
5. Her kuyuya 90 ul Substrat eklendi. 15-20 dk. 37 °C’de inkiibasyona birakildi.
6. Her kuyuya 50 ul stop soliisyonu eklendi ve sivilarda sar1 renk goézlendi.

7. 450 nm’de 6l¢tim alindi.
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AST Miktarimin Hesaplanmasi: Olciimler Epoch Elisa reader cihazinda yapildi.

Cihazin Gen 5 programi kullanilarak hesaplamalar yapildi. Standart Log-Log egri

hazirlandi. Y axis: AST kons., X axis: abs. Standartlara en uygun sekilde bir dogru ¢izildi

ve numunelerimizin konsantrasyonlar1 belirlendi. Konsantrasyonlar ng/ml olarak

hesaplanda.

ALT Ol¢iimii

Kullanilan reaktifler: Standart(dondurulmus), Detection reagent A (green),

Detection reagent B (red), TMB substrate, Wash buffer, Standart diluent, Assay Diluent

A, Assay diluent B, Stop solution.

Deneyin yapihisi:

1.

8.

9.

Standart, blank ve numunelerimizden her kuyuya 100 ul eklendi. 2 saat
37 °C’de inkiibasyona birakildu.

Tiim sivilar alindi, yikama islemi uygulanmadi.

Her kuyuya 100 ul Detection Reagent A soliisyonu eklendi. 1 saat 37 °C’de
inkiibasyona birakildi.

Solusyonlar kuyulardan alind1 ve yikama islemi uyguland.

Her kuyuya 100 ul Detection Reagent B soliisyonu eklendi. 30 dk. 37 *C’de
inkiibasyona birakildi.

Solusyonlar kuyulardan alind1 ve yikama islemi uygulanda.

Her kuyuya 90 ul Substrat soliisyonu eklendi. 15-20 dk. 37 °C’de karanlikta
inkiibasyona birakildu.

Her kuyuya 50 ul stop soliisyonu eklendi ve sari renk gozlenmeye baslandi.

450 nm’de 6l¢tim alindi.

ALT Miktarimin Hesaplanmasi: Olgiimler Epoch Elisa reader cihazinda yapildi.

Cihazin Gen 5 programi kullanilarak hesaplama yapildi. Standartlara uygun log-log egrisi
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hazirlandi. 'Y axis: ALT kons., X axis: abs. Numunelerimizin konsantrasyonlari
belirlendi. Numune konsantrasyonlar ng/ml olarak hesaplandi.

3.2.3.2. Karaciger Dokusu Uzerinde Yapilan Analiz islemleri

Biiyiikolgekli analiz islemlerinden sonra, deney hayvanlarina ait karaciger doku
ornekleri -80°C’de muhafaza edildi. 75 mg’lik fare karaciger dokularinin
homojenizasyonu islemi 3 dk siiresince 30 Hz titresimde spesifik homojenat tampon
soliisyonunda (uygun bufferda) buz iizerinde Tissue Lyser sayesinde ger¢eklestirildi.
Sonrasinda ise kitte belirtilen yaptirimlar iizerinden gidilerek doku santrifiijii saglandi.
Biyokimyasal analizler i¢in her bir fare karacigerindeki SOD aktivitesi ve MDA seviyesi
manuel yontemlerle, GSH, ACE ve Neprilisin seviyeleri ise ELISA Kitleriyle tayin
edilmistir. Ayrica spesifik buffer ile homojenizasyonu saglanmis biitiin karaciger
dokularinda tiim veriler her mg protein i¢in ort+standart sapma seklinde ifade edildi.

Protein tayini: Protein yogunluklari ticari protein standartlarindan Lowry
metodu kullanimiyla saptandi (Sigma Aldrich, Total protein kit-TP0300-1KT-USA).

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivite tayini

Reaktif Maddeler: Assay buffer (50 mM Tris-HCI, pH:8, 0.1 mM
diethylenetriaminepentaacetic acit (DTPA)), Sample Buffer (50 mM Tris-HCI, pH: 8),
Radical Detector (Tetrazolium tuzu), Sod Standart (Bovine eritrosit SOD (Cu/Zn)),
Xanthine Oxidase.

Deneyin yapihis::

Doku homojenizasyonu

1. Dokular kirmizi kan hiicresi ve kan pihtilarim1 uzaklastirmak i¢in PBS ile

yikanip, s1v1 azot i¢inde dokularimiz homejenizasyon iglemine tabi tutuldu,
2. 70 mM siikroz, 210 mM mannitol ve ImM etilen glikol-bis tetraasetik asit

(EGTA) iceren pH’1 7.2 olan doku basina 1 ml soguk HEPES buffer ile ultra
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turrax homojenizatérde buz akiisii iizerinde 1 dakika kadar homojenizasyonu
saglandi,

Biitiin 6rnekler islem bitinceye dek 4 °C’de muhafaza edilerek saklandi,

4 °C 10000 RPM’de 5 dk siiresince santrifiij islemi gercgeklestirildi,

Serum kisminda 6lgiim yapildi.

Calisma prosediirii

1.

2.

Calismada 96 kuyucuklu plate kullanilds,

Tiim kuyucuklara 6l¢lim karigimindan 200’er pl ilave edildi,

Standartlar hazirlanarak 50 pl standartlar sirasina eklendi,

Numune ¢ozeltilerinden uygun kuyucuklara 50°ser pl ilave edildi,

Kor kuyucuguna 50 pl homojenat tamponu koyuldu,

Oda sicakliginda herbir kuyucuga 20’ser ul xantin oksidaz ilave edildi,
Ik kuyucuga XO ekleme isleminin iizerinden 20 dakika gectikten sonra

560 nm dalga boyunda absorbans dl¢timii yapildi.

