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OZET

Sicanlarda Parasetamol ile Indiiklenen Akut Karaciger Toksisitesi Uzerine

Aliskiren’in Etkilerinin Arastirillmasi

Amag. Parasetamol, ila¢ intoksikasyonlarinda hepatik hasara neden olan ilaglar
arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Ancak parasetamoliin karaciger hasarini nasil
olusturdugu heniiz tam olarak anlagilamamustir. Son yillardaki ¢aligmalar reninin
karaciger, bobrek ve kalp gibi organlardaki cesitli hastaliklarin patofizyolojisinde rol
oynadigimi gosterdigi i¢in dikkatler renin tizerinde toplanmistir. Bu g¢alismada da
parasetamole bagli karaciger hasarinda reninin rolii olabilecegi aym1 zamanda direk
renin inhibitdrii olan aliskiren ile karaciger hasarinin onlenebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu
nedenle ratlarda deneysel olarak parasetamol ile olusturulan karaciger toksisitesinde
aliskirenin karaciger hasarini azaltip azaltmayaca@mni histopatolojik, biyokimyasal ve
molekiiler olarak incelemeyi amacladik.

Materyal ve Metot. Calismamizda 5 gruptan olusan 30 adet disi sigan kullanildu.
Aliskiren (oral) verildikten 1 saat sonra parasetamol (2 ml PBS (%]1’lik CMC
iceren))’de 2 g/kg olarak (oral) verildi. Gruplar; I: Saglikli. 2 ml PBS oral verildi. I1:
Parasetamol 2 g/kg. 111: Aliskiren 100 mg/kg. 1V: 50 mg/kg Aliskiren + Parasetamol.
V: 100 mg/kg Aliskiren + Parasetamol. Parasetamol uygulamasindan 24 saat sonra
ratlar sakrifiye edildi. Daha sonra ise alinmis olan kan ve doku oOrneklerinde
histokimyasal, biyokimyasal ve molekiiler incelemeler yapildi.

Bulgular. Yapilan histopatolojik incelemelerde, zehirlenme grubunda ortaya
c¢ikan patolojik degisikliklerin aliskiren tedavi gruplarinda belirgin bir sekilde azaldig
gozlemlendi. Parasetamol ile hepatotoksisite olusturulmus grupta ALT ve AST
degerleri anlamli bir sekilde yiikselmesine ragmen, aliskiren ile tedavi edilen gruplarda
ise bu degerlerin 6nemli olgiide azaldigi tespit edilmistir. Doku diizeyinde yapilan
degerlendirmelerde de parasetamol ile hepatotoksisite olusturulmus grupta SOD
aktivitesi ve GSH seviyesinin anlamli olarak diistiigii, MDA ve TNF-alfa degerlerinin
ise yiikseldigi goriildii. Aliskiren ile tedavi edilen gruplarda ise bu parametreler tersi
yonde hareket ederek diizelme egilimine girdiklerini istatistiksel olarak gosterdiler.

Sonug¢. Sonug olarak; yiiksek doz parasetamoliin yol actig1 hepatotoksisitenin
onlenmesinde aliskirenin tedavi edici—koruyucu etkisinin oldugu histopatolojik,
biyokimyasal ve molekiiler olarak gosterilmistir. Bu Sonuglar, klinikte goriilen
parasetamol toksisitelerinin tedavisinde aliskiren kullanilabilecegi konusunda bize yol
gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Aliskiren, karaciger toksisitesi, parasetamol, rat, TNF-a.
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ABSTRACT

Investigation on Effects of Aliskiren on Paracetamol Induced Acute Liver

Toxicity in Rats

Aim. Paracetamol is one of the first rank drugs which cause hepatic damage
during drug intoxications. However the mechanism of paracetamol induced liver
damage has not been understood yet. Since recent studies have shown that renin plays a
role in the pathophysiology of various diseases in organs such as liver, kidney and heart,
attention has been paid to renin. In this study, it was thought that renin may play a role
in paracetamol-induced liver injury, as well as preventing liver damage by direct renin
inhibitor aliskiren. For this reason, we aimed to investigate histopathologically,
biochemically and molecularly whether or not aliskiren will reduce liver damage in
paracetamol-induced liver-toxicity in rats.

Material and Method. In our study, 30 female rats were used, consisting of 5
groups. One hour after aliskiren (oral) administration, paracetamol (2 ml PBS
(containing 1% CMC)) was given as 2 g / kg (oral). Groups; I: Healthy. 2 ml PBS was
orally administered. 1I: Paracetamol 2 g / kg. I1I: Aliskiren 100 mg / kg. 1V: 50 mg / kg
Aliskiren + Paracetamol. V: 100 mg / kg Aliskiren + Paracetamol. 24 hours after
paracetamol administration, the rats were sacrificed. Then histochemical, biochemical
and molecular examinations were performed on blood and tissue samples taken.

Results. Histopathological examinations revealed that the pathological changes
in the poisoning group were significantly reduced in the aliskiren treatment groups.
Although ALT and AST values were significantly increased in the hepatotoxicity-
induced group with paracetamol, it was found that these values decreased significantly
in the groups treated with aliskiren. SOD activity and GSH levels were significantly
decreased, MDA and TNF-alpha levels were higher in the group with paracetamol
hepatotoxicity in the tissue-level evaluations. In the groups treated with aliskiren, these
parameters statistically showed that they tended to improve by moving in the opposite
direction.

Conclusion. As a result; by the biochemical and molecular that the therapeutic
and protective effect of aliskiren in the prevention of hepatotoxicity caused by high
doses of paracetamol has been demonstrated. These results have led us to the use of
aliskirenin the treatment of paracetamol toxicities seen in the clinic.

Key Words: Aliskiren, hepatotoxicity, paracetamol, rat, TNF-a.

\l



ABD
ADE
ADEi
Agl
Ag Il
AHH
AKY
ALT
APAP
ARB
ASA
AST
Ca+2
CCly
CMC
COX
CYP
DNA
FDA
GPx

GSH

INR

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Amerika Birlesik Devletleri
Anjiyotensin doniistiiriicli enzim
Anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitori
Anjiyotensin 1

Anjiyotensin 2

Akut hepatik hasar

Akut karaciger yetmezligi

Alanin aminotransferaz
N-asetil-Paraaminophenol(asetominofen)
Anjiyotensin 2 reseptor blokerleri
Asetil salisilik asit

Aspartat amino transferaz
Kalsiyum

Karbon tetra kloriir

Sodyum karboksi metil seliiloz
Siklooksijenaz (Cyclooxygenase)
Sitokrom p450

Deoksiribo niikleik asit
Amerikan Gida Ve Ilag Idaresi
Glutatyon peroksidaz

Glutatyon

Interlokin

Internasyonel normalize orani

VIl



MDA
MFO
mRNA
NAC
NADPH
NAPQI
NO
NSAII
OH
PBS
PGE1
PRA
PRK
PT
RAAS
SGOT
SGPT
SOD
TNF

XO

Malondialdehit

Karma fonksiyonlu oksidaz sistemi
Mesajci ribo niikleik asit
N-asetilsistein

Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
N-asetil-p-benzokinonimin

Nitrik oksit

Non-steroid antiinflamatuar ilag
Hidroksil radikali

Fosfat tampon ¢ozeltisi

Prostaglandin E1

Plazma renin aktivasyonu

Plazma renin konsantrasyonu
Protrombin zamani

Renin anjiyotensin aldosteron sistemi
Serum glutamik okzaloasetik transaminaz
Serum glutamik piriivik transaminaz
Stiperoksit dismutaz