SOD aktivitesi analizi: Olusan mavi-mor renkteki formazon boyasindaki

azalmanin absorbans diizeyleri 560 nm’de 96’lik well plate kullanilarak okundu ve

seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak daha 6nce hazirlanmis olan SOD stok soliisyonu

ile olusturulan standart grafikten yararlanilarak 6l¢iim hesabi yapildi. Numunelerin SOD

aktivitesi, U/mg protein seklinde ifade edildi. Her bir doku faktoriiniin etkisi 2 kez tekrar

yapilarak tespit edildi. Standart ve numunelerin konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Total Glutatyon (GSSG/GSH) miktar tayini

Reaktif Maddeler: YLA0167MO ELISA kiti iginde standart diliisyon ¢ozeltisi,

kromojen soliisyon A, kromojen soliisyon B, streptavidin-HRP, standard soliisyon, stop

soliisyon, biotin ile isaretlenmis GSH antibodyleri
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Deneyin yapilisi:

Doku homojenizasyonu

1.

Dokular kirmizi kan hiicresi ve pihtilarin1 uzaklastirmak i¢in PBS ile yikama
yapildi,

75 mg doku tizerine 4.5 ml homojenat tamponu eklenerek homojenizasyonu
saglandi,

Homojenatlar, 12000 RPM ve 4 °C'de 15 dakika boyunca santrifiij edilip ve

serumlar GSH seviyesinin tespiti i¢in kullanildi.

Calisma prosediirii

1.

2.

Calismada 96 kuyucuklu plate kullanildi,

Olgiim tamponundan her bir kuyucuga 120’ser ul eklendi,

Bos kuyucuga kromojen A, kromojen B ve stop soliisyonu eklendi,

Standart soliisyon kuyucuguna 50 pl standart soliisyon ve 50 pl streptavidin-
HRP eklendi,

Olgiim yapilacak dokularin konuldugu kuyucuklara 40 pl érnek, 10 ul GSH
antibodyleri ve 50 pl streptavidin-HRP eklendi,

Kuyucuklarin oldugu platein {istii yapigkan membran ile ortiildii ve yavasca
karistirildi. Sonrasinda 37 °C’de etiivde 60 dk inkiibe edildi,

Yikama ¢ozeltisi 30 kez seyreltildi ve Mikroplate Yikayict kullanilarak
ornekler yikandi,

Her kuyucuga 50ser ul kromojen soliisyon A ve kromojen soliisyon B konuldu
ve hafige karistirildiktan sonra 10 dakika boyunca 37 °C’deki etiivde inkiibe
edildi.

50ser ul stop soliisyon ile her kuyucuktaki reaksiyon durduruldu, ve kuyucuk

renklerinin mavidan sariya donmesi saglandi,
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10. Stop soliisyonunun eklenmesinden 10 dk i¢inde, tiim kuyucuklarin 450 nm

15181 bos kuyucuga gore absorbanslari dlgiilerek kaydedildi.

GSH miktarinin hesaplanmasi: Olusan sar1 renk miktarlar1 450 nm’de 96’lik

well platede okunup, seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak daha 6nce hazirlanmis olan

GSH stok soliisyonu ile olusturulan standart grafikten faydalanilarak O6l¢tim hesabi

yapildi. Serum GSH seviyesi, nmol/mg protein seklinde ifade edildi. Her bir doku

faktoriiniin etkisi 2 kez tekrar yapilarak tespit edildi.

Malondialdehit (MDA) miktar tayini

Reaktif Maddeler; MDA standart (malon dialdehid bis), Thiobarbituric acid

(TBA), SDS lysis solution, TBA acid diluent, Sodium hidroxide solution, BHT solution

(Igerisinde % 5 lik butylated hydroxytoluene)

Deneyin yapihisi:

Doku homojenizasyonu

1.

Dokularin homojenizasyon oncesinde sivi azot altinda PBS ile yikamasi
yapildi,

S1v1 azot ile parga parca olan drnekler 75 mg olacak sekilde tartimi yapildi,
75 mg doku tizerine 1 ml homojenat tamponu eklenerek 3 dk boyunca

30 Hz’de tissue lyser ile homojenizasyonu saglandi.

Calisma prosediirii

1.

2.

Calismada 96 kuyucuklu plate kullanild,

Tiim kuyucuklara 10ul SLS, 75 pl %20 asetik asit, 75 pl %0.08 TBA ve 30 ul
saf su eklendi,

Numune kuyularina 10’ar pl uygun numunelerden eklendi,

Kor kuyusuna 10 pl homojenat tampon soliisyonu koyuldu,

Standartlar uygun kuyucuklara 20’ser pl eklendi,
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6. Pipetleme isleminden sonra plate, 105 °C’de 90 dakika inkiibe edildi,
7. Inkiibasyon sonunda plate, 4000 rpm’de, 4 °C’de, 15 dakika boyunca santrifiij
edildi,
8. Siipernatant (listte kalan kisim) MDA ¢d6zeltisi olarak kullanildi ve 200’er pl
orneklerin 532 nm dalga boyunda absorbanslar1 kaydedildi.
9. Ornek ile standatlar iki tekerriir olarak 6lciildii.
MDA miktarimin hesaplanmasi: Meydana gelen pembe renk miktarlar
532 nm’de 96’11k well platede okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak 6ncesinde
hazirlanmis olan MDA stok soliisyonu ile olusturulan standart grafiginden faydalanilarak
olgiim hesab1 yapildi. Orneklerin MDA miktarlari, nmol/mg protein seklinde ifade edildi.
2 kez tekrar yapilarak her bir doku faktoriiniin etkisi tespit edildi.
Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim (ACE) miktar tayini
Reaktif Maddeler: YLA0163MO ELISA kiti iginde standart diliisyon ¢ozeltisi,
kromojen soliisyon A, kromojen soliisyon B, streptavidin-HRP, standart soliisyon, stop
soliisyon, biotin ile isaretlenmis ACE antibodyleri
Deneyin yapilisi:
Doku homojenizasyonu
1. Dokular kirmiz1 kan hiicresi ve pithtilarin1 uzaklagtirmak i¢in PBS ile yikama
yapildi
2. 75 mg doku tizerine 4.5 ml homojenat tamponu eklenerek homojenizasyonu
saglandi,
3. Homojenatlar, 12000 RPM ve 4 °C'de 15 dakika boyunca santrifiij edilip ve
serumlar ACE seviyesinin tespiti i¢in kullanildi.
Calisma prosediirii

1. Calismada 96 kuyucuklu plate kullanildi,
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2. Olgiim tamponundan her bir kuyucuga 120’ser ul eklendi,

3. Bos kuyucuga kromojen A, kromojen B ve stop soliisyonu eklendi,

4. Standart soliisyon kuyucuguna 50 pl standart soliisyon ve 50 ul streptavidin-
HRP eklendi,

5. Olgiim yapilacak dokularin konuldugu kuyucuklara 40 ul 6rnek, 10 ul ACE
antibodyleri ve 50 ul streptavidin-HRP eklendi,

6. Kuyucuklarin oldugu platein {istii yapiskan membran ile ortiildii ve yavasca
karistirildi. Sonrasinda 37 °C’de etiivde 60 dk inkiibe edildi,

7. Yikama c¢ozeltisi 30 kez seyreltildi ve Mikroplate Yikayici kullanilarak
ornekler yikand,

8. Her kuyucuga 50ser pul kromojen soliisyon A ve kromojen soliisyon B konuldu
ve hafige karigtirildiktan sonra 10 dakika boyunca 37 °C’deki etiivde inkiibe
edildi.

9. 50ser pl stop soliisyon ile her kuyucuktaki reaksiyon durduruldu, ve kuyucuk
renklerinin mavidan saritya donmesi saglandi,

10. Stop soliisyonunun eklenmesinden 10 dk icinde, tiim kuyucuklarin 450 nm
15181 bos kuyucuga gore absorbanslari dlciilerek kaydedildi.

ACE miktariin hesaplanmasi: Olusan sar1 renk miktarlart 450 nm’de 96’lik
well platede okunup, seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak daha 6nce hazirlanmis olan
ACE stok soliisyonu ile olusturulan standart grafikten faydalanilarak olg¢iim hesabi
yapildi. Serum ACE seviyesi, ng/ml protein seklinde ifade edildi. Her bir doku faktoriiniin

etkisi 2 kez tekrar yapilarak tespit edildi.
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Neprilisin miktar tayini

Reaktif Maddeler: YLA1760MO ELISA kiti iginde standart diliisyon ¢ozeltisi,

kromojen soliisyon A, kromojen soliisyon B, streptavidin-HRP, standart soliisyon, stop

soliisyon, biotin ile isaretlenmis Anti NEP antibodyleri

Deneyin yapilisi:

Doku homojenizasyonu

1.

Dokular kirmizi kan hiicresi ve pihtilarin1 uzaklastirmak i¢in PBS ile yikama
yapildi

75 mg doku tizerine 4.5 ml homojenat tamponu eklenerek homojenizasyonu
sagland,

Homojenatlar, 12000 RPM ve 4 °C'de 15 dakika boyunca santrifiij edilip ve

serumlar Neprilisin seviyesinin tespiti i¢in kullanilda.

Calisma prosediirii

1.

2.

Calismada 96 kuyucuklu plate kullanildi,

Olgiim tamponundan her bir kuyucuga 120’ser ul eklendi,

Bos kuyucuga kromojen A, kromojen B ve stop soliisyonu eklendi,

Standart soliisyon kuyucuguna 50 pl standart soliisyon ve 50 pl streptavidin-
HRP eklendi,

Olgiim yapilacak dokularm konuldugu kuyucuklara 40 ul &rnek, 10 pl
Neprilisn antibodyleri ve 50 ul streptavidin-HRP eklendi,

Kuyucuklarin oldugu platein iistii yapiskan membran ile 6rtiildii ve yavasca
karistirildi. Sonrasinda 37 °C’de etiivde 60 dk inkiibe edildi,

Yikama c¢ozeltisi 30 kez seyreltildi ve Mikroplate Yikayict kullanilarak

ornekler yikand,
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8. Her kuyucuga 50ser pl kromojen soliisyon A ve kromojen soliisyon B konuldu
ve hafice karistirildiktan sonra 10 dakika boyunca 37 °C’deki etiivde inkiibe
edildi.

9. 50ser ul stop soliisyon ile her kuyucuktaki reaksiyon durduruldu, ve kuyucuk
renklerinin mavidan sartya donmesi saglandi,

10. Stop soliisyonunun eklenmesinden 10 dk iginde, tiim kuyucuklarin 450 nm
15181 bos kuyucuga gore absorbanslari dlgiilerek kaydedildi.

Neprilisin miktarimin hesaplanmasi: Olusan sari renk miktarlar1 450 nm’de
96’11k well platede okunup, seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak daha 6nce hazirlanmig
olan Neprilisin stok soliisyonu ile olusturulan standart grafikten faydalanilarak 6l¢iim
hesab1 yapildi. Serum Neprilisin seviyesi, pg/ml protein seklinde ifade edildi. Her bir
doku faktoriiniin etkisi 2 kez tekrar yapilarak tespit edildi.

3.2.4. Istatistiksel Analiz

Deney sonuglarinda ortaya cikan analiz degerleri ortalama + standart sapma
parametreleriyle gosterildi ve p<0.05 degerleri istatistiksel bakimdan 6nemli oldugu
kabul edildi. Deney gruplari arasindaki niiansin 6nem seviyesi tek yonlii varyans analizi
One-Way ANOVA testi lizerinde Post Hoc ¢oklu karsilastirmali testlerden Duncan
teknigine gore belirlendi. Farkli olan harfler herhangi bir grubun diger gruptan
istatistiksel agidan farkli oldugunu ifade etmektedir. Esit harfler ise bu niiansin 6nemsiz

oldugunu belirtmektedir.
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4. BULGULAR

Yapilan ¢alismalarda elde edilen bulgular histopatolojik ve biyokimyasal olarak
iki kategoriye ayrilmistir.

4.1. Histopatolojik Bulgular

Saglikli grupta yapilan incelemede karaciger klasik lobiillerinin normal boyutta ve
goriiniimde oldugu, histolojik olarak ise portal alanin ve sentral venlerin saglikli
goriinlimde oldugu ve bunlar arasinda seyreden hepatositler ve siniizoidal araliklarda
herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmadi. OMA 40 grubun incelenen histolojik
kesitlerinin saglikli gruba benzer bir goriiniimde oldugu, portal alan, sentral ven, hepatosit
kordonlarinda ve siniizoidal araliklarda herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmadi.