Timor nekrotizan faktor

Ksantin oksidaz



SEKILLER DiZINi

Sekil No Sayfa No
Sekil 2.1. Parasetamoliin molekiiller yapisi........ccccviiiiiiiiiiiii i 20
Sekil 2.2. Parasetamoliin metabolizmasi ............ccovveiiiiiiiiiiiiiie e 22
Sekil 2.3. Rumack-Matthew NOMOZIamI.........cccvevueiieiiiiieiieiierieseesieesee e see e saessens 30
Sekil 2.4. Aliskirenin Kimyasal YapIS......cccvcuviiiiiiiiiieiiiie et 41
Sekil 2.5. Antioksidanlarin serbest radikallere karst etkileri.........cccccoevvivveeiiiiineiiinnnn. 48
Sekil 2.6. Antioksidanlarin siniflandirtlmasi..........cccoccveeiiiiiic e, 48
Sekil 4.1. Saglikli grubun karaciger dokusuna ait gOrintiisil. ........ccccovvvviiiiiiiiiiinennnn, 71
Sekil 4.2. Parasetamol grubuna ait hasarli karaciger dokusu gortiintlisii. ............ccceuee.... 71
Sekil 4.3. Aliskiren 100 mg/kg grubuna ait karaciger dokusu gorlintiisii. ..........c.......... 72

Sekil 4.4. Para + ALS 50 mg/kg grubuna ait hasarl1 karaciger dokusu goriintiisii......... 72

Sekil 4.5. Para + ALS 100 mg/kg grubuna ait hasarli karaciger dokusu goriintiisii....... 73

Sekil 4.6. TNF-a ile boyanmis karaciger dokusu goriintileri. .......ccccevvveneiieeiieninnnne 74
Sekil 4.7. Sican serumunda 6l¢iilen ALT miktarinin grafikle gosterilmesi ................... 76
Sekil 4.8. Sican serumunda 6dl¢iilen AST miktarinin grafikle gdsterilmesi.................... 77
Sekil 4.9. Sican serumundaki SOD aktivitesinin grafikle gosterilmesi..........cc.ccocveuee. 79
Sekil 4.10. Sigan serumundaki GSH seviyesinin grafikle gosterilmesi ............ccccceeuee. 79
Sekil 4.11. Sigan serumundaki MDA miktarinin grafikle gosterilmesi ............cccoeennee. 80
Sekil 4.12. Sigan karaciger dokusunda Slgiilen TNF-a miktarlart ..........ccoceeeeeinrnnnne 81



TABLOLAR DiZIiNi

Tablo No Sayfa No
Tablo 2.1. Akut karaciger yetmezligi etiyolojik faktorler.........cccccvvvvvveveiieiiciesenn, 19
Tablo 3.1. DeNey PIani.........cceiiieiiiiieiie ettt eae e nneas 56
Tablo 4.1. Sigan serumunda Ol¢iilen ALT ve AST miktarlari. .........ccceeevvevireeiieiiieeinnn, 75
Tablo 4.2. Sigan karaciger dokusunda 6l¢iilen SOD, GSH ve MDA miktarlart............ 77

Xl



1. GIRIS

Parasetamol terapotik dozlarda alindigr zaman yan etkileri oldukga az olan ve
diinya genelinde ¢ok fazla kullanilan analjezik ve antipiretik bir ilagtir. Tek bir bilesik
olarak ya da diger ilaclarla kombine bir sekilde regetesiz tezgah iistii veya regeteli
olarak satilmaktadir. Parasetamol tiiketimi diinya capinda hizli bir sekilde artis
gostermektedir. Asetaminofen ya da N-asetil-Para-aminofenol (APAP) olarak da bilinen
parasetamol ABD’de en yaygin bir sekilde kullanilan ilaglardandir. Information
Medical Statistics Health’den alinan verilere gore parasetamol 2004 ve 2008 yillari
arasindaki piyasa satislarinda %28’ lik bir artig gostererek sadece 2008 yilinda yaklasik
2.6 milyar dolarlik bir satis yakalamistir. Yani 2008°de yaklasik olarak 24.6 milyar doz
parasetamol tiikketimi gen;eklesmistir.1

Parasetamoliin bu denli sik kullanilmas1 ve kolay erisilebilir bir ilag olmasi
nedeniyle toksisite riski de dogal olarak artmaktadir. Parasetamol tedavi edici dozlarda
alinmas1 durumunda iyi bir giivenlik profiline sahip olmasina ragmen supraterapotik
dozlarda kullanildigt zaman (bilerek ya da yanhshkla yutulmasi ile) ciddi
hepatotoksisiteye ve hatta Olimciil akut karaciger yetmezligine (AKY) neden
olmaktadir. Parasetamol toksisitesinin asemptomatik veya ilagla indiiklenen karaciger
toksisitesine hatta daha agir ve fatal olabilen akut hepatik hasara (AHH) yol agtigi
1960’larin baginda g(isterilmistir.2 AKY:; oncesinde herhangi bir karaciger rahatsizlig
bulunmaksizin karaciger fonksiyonlarinin bir anda, tam veya tama yakin bir sekilde
kaybiyla kendini gosteren, potansiyel olarak reversible olabilen, fakat mortalite orani
oldukca yiiksek olan bir klinik sendromdur.> AKY’nin etiyolojisi cografik bolgelere
gore biiyiik 6lciide farklilik gdstermektedir. Sdyle ki, Ingiltere’de AKY’nin %70’inden,

ABD’de ise %20’sinden parasetamol toksisitesi sorumlu tutulmaktadir.* ®
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Parasetamol 10 g/giin {izerindeki dozlarda karaciger toksisitesine neden olsa
dahi, tavsiye edilen maksimum 4 g olan giinliik dozunda da toksisite gérﬁlmﬁstﬁr.e's

Parasetamoliin tedavi edici dozunun yalnizca % 3’lik kismi sitokrom (CYP)
p450 enzimi ile N-hidroksilasyona ugrayarak oldukea reaktif bir ara tiriin olan N-asetil-
p-benzokinonimine (NAPQI) doniismektedir. Bu metabolit oldukga 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 atilmaktadur.® 0

Ancak yiiksek dozlarda alinmasi ile bu reaktif iiriin siirekli olugsmaya devam eder
ve GSH depolarmi tiiketerek karaciger hasarina neden olur. Parasetamoliin
hepatotoksisitedeki asil mekanizmasinin bu yolla gerceklestigi diisiiniilmektedir.*

Parasetamol toksisitesinin tedavisinde kullanilan baglica yontemler arasinda;
nazogastrik tlip ya da oral yolla uygulanan aktif komiir, gastrointestinal
dekontaminasyon, uygun zamanda N-Asetilsistein (NAC) kullanimi bulunmaktadir.®
Parasetamoliin indiikledigi toksisiteye karst NAC’in karacigerdeki koruyucu etkisinin
yiiksek oldugu bilinmekte ve tedavi i¢in klinikte en yaygin olarak kullanilan ajandir.
NAC hastalara intravenoz veya oral olarak uygulanabilir.** *? Ancak tam anlamiyla bir
tedavi saglanamamaktadir.

Yukarida bahsetmis oldugumuz asir1 parasetamol aliminin olusturdugu toksik
etkiye kars1 gelistirilen tedavi basamaklarinin yani sira bagka alternatif yontemlerinin de
bulunmasina ragmen parasetamoliin toksik etkiyi nasil olusturdugunun mekanizmasi
heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bu yiizden siirekli olarak yeni ¢alismalar yapilmakta
ve bu yeni gelismeler sayesinde parasetamole bagli karaciger toksisitesini, hasarini

onleyici ve tedavi edici yeni ilaglar denenmektedir. Ozellikle son zamanlarda aliskiren

ile ilgili yapilan ¢alismalar dikkatleri {izerine ¢gekmektedir.