PARA grubunda yapilan incelemede klasik portal lobul alanlarinda daginik bir
gdriiniim izlenmekteydi. Ozellikle portal ven ¢evresinde yer alan hepatositlerde goriilen
piknotik ¢ekirdekli apoptotik hiicreler ve asir1 eozinofilik sitoplazmali nekrotik hiicreler
dikkat gekmekteydi. PARA + NAC grupta yapilan inceleme de para grubuna gore anlamli
bir diizelme goriilmekteydi. Ancak sentral vene komsu alanda yer yer nekrotik ve
apoptotik hiicreler goriilmekteydi. Bunun yaninda sentral venden portal alana dogru
goriilen hepatositlerde neredeyse hi¢ hasar izlenmedi.

PARA + OMA 10 grupta yapilan preparat sentral ven ¢evresinde hepatositlerde
para grubunda izlenen figiirlere rastlanmadi. Ancak nadir olarak nekrotik ve apoptotik
hiicreler goriilmekteydi. PARA + OMA 20 grupta yapilan incelemede para grubuna
kiyasla anlamli derecede farklilik vardi. Sentral vene komsu hepatositlerde eozinofilik
hiicreler goriilmekteydi. Bu alanin disindaki hepatositlerde neredeyse saglikli grupta
izlenen hepatositlere benzer hiicreler izlenmekteydi. Bu gruptaki bulgular PARA+NAC

grubunda goriilen bulgulara benzerlik gostermesi dikkatten kagmadi. PARA + OMA 40
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grupta yapilan incelemede neredeyse hi¢ patolojik bulgulara rastlanmadi. Saglikli gruba

en benzer grup bu gruptu.

GRUPLAR Apoptotik
H /BULGULAR Hiicreler Hiicreer

SAGLIKLI - -

OMA 40 - -

PARA ++ i
PARA+NAC + +
PARA+OMA 10 ) +

| PARA+OMA 20 + ¥

| PARA+OMA 40 = =

Sekil 4.1. (A) Saglikli, (B) Saglikli + OMA 40 grubundaki, (C) PARA grubundaki, (D)
PARA + NAC grubundaki, (E) PARA + OMA 10 grubundaki, (F) PARA + OMA 20
grubundaki, (G) PARA + OMA 40 grubundaki farelerden alinan karaciger dokusunun
histopatolojik gortntiisii. (H) Skor tablosu
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Bu histopatolojik bulgularin karsilagtirmali olarak daha iyi anlasilir olacagindan
skorlama yapilmistir. Hepatositlerde gozlenen nekrotik ve apoptotik hiicrelerin varligi ve
doku igi eritrositlerin birikimi g6z 6niine alinarak yapilan histopatolojik skorlamaya gore;
yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) hasar olacak sekilde asagidaki tabloda
gosterildigi sekilde sembolize edilmistir.

Tablo 4.1. Histopatolojik bulgularin fare gruplarina gore karsilastirmali skorlari

GRUPLAR Apoptotik Nekrotik
Hiicreler Hiicreler
SAGLIKLI - -
OMA 40 - -
PARA +++ +++
PARA+NAC + +
PARA+OMA 10 + +
PARA+OMA 20 + +
PARA+OMA 40 - -

4.2. Biyokimyasal Bulgular
4.2.1. ALT ve AST Olciimleri

Tablo 4.2. ALT ve AST ol¢timleri sonuglari

GRUPLAR ALT AST
(U/L) (U/L)

SAGLIKLI 18.44 + 0.88? 55.25 + 2.892
OMA 40 21.27 +1.922b 59.67 + 2.642P
PARA 95.37 + 6.20° 182.65 + 7.47f
PARA+NAC 24.75 + 2.32° 66.50 + 4.27°
PARA+OMA 10  50.66 + 2.63° 133.66 + 7.70°
PARA+OMA 20  39.40 + 2.64¢ 99.33 + 6.43¢
PARA+OMA 40  31.73+3.50° 87.89 + 2.51°
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Sekil 4.2. ALT ve AST o6l¢iimleri grafiksel sonuglari

ALT ve AST miktarlar1 aym sekilde saglikli, saglikli + omapatrilat 40mg/kg
(OMAA40), parasetamol 400mg/kg (PARA), parasetamol 400mg/kg + NAC 140mg/kg,
parasetamol 400mg/kg + omapatrilat 10mg/kg (PARA+OMA10), parasetamol 400mg/kg
+ omapatrilat 20mg/kg (PARA+OMAZ20), ve parasetamol 400mg/kg + omapatrilat
40mg/kg (PARA+OMAA40) olmak lizere yine 7 grupta incelenmistir. Elde edilen
sonuglara gore, karaciger hasarina bagli PARA grubunda ALT ve AST miktarlarinda
saglikli kontrol grubuna ve OMA40 grubuna gore ¢ok belirgin ylikselme gozlenmistir.
Spesifik tedavi kabul edilen PARA+NAC grubunda ise ALT ve AST seviyelerinin
neredeyse saglikli gruplara geri ¢ekildigi goriilmiistiir. Omapatrilat dozunu test ettigimiz
PARA+OMA10, PARA+OMA20 ve PARA+OMA40 gruplarinda ise giderek artan
omapatrilat dozu ile ALT ve AST miktarlarinin da ayni sekilde saglikli gruplara yaklastig

gbzlenmistir.
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4.2.2. SOD, GSH ve MDA Olgiimleri

Tablo 4.3. SOD, GSH ve MDA ol¢iimleri sonuglari

GRUPLAR SOD GSH MDA
(U/mg protein)  (nmol/mg protein)  (nmol/mg protein)

SAGLIKLI 8.21 +0.77%¢ 53.21 + 2.56¢ 12.80 + 1.772
OMA 40 8.55 + 0.51° 54.52 + 2.584 12.34 +1.528
PARA 3.67 £0.34° 30.26 = 2.012 35.74 + 2.68¢
PARA+NAC 7.28 +0.74%¢ 50.97 + 1.47¢ 15.71 + 2.89%P
PARA+OMA 10 4.25+0.472 31.78 £1.992 30.67 + 3.98¢
PARA+OMA 20  5.61+0.63" 37.17 +1.97° 23.53 £ 2.74°
PARA+OMA 40  6.97 +0.75° 42,70 £ 4.12° 19.51 + 1.90°¢

SOD aktivitesi ile GSH ve MDA seviyeleri, saglikli, saghkli + omapatrilat
40mg/kg (OMAA40), parasetamol 400mg/kg (PARA), parasetamol 400mg/kg + NAC
140mg/kg, parasetamol 400mg/kg + omapatrilat 10mg/kg (PARA+OMA10),
parasetamol 400mg/kg + omapatrilat 20mg/kg (PARA+OMAZ20), ve parasetamol
400mg/kg + omapatrilat 40mg/kg (PARA+OMA40) olmak iizere toplam 7 grupta
incelenmistir. Ol¢iim sonuclarina gore, SOD aktivitesi saglikli ve OMA40 gruplarina en
yakin olarak PARA+OMA40 grubunda gozlenmistir. Omapatrilat uygulamasi
yapilmayan veya daha az yapilan gruplarda SOD aktivitesinin bu saglikli degerin altinda
kaldig1 goriilmiistiir. PARA+NAC grubunda ise saglikli grupta olgiilen degere,
omapatrilat uygulanan gruplara nazaran bir miktar daha fazla yaklasan SOD aktivitesi
Olgiilmiistiir.

Benzer sekilde GSH seviyesinde de uygulanan omapatrilat miktar1 arttikca GSH
seviyesini de yiikselmistir. PARA grubundan PARA+OMA40 grubuna kadar GSH
seviyesini yiikselerek saglikli degere yaklastigi sonucu bulunmustur. Kabul edilen

tedavinin test edildigi PARA+NAC grubunda ise saglikli degerle istatistik olarak ayni
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kabul edilebilecek GSH seviyesi gozlenmistir. Farelere 40mg/kg OMA dozu verildiginde
o6l¢iilen GSH seviyesinin kabul edilmis tedavi yontemi olan NAC verilen farelerdeki GSH
seviyesine yaklastig1 goriilmiistiir.

Aym gruplarda yapilan Ol¢iimlerde ise MDA seviyesinin parasetamol verilen
farelerde saglikli gruba gore yiikseldigi goézlenmistir. OMA uygulanan gruplarda ise
10mg/kg’dan 40mg/kg’a kadar artan OMA miktar1 ile beraber MDA seviyesinin diiserek
saglikli gruba yaklastigi olgtilmistiir. Aymi sekilde, kabul edilen tedavi yontemi olan

NAC uygulamast ile saglikli MDA seviyesine neredeyse ulagilmistir.
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Sekil 4.3. SOD, GSH ve MDA o6l¢ilimleri grafiksel sonuglari

4.2.3. ACE ve Neprilisin Ol¢iimleri

Tablo 4.4. ACE ve Neprilisin 6l¢iimleri sonuglari

GRUPLAR ACE Neprilisin
(ng/ml) (pg/ml)

SAGLIKLI 8.08 + 0.46% 5.11 + 0.532
OMA 40 11.67 + 1.20° 6.35+0.17°
PARA 14.53 + 1.24° 7.49 +0.53¢
PARA+NAC 7.40 + 0.752 5.31 +0.73%P
PARA+OMA 10  14.94 + 1.09° 7.48 + 0.61°
PARA+OMA 20  18.89 +0.82¢ 8.61 + 0.81¢
PARA+OMA 40  23.11+1.09° 10.32 + 0.65°
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Sekil 4.4. ACE ve Neprilisin dl¢timleri grafiksel sonuglari

ACE ve Neprilisin seviyeleri de saglikli, saglikli + omapatrilat 40mg/kg
(OMAA40), parasetamol 400mg/kg (PARA), parasetamol 400mg/kg + NAC 140mg/kg,
parasetamol 400mg/kg + omapatrilat 10mg/kg (PARA+OMA10), parasetamol 400mg/kg
+ omapatrilat 20mg/kg (PARA+OMAZ20), ve parasetamol 400mg/kg + omapatrilat
40mg/kg (PARA+OMA40) olmak iizere yine 7 grupta incelenmistir. Saglikli gruba gore,
OMA uygulanan tedavi gruplarinda OMA dozu giderek artan miktarda verildiginde, ACE

ve Neprilisin seviyelerinde de artis gézlenmistir.
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5. TARTISMA

Bu calismada, farelerde parasetamol kaynakli karaciger hasarina karsi Renin
anjiyotensin aldosteron yolagi {izerinden etkisini gosteren, hem ACE (Anjiyotensin
Dontistiiriicii Enzim) hem de NEP (N6tral Endopeptidaz) inhibitorii olan omapatrilatin
etkileri arastirildi.

Asetaminofen olarak da bilinen parasetamol diinya genelinde en ¢ok kullanilan
analjezik ve antipiretik ilagtir. Parasetamol uygun fiyatl ve kolay ulasilabilen OTC( over
the counter) olarak siniflandirilan recetesiz satilabilen ila¢ grubundadir. Terapotik dozda
kullanildiginda oldukga iyi bir giivenlik profiline sahiptir.

Yaygin kullanim1 ve kolay ulasilmasi sebebiyle parasetamol intoksikasyonu sik
bildirilen intoksikasyonlardan biridir. Cocuk acil servisine basvuran zehirlenme
vakalariyla ilgili yapilan bir ¢caligmada ise, ilag zehirlenmelerinin %31,7 sinin analjezik
ve antipiretik ila¢ grubundan parasetamol kaynakli oldugu goériilmiistiir. Bunun nedeninin
ise ¢ocuklarda ates diisiiriicti ilag olarak ilk sirada parasetamoliin sik regetelenmesi,
regetesiz aliabilmesi ve ucuz olmasia bagh olabilecegi diisiiniilmiistiir. 8