13



Aliskiren’in yer aldgi renin anjiotensin aldosteron sistemi (RAAS), viicutta
fizyolojik bir sekilde kan basincinin diizenlenmesi gorevini iistlenmistir. RAAS
organizmanin isleyisinde onemli bir role sahip olmasina ragmen viicutta meydana gelen
oksidatif stres ve enflamasyon gibi patofizyolojik olaylara da katk1 saglamatktadlr.13‘16

RAAS’ta olduk¢a Onemli bir yeri olan anjiyotensin II (Ag II)’nin asir
ekspresyonu damarlarda hasara yol agmaktadir. Bunun sonucunda ise damarlarda
biriken serbest radikallerin en biiyiikk etken maddesi Nikotinamid Adenin Diniikleotit
Fosfat (NADPH) oksidazi aktive ederek serbest oksijen radikallerinin iiretimini artirir.'’

Biyolojik yapilarda oksitleyici hasarlarin  olugmasinin  sebebi  serbest
radikallerdir. Antioksidanlar ve oksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine
bozulmasi ile organizmada hasar olusmaya baslar.

Giiniimiizde aliskiren, renin anjiotensin sisteminin ilk basamagidaki reninin
inhibisyonu i¢in kullanilan terapotik ajandir. Aliskiren su anda hipertansiyon tedavisi
icin yalmzca ya da diger ilaglarla kombine olarak regete edilebilmektedir. Ayrica
aliskiren yapilan caligmalar sonucunda basta bobrek hastaliklari olmak iizere kalp
hastaliklari, diger vaskiiler hastaliklar ve enflamatuar hastaliklar gibi pek ¢ok hastalikta
olumlu etkileri gosterilmis bir ilagtir. Bunlarin yani sira aliskirenin giiglii bir sekilde
antioksidan savunma sistemine olumlu katkida bulundugu da gosterilmistir. **2°

Aliskirenin oksidan-antioksidan seviyeleri arasindaki denge ve enflamatuar
sitokinler {izerinde olumlu ydnde etkiler olusturmasi ozellikle klinik olarak diinya
capinda 6nemli bir yere sahip olan ve organizmada ciddi problemlere yol agan karaciger
toksisitesinde koruyucu ve terapotik etkisinin olacagini diisiinmekteyiz.

Bizim bu c¢alismadaki amacimiz; siganlarda parasetamolle olusturulmus

karaciger toksisitesinde renin-Ag Il inhibisyonun yani RAAS’in roliinii incelemektir.

Ayni zamanda direk renin inhibit6rii olan aliskirenin; parasetamol toksisitesine bagl
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karaciger hasarinda oksidadif stres parametreleri ve antioksidan savunma sistemleri
tizerindeki etkilerini ortaya koymaktir. Bu amagcla parasetamol toksisitesi olusturulan
siganlarda aliskiren uygulamasi sonucu elde edilen serum ve dokulardaki temel
karaciger fonksiyon testleri, enflamasyonun ve oksidatif stres hasarinin 6nemli

belirtegleri deney gruplari arasinda karsilastirmali olarak degerlendirilecektir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Zehirlenmeler

Insanlik tarihi kadar eski olan zehirlenmenin tarihi, M.O. 400’lii yillarda
yazildig1 varsayilan Ebers papiriislerinde kursun, bakir ve katran agaci gibi pek cok
zehirle ilgili bilgiye dayanmaktadir. Igerigi 6liimciil olabilen ilaglar1 ve ilag dozlarimi
tanimlamak {izere kullanilan zehir ifadesi ilk kez M.S. 1230 yillarinda ortaya
glkmlstlr.21

Viicudun, belirli bir miktar1 ile karsilastigi zaman olumsuz yonde etkilendigi
hatta 6liimiine sebebiyet verebilecek olan her hangi bir madde zehir, zehirin ortaya
¢ikarmig oldugu bu reaksiyon ise zehirlenme olarak adlandirilmistir. Tip diinyasindaki
tim gelismelere ragmen, zehirlenme vakalarmin acil servislerdeki yogunlugu hala
ehemmiyetini korumaktadir.?

Zehirlenme vakalarina bakilacak olursa en sik neden olarak intihar, keyif
saglama ve bagka bir kisiye zarar verme amacli, sehven veya kaza sonucu ve kronik ilag
kullanim1 sirasinda  sekillendigi bildirilmektedir. Tiirkiye’de yapilmig olan bir
arastirmada da acil servislere bagvuran hastalarin %59.6’sinin ilag¢ zehirlenmeleri
oldugu, bunlarin ise %43 iinilin analjezik alimi ile olustugu belirtilmistir.?

Bunlara ek olarak temizlik malzemeleri (%26.2), hidrokarbonlar (%7.3), besinler
(%7), insektisitler (%6.7), karbonmonoksit (%1.7) ve diger maddeler (%5.9) de sik
zehirlenme nedenleri arasinda sayilabilir. Bu triinlerde goriilen tiiketim artis1 ve gevrede
rastgele bulunmasi nedeniyle, 6zellikle 5 yas alt1 cocuklarda akut zehirlenmelere sikca
rastlanmaktadir. Istatiklere gore de cocuklarda goriilen zehirlenmelerin %80’ini
cocuklarin  erisebilecekleri yere birakilan ilaglar ve kimyasal maddeler

olusturmaktadlr.m'26
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Acil servise gelen zehirlenme vakalarinda basar1 elde edilebilmesi ig¢in
zehirlenmeye neden olan etkenin tespit edilip toksisitesinin tam olarak belirlenmesi
gerekir. Zehirlenme etkenlerinin ¢ok az bir kismina karsi spesifik antidot vardir. Bazi
ilaglarin  toksik etkilerini noétralize etme veya Onlemede spesifik antidotlar
kullanilabilmektedirler.”® Bu nedenle zehirlenme vakalarimin cogunda genel tedavi
yontemlerinin uygulanmasi1 ve gelisen semptomlara yonelik tedavi yapilmasi
mecburidir.?’

2.2. Karaciger Histolojisi

Yasam icin temel organlardan biri olan karacigerin agirligr yaklasik 1500 gr olup
yetiskin viicut agirhiginin %2.5’ine esittir. Karin boslugunun daha ¢ok iist sag
boliimiinde yer almis olup periton ve kostalar ile korunmaktadir. Karacigerdeki
kanlanma iki ayr1 damar ile gergeklestirilmektedir. Biri, sindirim sistemi, dalak ve
pankreastaki kapiller yataklardan toplanan kani karacigere getiren portal ven (vena
porta)’ dir. Digeri ise, gelen kanmn yaklasik %20-30° unu olusturan ve oksijen
bakimindan zengin olan bu kani karacigere getiren hepatik arter (arteria hepa‘[ica)’dir.28

Karacigerdeki tiim hiicrelerin yaklagik %80’ini olusturan, 6 veya daha fazla yiizii
olan epitel hiicreleri hepatositlerdir. Bu hiicreler birbirleri ile baglantili plaklar halinde
gruplara ayrilmiglardir. Karaciger lobiilleri olarak bilinen yapisal birimler 11k
mikroskobu kesitlerinde goriilebilir. Karaciger parankimasinda hepatositlerin diginda
kupffer hiicreleri de (sinilizoidal makrofajlar) yer almaktadir.”® Karaciger parankimi
yapisal olarak kanlanma ve metabolik aktiviteye gore “karaciger asiniisii” olarak
adlandirilan alanlara ayrilir. Karaciger asiniisiindeki hepatositler bulunduklar1 yere gore
3 eliptik zonal bolgeye ayrilir.

Zon 1: Portal ven ve hepatik arterin dallarinin oldugu bolgedir.