Parasetamole bagli karaciger hiicre hasarinin mekanizmasi halen tam olarak
anlagilamamugtir. Biiyiik Ol¢iide kabul edilen goriise gore, terapotik dozda verilen
parasetamoliin biiytik bir kism1 (%90) karacigerde glukronit ve siilfat konjugasyonlarina
doniistiiriiliir, kalan (%8) kisim ise hepatik sitokrom p450 enzimleri tarafindan (6zellikle
CYP2E1) N-asetil p-benzokinonimin (NAPQI)'e metabolize edilir. Zehirlenme
durumunda ise assir1 parasetamol alimmna bagli metabolizma glutatyon depolarinin
tikenmesine ve metabolizmanin sitokrom enzimler tarafina kaymasina ve bodylece
NAPQI birikmesi sonucu karaciger hasarina neden olur. 2’

Canli dokularda siirekli kontrollii bir sekilde serbest oksijen radikaller (SOR) ve

antioksidanlar iretilir. Serbest radikal iiretiminin artis1 ve antioksidan savunmanin
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azalmasi ile birlikte oksidan/antioksidan dengenin oksidan lehine kaymasi sonucu
oksidatif stres olusur. Detoksifiye olamayan oksidanlar membran lipidlerinin ve hiicrenin
cesitli fonksiyonel ve yapisal proteinlerinin bozulmasina neden olmaktadir.

Oksidatif stres, genelde oksidatif DNA hasar gostergesi olan 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin (8-OHdG); lipit peroksidasyon son iriinii olan MDA; protein
oksidasyonu; SOD, GPx, CAT, glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR)
gibi antioksidan enzimler; alfa-tokoferol, askorbik asit, glutatyon, sistein gibi
antioksidanlarin 6lciimii ile belirlenir.

Glutatyon; glisin, sistein ve glutamat amino asitlerinden sentezlenebilen bir
tripeptitdir. Glutatyon (GSH) ¢ok Onemli bir antioksidandir, serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur. Albumin, sistein,
metionin ve rediikte glutatyon gibi protein ve serbest aminoasitlerin yapisinda da bulunan
tiyol gruplari esas olarak, intraseliiler antioksidanlarin diizenlenmesinde rol alirlar. Tiyol
iceren antioksidan etkili bilesliklerin antioksidatif aktivitesinde hem molekiildeki tiyol
sayist (ditiyoller monotiyollerden daha etkindir) hem de molekiildeki siilfiir atomlarinin
oksidasyon durumu (daha fazla rediikte formlar daha giiclii antioksidanlardir) etkili
olmaktadir. 8

Bu bilgiler 1s18inda bizim ¢alismamizda kullandigimiz Omapatrilat isimli etken
maddenin kimyasal yapisinda tiyol grubu bulunmasi, karaciger hasarina neden oldugu
diistiniilen toksik metabolitin (NAPQI) zararsiz hale gelmesini saglamistir. Buna bagl
antioksidan mekanizmadaki artigla oksidan/antioksidan dengenin oksidan lehine artiginin
engellenmis oldugunu diistinmekteyiz.

Glutatyon tiilkenmesine bagl toksisite tedavisinde antidot olarak GSH prekiirsorii

N-asetil sistein (NAC) kullanilmaktadir. Hem antioksidan seviyesini artirarak hem de
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oksidatif strese bagli olusan karaciger hasarmi onleyen renin anjiyotesin aldosteron
sistemi ilaglar1 daha 6nce yapilan ¢alismalarda basarili bulunmustur. 1% 76

ALT ve AST enzimleri hepatositlerde sentezlenen ve hepatoseliiler hasarin
degerlendirilmesinde kullanilan parametrelerdir. Onceden yapilan calismalarda da
belirtildigi gibi toksik dozlarda parasetamol alimlari, oksidatif strese ve karaciger
hasarina neden olur. 8 Tavsanlarda parasetamol zehirlenmesinin antioksidan sisteme
etkisinin arastirildig1 Cigremis tarafindan yapilan ¢alismada ALT ve AST seviyelerinin
toksik grupta, kontrol grubuna gore belirgin sekilde artis oldugu saptanmistir.

Betto tarafindan yapilan c¢alismada ise ACE inhibitérii olan enalaprilin
parasetamol kaynakli karaciger hasarina etkisi arastirtlmistir. Bulgulara gére ALT ve
AST aktiviteleri enalapril ile tedavi edilen farelerde azalmistir. & Bizim ¢alismamizda da
bir diger ACE inhibitérii olan omapatrilatin ALT ve AST iizerindeki etkileri
arastirilmistir.

ALT aktivitesi dl¢timlerinden goriildiigii lizere parasetamol grubundaki farelerde
saglikli gruba gore ¢cok daha yliksek ALT seviyesi kaydedilmistir. Saglikli 6rneklerde
18.44 U/L seviyesinde goriilen ALT aktivitesi, parasetamol zehirlenmesine maruz
birakilan farelerde 95.37 U/L’ye kadar ytikselmistir. Spesifik tedavi yontemi olan NAC
uygulamasiyla bu seviyenin tekrar 24.75 U/L’ye kadar geriledigi, fakat bu seviyenin yine
de saghkli farelere gore istatistik olarak yiiksek kaldigi kaydedilmistir. Omapatrilat
tedavisinin de diger olgiimlerdeki gibi doza bagli olarak enzim aktivitelerini saglikli
diizeye yaklastirdigr oOlg¢iilmiistiir. 10 mg/kg dozunda ALT aktivitesi 50.66 U/L’ye
inerken, 20 mg/kg dozunda 39.40 U/L’ye, 40 mg/kg dozunda ise 31.71 U/L’ye kadar
gerilemistir. Fakat test edilen en yiiksek doz olan 40 mg/kg dozunda hala saglikl

orneklerdeki ALT aktivitesi seviyesine erisilememistir. Bu sonuglardan yola c¢ikarak
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omapatrilat dozunun 80 mg/kg’a yaklagmasi ile ALT aktivitesinin saglikli seviyeye tekrar
ulasacag1 ongoriilmektedir.

ALT sonuglarma benzer sekilde AST aktivitesinde de parasetamol grubunda
Olclilen 182.65 U/L degerin saghkli deger olan 55.25 U/L’nin ¢ok iistiinde oldugu
gorilmistir. Aym sekilde 10, 20 ve 40 mg/kg olmak iizere gideren artan omapatrilat
dozlar1 sayesinde AST aktivitesi sirasiyla 133.66, 99.33 ve 87.89 U/L seviyelerine kadar
geri ¢ekilmistir. Bu sonuglara dayanarak yine ayni sekilde 80 mg/kg’a yiikseltilecek
omapatrilat dozu sayesinde AST aktivitesinin saglikli seviyelere ¢ekilecegi tahmin
edilmektedir.