Zon 2: Zon 1 ve 3 arasinda sinirlar1 tam belli olmayan bir bolgedir.
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Zon 3: Terminal hepatik ven (santral ven ) ¢evresindeki bolgeyi olusturur. 30

2.3. Akut Karaciger Toksisitesi

Onceden bilinen her hangi bir karaciger hastalig1 olmayan kisilerde aniden
baslayan hiperbilirubinemi, hepatik ensefalopati ve kuagiilopati ile karakterize yiiksek
morbidite ve mortalite ile seyreden bu klinik sendrom akut karaciger yetersizligi olarak
tanimlanmaktadir.* Karaciger toksisitesiyle akut, kronik, fulminan hepatit, siroz ve
timor gibi ¢esitli klinik durumlarda karsi karsiya kalabiliriz. Daha evvel herhangi bir
karaciger problemi olmaksizin, agir karaciger hasar1 sonucu, belirtilerin baglamasindan
sonra gecen 8 hafta icinde hepatik ensefalopatinin gelismesiyle karakterize tablo
fulminan karaciger yetersizligi seklinde ifade edilmistir ve bu terim ilk defa 1970
yilinda Trey ve Davidson tarafindan kullanilmistir.*

Daha 6cesinde ise 1946’da Luke ve Mallory ABD ordusunda meydana gelen
sarilik salginlarinda goriilen fulminan seyirli vakalar1 incelemis ve hizli bir sekilde
6limle sonuglanan akut tip ve daha yavas seyirli ancak olduk¢a kotii prognoza sahip
olan subakut tip olmak {iizere hastaligin iki klinik tipini tarif etmislerdir.** Bernuau ve
arkadaglar sariligin ortaya ¢ikisindan hepatik ensefalopati gelisene kadar gecen zaman
2 hafta ise fulminan karaciger yetersizligi, 2-12 hafta arasinda ise subfulminan karaciger
yetersizligi olarak belirtmislerdir.>*

King’s Collage grubu 1993°te konuyu 3 kategoride ele alarak; hiperakut, akut ve
subakut karaciger yetersizligi olarak yeni bir siniflama onermistir. Siiperinfeksiyonlar
ve tasiyicilik zemininde spontan veya degisik nedenlere bagli reaktivasyonlar
(kortikosteroid kullanimi, antiviral kesilmesi veya direnci vb.) sonucu AKY
gelisebilmektedir. Mortalite ise %3.7-60 arasinda degismektedir.®

llaglara bagl gelisen toksisitt AHHnin en sik rastlanan nedenlerinden biri

olarak tanimlanabilir. Bunun nedeni karacigerin birgok ila¢ veya kimyasal ajanin
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metabolizmasi icin temel organ olmasidir. Basta Avrupa iilkeleri olmak {izere
iilkemizde de AKY ne neden olan ilaglar arasinda parasetamol ciddi bir dneme sahiptir.

AKY’nin ABD’de %20’sinden, Ingiltere’de ise %70’inden parasetamol
toksisitesi sorumludur.* *® Ulkemizde ise ilk siray1 hepatit viriisleri, ikinci siray1 ise
toksinler ve ilaglar almaktadir. AKY’ye yol agan faktorler Tablo 2.1.°de

goriilmektedir.™

Tablo 2.1. Akut karaciger yetmezligi etiyolojik faktorler

Etiyoloji grubu Spesifik nedenler
Viral nedenler HAV, HBV +/- HDV, HEV, HSV 1-2, HPV 6,
CMV, EBV, VZV, Parvoviriis B19

Ilag/toksin nedenli hepatotoksisite ~ Parasetamol, amanita zehirlenmesi, tetrasiklin,
Basillius cereus, CCl,4

Idiosenkrazik ilag reaksiyonlart Halotan, anti-tiiberkiiloz ilaglar, siilfonamidler,
amoksisilin klavunat, makrolidler, valproat,
NSAII, disiilfiram, thalidomid, p-interferon,

ektazi, kokain, herbal ilaglar, anti-retroviral

ilaglar

Vaskiiler nedenler Iskemik hepatit, Budd-Chiari, kalp yetmezligi,
venookluziv hastaliklar

Metabolik nedenler Wilson hastaligi, gebeligin akut yagl karacigeri,
HELLP sendromu

Diger nedenler Otoimmiin hepatit, malign infiltrasyon, sepsis,

sicak carpmast, kriptojenik

HAV: hepatitis A viriis, HBV: hepatitis B viriis, HDV: hepatitis delta viriis, HEV: hepatitis E viriis, HSV:
herpes simplex viriis, HPV: Human Papillomavirus, CMV: cyto megalo viriis, EBV: Epstein—Barr viriis,
VZV: Varicella zoster viriis, HELLP: (hemolyse elevated liver enzymes low platellets )(hemoliz
karaciger enzim yiiksekligi platelet diisiikliigii); NSAII: Nonsteroid antiinflamatuar ilag.

Hastalarda AKY gelismis ise, komplikasyon ve olim riski %30’lara dek
ulagmaktadir.®’” Parasetamol toksisitesinde erken dénemde antidot olarak hastaya NAC
verilirse, efektif bir sekilde azalmis olan GSH depolarimi doldurarak parasetamoliin

toksik metaboliti NAPQI'nin yaptig1 hepatotoksisiteyi ve AKYyi Snler. Boylece bu
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hastalara erken donemde NAC tedavisi verilerek mortalite orani biiyiilk oranda

onlenebilir.*

2.4. Parasetamol (Asetaminofen)

flk olarak 1873 yilinda Harmon Northrop Morse tarafindan sentezlenmistir.*
1949°da asetanilid ve fenasetinin major metaboliti oldugu giin yiiziine ¢ikinca 6nem
kazanmigtir. Para-aminofenol tiirevi olan parasetamol ayni zamanda asetaminofen ve
APAP olarak da bilinmektedir (Sekil 2.1.). Diinya ¢apinda agr1 kesici ve ates diisiiriicli
bir ajan olarak kullanilmaktadir. Cok az anti-inflamatuar etki gosterdigi i¢in nonsteroid

antiinflamatuvar ilaglar (NSAII) icinde yer almaz.

H
N_ _CHs

O

HO

P-Hidroksiasetanilid (Parasetamol)

Sekil 2.1. Parasetamoliin molekiiler yaplsl.39

2.4.1. Farmakokinetik ve Metabolizma

Parasetamoliin metabolizasyon ve farmakokinetiginin bilinmesi, toksisitesini
kavrayabilmemize biiylik katki saglayacaktir. Parasetamol oral yoldan alindiginda
miikemmel bir biyoyararlanima sahip olup %79-89 civarinda degisim gostermektedir.*’

Gastrointestinal yoldan hizli ve neredeyse tamamen absorbe edilir ve etkisini
erken g(‘jsterir.41 Yarilanma omrii 2 saat olan parasetamol, kan pik diizeyini 2. saatte
elde eder.*> Ancak aclik ve tokluga bagli olarak emilimi degisecegi i¢in bu siire 4. Saate

kadar uzayabilmektedir. Bir dozdan sonra analjezik etkisi 3-4 saat devam eder.
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Parasetamol plazma proteinlerine diger NSAIi’lere gore daha zayif baglanirken (%25)
bir¢ok viicut sivisina yaygin seklide dagilmaktadir. Plazmada oldukga genis bir dagilim
hacmine sahip olup total metabolik klirensi 440 ml/dk’dir.

Parasetamoliin plazma konsantrasyonu ile analjezik etki giicli arasinda direk bir
korelasyon mevcuttur. Parasetamol analjezik ve antipiretik etkisini sirasi ile 10 pg/ml ve
18 pg/ml diizeyindeki kan konsantrasyonlarinda gosterir. Yemek ile beraber veya
yemekten hemen sonra alinirsa biyoyararlanimi belirgin sekilde azalir ve bu yiizden ag
karna alinmasi Onerilir. Ayrica opioidler ve antikolinerjik ilaglarla birlikte alindiklari
zaman kan pik diizeyine ulagma siiresi gecikir. Oral olarak kullanilan dozlarda rektal
yoldan da verilebilir. Parasetamol’lin erigskinlerde ve adelosanlarda kullanimi agizdan
500-1000 mg, giinliik en yiiksek dozu genellikle 4 g olarak kabul edilir. Kisinin bobrek
yetmezligi varsa, izoniazid tedavisi aliyorsa veya alkolik ise parasetamol kullanim
srasinda doz %30 ila %350 arasinda azaltilmalidir.*> **

Parasetamol terapotik dozlarda kullanildig1 zaman %90-95 oraninda karacigerde
glukroniltransferaz enzimi yardimiyla glukronik asitle (%60 kadar1), stilfoniltransferaz
enzimi yardimiyla siilflirik asitle (%35 kadar1) veya sistein (%3 kadar1) ile konjuge
edilmis olarak idrardan atilir. %2’lik kismu ise idrardan direkt olarak atilmaktadir.**
Kiiciik ama yine de 6nemli bir miktar1 hepatik sitokrom P450 enzim sistemi (CYP2EI
ve CYP1A2 izoenzimleri) yoluyla N-hidroksilasyona girerek son derece reaktif bir ara
iirtin olan NAPQI’ a dénﬁsﬁr.45‘ 46

Toksisitede parasetamolden ¢ok NAPQI sorumlu tutulur. Bu metabolit diger
intraselliiler proteinlere kovalent olarak baglanarak hepatik zarar olusturur.*” *® (Sekil
2.2.)* Fizyolojik kosullarda NAPQI, GSH’daki siilfidril gruplari ile reaksiyona girerek

zararsiz halde safra yoluyla atilmaktadir.’® *° Bu molekiilin karaciger hasari

olusturabilmesi i¢in parasetamol yiiksek dozlarda alinmasi gerekir ki bu durumda bu
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reaktif {iriin hizlica olusmaya devam edip GSH depolarin1 bitirerek karaciger hasari

L 52 paragetamol hepatotoksisitesindeki asil mekanizmanin bu yoldan

olusturur.
gerceklestigi diisiiniilmektedir.™

Parasetamol kaynakli karaciger ve bobrek hasarmin iki farkli mekanizma ile
olustugu ileri siiriilmektedir:

a) Oksidatif stres teorisi: Yiiksek doz parasetamol aliminda olusan NAPQI,
hiicrelerde reaktif oksijen triinlerinin olusmasina, bu da lipit peroksidasyonuna neden
oldugu i¢in, GSH eksikligine, dolayisiyla da hepatositte protein sentezi ve hiicre igi
kalsiyum (Ca*?) dengesi bozuklugunun ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.>*®

b) Kovalent baglanma teorisi: Parasetamol yiiksek dozlarda alindiginda,
karacigerin detoksifikasyon sistemleri doymus hale gegmesinden otiirii, baglayict GSH

bitecek, asirt NAPQI ortaya g¢ikacak, bu da deoksiriboniikleik asit (DNA) ve protein

tiyol gruplarina kovalent baglanmak suretiyle, hepatositlerde hasar olusumuna neden

olacaktir.®"
( Parasetamol J
% 85-90 siilfirik asit| | [ % 2-4 idrarla atilir |
ve glukronik asit ile | (% 4-6 sitokrom p450)
konjugasyon ve karma fonksiyonlu
idrarla atilim | |oksidaz sistemi
fGlutatyon ile konjugasyon J . "Proteinlere baglanur,
ve merkaptiirik asit * MNAPQI_J " | hepatosit 6liimii ve
| konjugati olarak idrarla atilir | karaciger nekrozu O]USU{_

Sekil 2.2. Parasetamoliin metabolizmasi®®

2.4.2. Farmakolojik Etkileri
Parasetamol beyaz, kokusuz ve hafif aci bir tadi olan kristal toz yapisindadir.

Suda ve eterde az c¢ozinlirken metanol ve etanol gibi organik ¢oziiciilerde
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¢cOziinebilmektedir. Doymus c¢ozeltisinin pH’1 5.5- 6.5 arasindadir. Asidik ve alkali
ortamlarda ise kararlilig1 azalir ve yavasca asetik asit ve p-aminofenole déniisiir.>®

Piyasada 100°den fazla preparat adi olan parasetamoliin prospektiislerinden de
kolaylikla erisebilecegimiz endikasyonlari; bas agrisi, migren, adet sancilari, dis agrisi,
soguk alginligi ve gribal enfeksiyonlara bagli agri, nefralji, nefrit, siyatik, lumbago, kas
ve eklem agrilar1, otit, siniizit ve cerrahi operasyonlardan ya da yaralanmalardan
kaynaklanan agrilardir. Endikasyonlarindan da anlasilacagi iizere parasetamoliin bu
denli yaygin kullanilimi etki mekanizmasimin daha iyi bilinmesini gerektirmektedir.
Etki mekanizmasini anlamak i¢in de c¢alismalar devam etmektedir. Yapilan bazi
calismalarda parasetamol’in merkezi sinir sistemi (MSS) {izerinden santral
siklooksijenaz (COX) inhibisyonu ve serotoninerjik sistemle indirekt etkilesim yoluyla
etki gosterdigine inanilmaktadir.®°

Lim ve arkadaglarmin bir g¢alismalarinda, kopegin dalagina enjekte edilen
bradikininin agr1 yapici etkisinin parasetamol tarafindan engellendigini gérmiislerdir.
Yapilan bu c¢alismada parasetamoliin agr kesici etkisinin santralde degil de periferde
prostaglandin sentezini inhibe ederek ortaya koydugunu gé')stermislerdir.61

Parasetamoliin ates diisiiriicli etkisi hayvan deneylerinde gdsterilmistir. Milton
ve Wendlant kedilerin beyin ventrikiillerine endotoksin kaynakli maddeleri enjekte
ederek olusturduklar: atesi parasetamoliin engelledigini fakat ayni yere enjekte edilen
prostaglandin E1(PGE1) kaynakli atesi etkilemedigini bildirmisler.* Daha sonra
yapilan ¢alismalarda parasetamol’lin beyin omurilik sivisindaki prostaglandin benzeri
maddeleri inhibe ederek atesi diistirdiigii gésterilmistir.63 Prostaglandin sentezi {izerinde
bazi etkileri olmasina ragmen etki mekanizmasi hentiz agiklik l<azanmam1§t1r.64

Yapilan bazi ¢aligmalarda parasetamoliin bildigimiz COX-1 ve COX-2 gibi

MSS’ye ait enzim varyantlarindan farkli bir enzim olarak tespit edilen COX-31i selektif
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®  Parasetamoliin bu mekanizmadaki rolii

bir sekilde bloke ettigi diisiiniilmektedir. 6
konusunda pek ¢ok arastirmaci hemfikir olmustur.’® " Fakat yine de COX enzim
varyantlarindan olan COX-3’lin insandaki varligi veya parasetamol inhibisyonuna
duyarlilig1 hakkinda kesin bir yargi bulunmamaktadir.®”

Parasetamoliin inflamasyona neden olan prostaglandinleri secgici inhibe
etmesinden dolay1 zayif bir antiinflamatuar olarak dahi distiniilmemektedir.
Antitrombositik etkinligi zayif oldugu i¢in kanama stiresinde degisim yapmaz.sg’ 69,70

2.4.3. Yan Etkileri

Tedavi dozlarinda kullanildiginda genellikle iyi tolere edilen paarasetamoliin
Nadiren goriilen alerjik cilt reaksiyonlar1 (kizariklik, dokiintii), alerjik ila¢ atesi,
hematolojik bozukluklar, hipoglisemi ve bébrek yetmezligi gibi yan etkileri vardir.”
Parasetamol bazen de karaciger enzimlerinde 1liml yiikselmelere sebep olabilir fakat bu
durum geri doniisiimlii olup ila¢ kesilince ortadan kalkar.