Toklu, B-glucan’in farelerde parasetamol kaynakli karaciger hasarini onleyici
etkisi {lizerine yaptiklar1 calismada GSH ve SOD seviyesinin parasetamol verilmesi ile
azaldigimi gormiis, P-glucan sayesinde bu seviyenin saglikli degere geri yaklastigini
dlemiistiir. °© Yapilan baska bir ¢alismada ise renin-anjiyotensin-aldosteron yolagini
etkileyen renin inhibitorii aliskiren kullanildiginda SOD ve GSH degerleri parasetamol
verilen grupta 6nemli ol¢iide diiserken, yine parasetamol uygulanan gruplarda MDA
seviyesi yiikselmistir. Ayni ¢alismada aliskiren tedavi gruplarinda ise GSH seviyesi ve

SOD aktivitesinin arttigt ve MDA seviyesinin azaldigi goriilmiistiir. %

Yaptigimiz
caligmadan elde ettigimiz verilere gére Omapatrilat hem endojen antioksidan olan
glutatyon (GSH) diizeyinin artirir, hem de oksidatif strese bagh karaciger hasarini
onleyebilir. Bekledigimiz iizere spesifik tedavi olan NAC grubunda GSH seviyesi saglikli
gruba ¢ok yakin, istatistik agcidan aym kabul edilebilecek degerde ol¢iilmiistiir. Dozu
10 mg/kg’dan 40 mg/kg’a kadar artan Omapatrilat gruplarinda ise artan doz ile beraber
GSH seviyesinin saglikli degere yaklastig1 goriilmistiir. 40 mg/kg Omapatrilat dozunda

Olgiilen 42.70 nmol/mg protein GSH degeri, her ne kadar saglikli grupta oOlgiilen

53.21 nmol/mg protein GSH degerinden istatistik ac¢idan farkli 6l¢iilmiisse de, biiyiik
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Olclide ve sistematik olarak saglikli degere yaklasilmistir. Nitekim saglikli ve PARA
gruplarinin  GSH  seviyeleri degerleri arasinda 22.95 nmol/mg protein kadar fark
Ol¢iilmiisken, PARA+OMA 40 grubunda bu fark yaklasik % 50 kadar azaltilarak
10.51 nmol/mg protein seviyesine kadar diistiriilmiistiir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak
Omapatrilat dozunun 80 mg/kg seviyelerine kadar artirilmasi sonucunda GSH seviyesini
saglikl farelerdeki GSH seviyesine gelecegi ongoriilmektedir.

Siiperoksit dismutaz, siiperoksit serbest radikalinin (O2 -—) hidrojen peroksit
(H202) ve molekiiler oksijene (O2) donilisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir.
Stiperoksit dismutaz'in fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri
stiperoksit serbest radikalinin (O2 -—) lipid peroksidasyonu gibi zararli etkilerine karsi
korumaktir. % SOD aktivitesi igin yapilan dlgiimlerden de benzer sonuglar ¢ikarilabilir.
Saglikli grupta 8.21 U/mg protein seviyesinde 6lgiilen SOD aktivitesinin parasetamol
verilen grupta 3.67 U/mg seviyesine kadar diistiigii goriilmiistiir. Spesifik tedavi kabul
edilen NAC sayesinde ise bu seviye 7.28 U/mg mertebesine kadar geri ¢ikabilmis, fakat
istatistik agidan saglikli farelerdeki SOD aktivitesinin gerisinde kalmistir. Ote yandan,
omapatrilat tedavisinde 10, 20 ve 40 mg/kg olarak verilen dozlarda olciilen SOD
aktiviteleri sirasiyla 4.25, 5.61 ve 6.97 U/mg protein olarak 6l¢iilmistiir. Yani 40 mg/kg
protein dozunda, NAC tedavisi sonucunda 6lgiilen deger ile istatistik agidan neredeyse
ayni kabul edilebilecek SOD aktivitesi goriilmiistiir. Dolayisiyla, GSH seviyesinde
oldugu gibi, saglikli SOD aktivitesi seviyelerine ulagilabilmesi i¢in de 80 mg/kg dozunda
omapatrilat tedavisinin bagarili olmas1 beklenebilir.

Bir diger oksidatif hasar biyobelirte¢lerinden olan Malondialdehit (MDA) kanda
ve idrarda ortaya ¢ikar, lipid peroksidasyonunun son iriiniidiir. Bu nedenle biyolojik
materyalde Malondialdehit (MDA) miktari, lipit peroksidasyonun gostergesi olarak

belirtilmektedir. Nonenzimatik lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur.
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Direkt olarak membran yapisina ve tirettigi reaktif aldehitlerle indirekt olarak diger hiicre
bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina ve bir¢ok hastaliga neden olur. %2

MDA seviyesindesi degisikliklerin ise SOD ve GSH ‘daki degisikliklere zit
oldugu goriilmistiir. Bilindigi tizere MDA, lipit peroksidasyonunun son {iiriintidiir ve
biyolojik membranlardaki lipid peroksidasyon, membran akiskanligi ile membran
potansiyelinin azalmasina, organel veya hiicre biitiinliigiiniin bozulmasina yol agar. %
Oksidatif strese maruz kalan dokularda MDA diizeyinde artis goriiliir. Buna bagli olarak
saglikli grupta MDA miktar1 diisiik iken hasta grupta artis beklenir.

Ayni sekilde, MDA o6l¢limlerinde elde edilen sonuglar da omapatrilat etkisini
kanitlayacak niteliktedir. Parasetamol nedeniyle degeri saglikli grupta Olciilen
12.80 nmol/mg’n yaklasik 3 katina ¢ikan MDA miktari, farkli omapatrilat dozlarinda
yine saglikli degere yaklagsmistir. Omapatrilat dozunun yiikselmesi ile, 40 mg/kg dozunda
MDA seviyesi 19.51 nmol/kg’a kadar diismiistiir. Saglikli seviyenin istatistiksel olarak
tizerinde olan bu degerin yine Omapatrilat’in 80 mg/kg’a yaklasan dozlan
uygulandiginda saglikli seviye degerine kadar diisiiriilecegi tahmin edilmektedir.