Giinlik en yiiksek dozu 4g olarak kabul edilen parasetamol daha yiiksek
dozlarda kullanildig1 zaman bas donmesi, huzursuzluk ve yonelim bozukluguna yol agsa
da toksik dozunda (en az 10-15 g) en ciddi yan etkisi 6liimciil olabilen hepatik
nekrozdur. Bu durumda bulanti, kusma, ishal ve karin agrisi gibi belirtiler ortaya
cikmaktadir. Bu etki normal kullanim sonrasinda da ¢ikabilmektedir. Aspirinin yaptigi
hepatik hasara gore daha tehlikeli olup tedavisi daha da zordur.”

Parasetamoliin kardiyovaskiiler ve asit-baz dengesi lizerine belirgin etkileri
yoktur. Gebelerde giivenlidir ve NSAII’lerin yaptig1 gibi fetal ductus arteriozus’un
kapanmasini etkilemezler. Epidemiyolojik ¢alismalar parasetamol kullanimiyla renal

hastaliklar, gastrointestinal problemler ve astim arasinda iliski oldugunu

gostermektedir.”® Bunun yaninda alkol kullammi toksik etkiyi ciddi bicimde
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artirmaktadir. Alkoliklerde ve bobrek yetmezligi olan hastalarda doz azaltilmalidir. Oral
antikoagiilanlar ile birlikte kullanildiginda ise belirgin etkilesme gé')stermemektedir.74

2.5. Parasetamol Toksisitesi

Fenasetinin bir major metaboliti olan parasetamol 1950’lerden bu yana tiim
diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir.*® ™ Toksik etkileri fenasetin ve aspirinden
daha az gorildiiglii i¢in analjezik ve antipiretik ajan olarak tedavide daha ¢ok
kullanilmaktadir.* Bu ilag terapotik olarak kullanilabildigi gibi intihar amaghi da
siklikla kullanilan ilaglardan biridir.” ¢7®

Parasetamol asir1 doz kullanimda fatal akut karaciger nekrozu yaptig1 bilinen az
sayidaki ilaglardan biridir ve ilaca bagl akut karaciger nekrozu vakalarimin en basta
gelen nedenidir. Parasetamoliin kullanim sikligindaki artis ve asir1 doz alimi karaciger
toksisitesi ve 6liim oranlarinda artisa neden olmustur.®® Amerikan Zehir Kontrol Veri
Merkezi verilerine gore parasetamoliin bilingli ya da bilingsiz kullanimi sonucu her yil
100.000’in iizerinde parasetamol toksisitesi ve buna bagli olarak yaklasik 458 6liim

49,7980 By nedenle bilim adamlari parasetamole bagli toksisiteyi

meydana gelmistir.
Oonleme adina, heniiz tam olarak bilinmeyen toksisite olusma mekanizmasi ile ilgili
stirekli yeni ¢aligmalar yapmaktadirlar.

Toksik etkiye yol agan mekanizmalar arasinda protein arilasyonu, oksidatif stres,
transkripsiyon yollarinda meydana gelen degisiklikler, kalsiyum dengesizligi, iltihabi
degisikliklere onciilik eden sinyaller ve apopitozis yollarinin harekete gecirilmesi
sayllmlstlr.g1

[laca bagli hepatotoksisite intrinsik ve idiyosenkrazik olarak 2’ye ayrilir.
Karacigerde toksisiteye yol acan baslica mekanizmalardan birincisi intrinsik

76, 77

mekanizmadir. Intrinsik hepatotoksisite mekanizmasi1 direkt veya indirekt yolla

gerceklesebilir. Direkt intrinsik hepatotoksisite; ilacin direkt kendisi veya metabolitinin

25



doza bagli olarak olusturdugu hepatotoksisiteden bahsetmektedir. Bu mekanizma doza
baghdir, asir1 doz ilag alimi ile ortaya g¢ikar, 6nceden tahmin edilebilir ve deneysel
caligmalarla gosterilebilir. Direkt intrinstik etki kimyasal maddeler veya metabolitleri
ile hiicre ve organellerde yapisal bozukluklar olusturabilir. indirekt etkiyle ise bazi
metabolik yollarla iliski kurarak veya immun mekanizmalarla zarar verebilir. Iste
parasetamole bagli olusan hepatotoksisite de indirekt intrinsik etkiye bagli gelisen
hepatotoksisite nedenleri arasinda yer almaktadir.

Ikinci mekanizmamiz idiyosenkrazik tip, heptotoksisitenin en sik goriilen formu
olup, kisiye gore onceden tahmin edilemeyecek reaksiyonlarla karakterizedir. Bu tip
reaksiyon doza bagli olmayip deneysel calismalarla gosterilemez. Ilag alimindan
karaciger hasarinin olusmasi arasindaki siire ¢ok uzun olabilir ve diger karaciger
hastaliklarina ¢ok benzer klinik ve histolojik 6zelliklere sahip olabilir. Bu yolla etki
eden ilaglara érnek olarak diklofenak ve asetil salisilik asit (ASA) gosterilebilir.** 7 7

Parasetamol, bazi1 kimyasal reaksiyonlarin aracilik ettigi ve karaciger epitel
hiicreleri arasinda olusan etkilesimler sonucunda, karaciger dokusunda nekroza neden
olmaktadir. Bu ajana, “dogrudan hepatotoksin™ de denmistir.%

Parasetamol glukoronik asit ve siilfat konjugasyon reaksiyonlariyla hepatik
metabolizmalarla karacigerde detoksifiye edilir. Ayrica parasetamol oksidasyon ve
sitokrom p450 sistemiyle NAPQI olarak bilinen toksik bir metabolite
d6nﬁstﬁrﬁlmektedir.46‘ 82

Parasetamoliin normal dozlarda aliminda oksidasyon sonucu olusan son derece
reaktif bir ara {iriin olan NAPQI’y1 viicut detoksifiye edebilir. Ancak yiiksek dozlarda
alindig1 zaman NAPQI'nin detoksifiye edilme kapasitesi diismektedir. Bu nedenle

detoksifikasyon disinda kalan NAPQI karaciger hiicresi proteinlerine kovalent olarak

baglanarak hepatik nekrozla sonuclanan hasara yol acar.*® Parasetamol oksidasyonu
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sonucu olusan NAPQI'nin detoksifikasyonunda GSH rol almaktadir.”® GSH agiri
miktarda agiga ¢cikan NAPQI molekiiliinii baglayamaz ve bunun sonucu olarak artan
NAPQI toksik cevabi baslatarak GSH depolarinda azalmaya neden olur.®* Parasetamol
toksisitesinin nasil meydana geldigi konusunda yapilan arastirmalarda ¢ogu arastirmaci,
olusan NAPQI tarafindan mevcut GSH depolan tiiketildiginde, geri kalan reaktif
NAPQI'nin hiicresel hedef proteinlerin siilfhidril gruplarina baglanarak toksik etki
olusturdugu yoniinde goris bildirmislerdir.>"

Karacigerde parasetamoliin oksidasyon {iriinii olan NAPQI hiicresel proteinlerle
kovalent baglar olusturup, bu proteinlerin yapilarin1t  ve fonksiyonlarim
degistirebilmektedir. Bu hiicresel bozukluklar ise kalsiyum (Ca*®) ATPaz
aktivasyonunda azalmayla birlikte sitolizik Ca*? diizeylerinde atisa neden olur. Hiicresel
kalsiyum homeostazindaki bu denli bozulmalar, hiicre gecirgenliginin degisimine ve
membran biitiinliigiiniin kaybina yol acabilir.® ®

Yakin gegmisteki caligmalarda bazi sitokinlerin ve nitrik oksidin (NO) de bu
stirecte rol oynayabilecegine dair bulgular elde edilmistir.% Karacigerdeki parankim ve
parankimal olmayan hiicrelerde nitrik oksit sentaz enzimi arciligiyla iiretilen NO,
yiiksek reaktif oksidan kapasiteye sahip bir bilesendir.® Karacigerde fazla miktarda NO
tiretiminin endotoksin sokunda, karacigerdeki enfeksiyona ve hasarlanmaya iligkin diger
modellerde rol oynayan onemli bir unsur oldugu diisiiniilmiistir.®” NO’nun  etki
mekanizmalart tam olarak bilinmese de, bu bilesenin CYP-450’yi azalttigi,
karacigerdeki proteinlerin DNA sentezini baskiladigi ve hiicre Oliimiiniin yani sira
nekrozu da uyardigi bildirilmistir.aa'90 NO’nun karaciger iizerindeki etkileri tek yonlii
degildir. NO’nun antioksidan etkilerinin olduguna dair yaymlar da vardir.”> ** Bu etkiler

organizmanin i¢inde bulundugu duruma gore degisebilmektedir.
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Ayrica basta hidroksil radikali (OH) olmak tizere diger radikaller de goklu
doymamis yag asitlerinin yikilmasma yol acarak lipid peroksidasyonunu baslatip
hiicresel hasar olusumuna neden olabilirler. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan
malondialdehit (MDA) seviyesindeki artis ise bu doku hasar1 gostergelerinden biridir.
Oksidatif hasar hiicresel diizeyde hiicre membran lipidlerinin peroksidasyonu ile
sonuglanir. Bu peroksidasyon sonucunda, hiicre membran gecirgenligi, akiskanligi,
elastikiyeti ve yapisal 6zellikleri bozulur.®® %

Yapilan bazi calismalarda inflamatuar sitokinlerin parasetamol toksisitesini
artirdig@1 rapor edilmistir. Blazka ve arkadaslar1 parasetomol toksisitesinde TNF-alfa ve
IL1-alfa’nin salgilanmasinda artis oldugunu gostermistir. *>*° Buna ek olarak Blazka
TNF-alfa ve IL1-alfa’nin her ikisininde selektif olarak kismi immiinonétralizasyonun
periyodik bir sekilde toksisiteyi azalttigin1 gostermistir.

Histolojik incelemelerde de hepatik nekrozun olusma sikliginin daha ¢ok CYP-
450-MFO (mixed-functionoksidaz = karma fonksiyonlu oksidaz sistemi) aktivitesinin
goriildiigli  sentrolobiiler  bodlgede  oldugu gésterilmistir.96 Karaciger GSH
kaynaklarindaki kisisel farkliliklar, GSH’1n yeniden yapilma kapasitesi, CYP-450-MFO
aktivitesi ve spontan kusmalar toksisiteyi etkilemektedir. Cocuklarda karaciger hasari
yetiskinlerden daha az goriiliir. Bunun nedeni parasetamoliin metabolizmasindaki
farklihktir.””®® Kronik uygulamada fenitoin, barbitiirat, antihistaminikler ve diger
sedatifler CYP-450-MFO sistemini uyararak toksisiteyi artirabilir.”” %

Yapilan klinikk ve deneysel c¢alismalarda parasetamole baghh gelisen
hepatotoksisitede kronik olarak kullanilan diger ilaglarin da additif etkilerinin oldugu
gosterilmigtir. Bu ilaglar arasinda antikolviilsan ilaglarloo, antitliberkiiloz 1ilaglar
ozellikle de izoniazid ilk sirada yer almaktadir. Ayrica antiviral ilaclar (zidovudin ve

101

lansoprazol) da™" toksisitede additif etkilesme yapabilmektedirler.
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Uzun siireli aclik GSH depolarim1 bosaltarak ve CYP2E1 aktivitesini artirarak
parasetamole bagli gelisebilecek hepatotoksisitenin siddetlenmesine veya erkenden
olusmasima neden olabilmektedir.'%? Ayni sekilde kronik alkol alimi da CYP2EI
aktivitesini artirarak ve glutatyon depolarin1 tiiketerek kisilerin parasetamol
hepatotoksisitesine duyarliligini artirabilir.'%®

Parasetamoliin akut alinan yiiksek dozunu takiben hepatotoksisite ile nadiren
bobrek yetmezligi gt')riilebilir.99 Pankreatit ve diffliz myokardial nekroz bildirilen
vakalarin yani sira ¢ok yiiksek doz alan hastalarda nadiren koma ve metabolik asidoz
bildirilmistir. Nefrotoksisite reaktif parasetamol molekiiliine bagh gelismektedir. Diger
atipik hasarlarin etiyolojisi ise bilinmemektedir.'*

2.5.1. Klinik Bulgular

Parasetamol toksisitesi semptom ve bulgular spesifik degildir. Klinik belirtileri
hafif gastrointestinal bozukluktan, halsizlik ve konfiizyona kadar uzanan genis bir

104, 105

yelpazeye sahiptir. Hasta anamnezi ve fiziksel muayenesi bizlere karaciger hasari

altinda yatan sebepler hakkinda ipucu verebilir.'® 1%

Parasetamol toksisitesine bagli olan bulanti, kusma ve agri gibi abdominal
sikayetler, hastanin gecirmis oldugu soguk alginligi ve bas agris1 ile iliskilendirilerek
tanida gecikmeye neden olabilir. Bu gibi durumlarda karaciger hasarinin biyokimyasal
olarak tanmilamaya c¢alisildiginda dahi 24-36 saate kadar anormal bulgular
goriilmeyebilir. Bu yiizden parasetomoliin asir1 doz alinmasi durumunda belirti ve bulgu
beklenmeden antidot tedavisine baslanmalidir. NAC ile antidotal tedavi eger 24 saat
icinde baglatilirsa karaciger nekrozu azaltilabilir veya dnlenebilir.’®

2.5.2. Teshis

Zehirlenme teshisinde en etkili yol kandaki parasetamol seviyesini tespit

etmektir. Yiiksek doz parasetamol alan hastalarda, alimdan sonraki 4-24 saat arasinda
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kandaki parasetamol konsantrasyonu oOl¢iiliip, her gecen saat ve serum parasetamol
miktar1 baz alinarak toksisite riski Rumack-Matthew nomogramu ile degerlendirilebilir.
Bu degerlendirme; eger potansiyel bir toksik doz alimi veya bilinmeyen bir miktarda
alim varsa mutlaka yatpllmahdlr.109

1975 yilinda Rumack ve Matthew tarafindan gelistirilen bu nomogramda,
tedaviye baslamay1 gerektirecek 24 saatlik toksik plazma parasetamol konsantrasyonu,
alimin 4. saatinde 200 mg/L, 15. saatinde ise 30 mg/L olarak belirlenmistir. Orijinal
tedavi siniriin belirlenmesinde karaciger enzim yiiksekligi 6nemli kriterlerden birisidir.
Bu orijinal tedavi sinirlart ABD ve Kanada’da %25 oraninda disiiriilmiis olup 4. saatte

150 mg/L, 12. saatte 37.5 mg/L olarak tanimlanmistir.”