Neprilisin bir nétral endopeptidazdir ve natriiiretik peptidlerin, bradikinin,
adrenomediillin, glukagon ve vazoaktif intestinal peptid gibi endojen vasoaktif
peptidlerin yikimina aracilik ederek diizeylerini azaltir. Neprilisin ¢esitli dokularda
bulunmakla birlikte en ¢ok bobrekte bulunur. Omapatrilat dual neprilisin ve renin-
anjiyotensin sistemi inhibisyonunun ilk temsilcisidir. ® Bu bilgiler 15181nda, biz de
calismamizda ACE ve Neprilisin degerlerini Olgerek renin-anjiyotensin-aldosteron
yolaginin parasetamol toksisitesinde etkisi hakkinda bilgi edindik. Elde ettigimiz ACE
seviyesi sonuglarina baktigimizda parasetamoliin ACE seviyesini saglikli farelerde
Ol¢iilen 8.08 ng/ml’den yaklasik 14.53 ng/ml seviyesine ¢ikardigi, spesifik tedavi olan

NAC’1n ise bunu tekrar saglikli seviyeye geri cektigi goriilmiistiir. Buna ragmen test
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ettigimiz omapatrilat dozlarinda ACE seviyesinin doz ile dogru orantili olarak arttigi
gorilmis, 10, 20 ve 40 mg/kg omapatrilat dozlarinda sirasiyla 14.94, 18.89 ve
23.11 ng/ml ACE seviyeleri ol¢iilmiistiir. 10 mg/kg omapatrilat tedavisinde ACE
seviyesinin parasetamol gruba gore degismedigi saptanmistir; dolayisiyla 10 mg/kg
dozunun etkisinin ACE seviyesinde goriilmeyecek kadar az oldugu sonucuna varilmistir.
Aym sekilde Neprilisin seviyesi de saglikli gruptaki 5.11 pg/ml’den, parasetamol
verildiginde 7.49 pg/ml seviyesine, 10, 20 ve 40 mg/kg dozlarinda omapatrilat
verildiginde ise giderek artarak sirasiyla 7.48, 8.61 ve 10.32 ng/ml seviyelerine
ulasmistir. Bu sonuglara gore, tahmin edilenin aksine artan dozlarda bilinen bir ACE
inhibitori olan omapatrilat tedavisinin ACE ve Neprilisin seviyelerini artirdigi
gbzlenmistir.

Parasetamol uygulamasi ile ACE ve Neprilisin seviyesinde meydana gelen artisin
hasara eslik eden bir savunma mekanizmasi olabilecegini ve NAC ile tedavi saglandikca
azaldigin1 One siirebiliriz. Omapatrilat ile dokulardaki patolojik ve biyokimyasal
bulgularda diizelme gdzlemlemis olmamiza ragmen bu iki enzimin artmasi, son lriinle
calisan negatif feedback mekanizmasmin calisgamadigin1 gostermektedir. Bu bulgular
ACE ve Neprilisin enzimlerinin parasetamol toksisitesindeki roliinii ve omapatrilatin
koruyucu etkilerini ortaya koymustur.

Calismada alian doku ornekleri tizerinde yapilan histopatolojik bulgular da bu
enzimatik bulgular1 destekler nitelikteydi. Nitekim spesifik tedavi olan NAC grubunun
doku 6rneklerinin saglikli gruptan alinan doku 6rnekleri gibi genel olarak hasarsiz oldugu
goriilmiistiir. PARA grubunda yapilan incelemede ise beklenildigi iizere apoptotik ve
nektorik hiicreler goriilmiistiir. Omapatrilat tedavisi uygulanan gruplarda ise giderek artan

doz ile beraber histopatolojik bulgular1 saglikliya dogru giden doku ornekleri elde
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edilmistir. Test ettigimiz en yliksek doz olan 40 mg/kg dozunda neredeyse higbir patolojik

bulguya rastlanmamuis, saglikli gruba en yakin doku 6rnekleri bu gruptan elde edilmistir.

o1



6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz ¢alismada fareclerde parasetamol kaynakli akut hepatotoksisitede
vazopeptidaz/anjiyotensin  doniistiiriici  enzim  inhibitérii olan  omapatrilatin
hepatoprotektif etkisini deneysel olarak inceledik.

Calismamizda hasarli karaciger dokusunda ACE ve neprilisin enzimlerinin
eszamanli olarak arttigini-yani parasetamol toksisitesinin fizyopatolojisine bu iki
enzimdeki degisikliklerin de katkida bulunabilecegini gosterdik. Elde ettigimiz sonuclar
1s18¢1nda bu iki enzimi eszamanli olarak inhibe eden omapatrilatin karaciger toksisitesine
kars1 koruyuculugunu doza bagimli bir sekilde artarak gosterdigini ortaya koyduk.
40 mg/kg dozunda uygulandiginda omapatrilat grubunun gerek histopatolojik, gerek de
GSH, SOD, MDA, ALT ve AST seviyeleri dahil olmak iizere biyokimyasal tetkiklerle
elde edilen bulgularinin saglhikli grup ile ¢ok benzer oldugunu gordiikk. Ayrica
omapatrilat, oksidatif stres sonucu gerceklesen doku hasarinin gostergesi olan MDA
seviyesini azaltarak ve SOD ile GSH antioksidanlarinin miktarmi artirarak
oksidan/antioksidan dengesini antioksidan lehine saglamigstir.

Bu sonuglara bakildiginda parasetamol toksisitesinde kabul edilmis tedavi olan
NAC uygulamasma alternatif olarak renin-anjiyotensin-aldosteron ve notral
endopeptidaz  yolaklarin1  birlikte etkileyen omapatrilatin basarili  olabilecegi
kanitlanmistir. Bu ¢alisma parasetamol toksisitesinde ACE-Nétral endopeptidaz

enzimlerinin roliinii aydinlatmak agisindan sonraki ¢aligmalara 151k tutacaktir.
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