Plazma PS konsantrasyonu
200
150
100
Muhtemel hepatik toksisite
50
Hepatik toksisite yok
10
%25
5
Alimdan sonraki saat
0 4 8 16 20 24

Sekil 2.3. Rumack-Matthew Nomogrami *°
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Rumack-Matthew Nomogrami ALT ve AST degerlerinin 1000 IU/L’nin
tizerinde olma olasiligin1 gosterir. Fakat yasam veya oliim hakkinda bilgi vermez. Bu
nomogram alkolik olmayan ve baska bir karaciger hastalii olmayan hastalarda
uygulammlstlr.110

Parasetamol toksisitesindeki semptom ve bulgularim1 ilag alimindan itibaren
zamana bagli olarak 4 asamada faz 1 (ilk 24 saat), faz 2 (24-72 saat), faz 3 (72-96 saat)
ve faz 4 (4-14 giin) olarak degerlendirmenin daha dogru bir davranis olacagi, yanlis
teshis ve tedaviyi en aza indirecegi diisiiniilmektedir.

Faz 1’de karin agrisi, diare, istahsizlik, terleme, bulanti, kusma ve letarji goriiliir.
Karaciger fonksiyon test sonuglari1 normaldir veya degerler minimum seviyede
bozulmustur.**

Faz 2’de semptomlar gecici olarak iyilesmekte ve biyokimyasal degisiklikler
ortaya ¢ikmaktadir. Bu biyokimyasal degisiklikler icinde ise en 6dnemlileri transaminaz
ve bilirubinlerin yilikselmesi iken ayrica uzamis protrombin zamanindaki uzama da
onemlidir. Faz 2’nin sonlarina dogru ise sarilik, hepatomegali, sag lst kadranda
yerlesmis agr1 ve hassasiyet dikkati ¢gekmektedir.

Faz 3’de ise bulanti-kusma yeniden ortaya cikar ve daha da kotiilesir. Sarilik
fizik muayenede rahatlikla tespit edilir haldedir. Bu semptomlara halsizlik, konfiizyon,
uyku hali veya koma gibi santral sinir sistemi bulgular1 eklenir. Bu bulgular faz 3’iin
onemli bulgular1 olup bu noktadan sonra ¢ok hizli hareket edilmesi gerektigini gosterir.
Toksisiteye bagli olim genellikle bu asamada gozlenir. Karaciger fonksiyon test
sonuglart bu safthada maksimum seviyelerine ¢ikmis olup ALT ve AST diizeyleri
genellikle 10.000.000 TU/ml’den yiiksektir.® *2 Hastalarin %25’inde dehidratasyon ve
tiibiiler nekroza baglh akut bobrek yetmezligi goriiliir. Gebelerde akut alimi takiben fetal

0liim ve spontan abortus bildirilmistir.
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Faz 4 ise karaciger hasariin diizeldigi ve enzimlerin normale dondiigi donem
olup tam iyilesme 3 ay kadar siirebilmektedir. Akut karaciger hasar1 gelismis hastalarin
%701 faz 4’e girip tam iyilesme gésterir.gS‘ 113,114

2.5.3. Tedavi

Tiim toksikasyon tedavilerinde oldugu gibi parasetamol toksisitesinde de ilk
once hastanin havayolu agikligi saglanir, solunum ve dolasim fonksiyonlari
degerlendirilip desteklenir. Oncelikli amacimiz ise parasetamoliin emilimini azaltmak,
kandaki konsatrasyonunu en kisa siirede optimum diizeye indirmek, toksik
metabolitinin miktarini azaltmak ve/veya toksik metabolitini detoksifiye etmektir. Daha

sonra gastrik dekontaminasyon, aktif komiir, barsak irrigasyonu, antidot ve eliminasyon

gibi tedavi uygulamalari degerlendirilir.'*

Parasetamol alimindan sonraki gegen zaman, yukarda ifade etmis oldugumuz
tedavi yontem ve uygulamalarini belirlemede ¢ok dnemlidir. Soyle ki, kisa zaman 6nce
alinan parasetamol toksisitesinde emilim azaltimindan baslamak en uygun yaklasim
olmakla beraber eger alimdan sonra uzun zaman ge¢misse toksik metabolitin atilim ve
detoksifikasyonundan baglamak oldukg¢a akilci bir yaklagim olacaktir. Bu siirecte alinan
tetkiklerde  kandaki parasetamol  konsantrasyonu = nomogram  iizerinde
degerlendirilmelidir. Eger parasetamol aliminin zamani bilinmiyor ya da 24 saatten
fazla zaman gec¢mis ise gastrointestinal kontaminasyonun gerekli olup olmadigi
belirlenmelidir. Bu tespitte karaciger fonksiyon testleri (AST, ALT) ¢ok onemlidir.
Ipeka surubu ile kusturma, gastrik lavaj ve aktif komiir uygulamasi ilk birkag saatte
yapilmas1 gereken ve absorbsiyonu 6nlemede oldukga faydali yontemler toplulugu olup
hayat kurtaric1 olabilmektedir.™™> '® Parasetamoliin toksik metaboliti olan NAPQI’nin
etkisiz hale getirilmesinde NAC, methionin ve simetidin kullanilmaktadir. Yapilan

calismalarda simetidin ile birlikte NAC kullanimimin yararli bir etki gostermedigi
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gérﬁlmﬁstﬁr.117 Yapilan klinik calismalarda her 3 madde de hepatotoksisiteyi
engellemesine ragmen methionin ve sistiamin uygulamalarinda daha fazla santral sinir
sistemi ve gastrointestinal yan etkiler goriilmiistiir. Bundan dolayr NAC parasetamol
toksisitesine bagli gelisen akut karaciger hasarinda en iyi antidot olarak secilmistir.**®
NAC tedavisine ihtiya¢ duyulan tiim hastalar tedavi tamamlanana dek klinik yatisi
sag:;rlanmahdlr.118

2.5.3.1. N-Asetil Sistein (NAC)

NAC; L-sisteine asetil eklenmesi ile olusan bir amino asit tiirevidir. Ilk 6nce
1960’11 yillarda mukolitik ajan olarak tanimlanmis olup, akut parasetamol
zehirlenmesindeki koruyucu etkileri daha sonraki yillarda ortaya ¢ikarilmgtir, 1'% 12

Ilk olarak Prescott ve Matthew tarafindan 1974 yilinda yapilan calismada
NAC’ 1 parasetamol toksisistesinde kullanilabilecegini gosterilmistir ve 1977 yilinda da
15 hastada etkinligi ispat edilmistir.*? 12

Parasetamol toksisitesinin tedavisindeki ana dayanagimiz NAC’tir ve seckin bir
antidot olarak bilinmektedir.'®® Oral NAC uygulamasi 1985°de, intravenz NAC ise
2004’te toksik doz parasetamol alimi sonrasinda karaciger hasarmi azaltmak i¢in FDA
tarafindan onaylanmlstlr.124’ 12

NAC’ 1 birkag tane koruyucu mekanizma tizerinden etki ettigi diistiniilmektedir.
NAC hiicreye girdikten sonra sisteine metabolize olur. Sistein ise bir GSH
prekiirsoriidiir. Parasetamol toksik metaboliti NAPQI’'nin detoksifikasyonu i¢in de
GSH’1in yiiksek konsantrasyonlari gerekir. Boylelikle NAC, GSH mikrarimi artirip
NAPQI ile baglanmasini saglayarak bu toksik metaboliti zararsiz hale getirir. NAC
siilfat sentezinde de rol almaktadir. Parasetamoliin siilfat konjugasyonunun artmasini

saglayarak, stilfat konjugasyon yolunun doymasini engeller.ll‘ % Ayrica NAC lokal

nitrik oksit (NO) miktarini artir ve mikrosirkiilatuar dolasim {izerinde vazodilator etki
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yapar. Bu mikrovaskiiler etkiler sayesinde toksisitede durumunda dahi mortalite ve
morbiditede azalma goriiliir.

NAC eger yeterli miktarda ve en kisa siirede uygulanirsa parasetamole bagli
gelisebilecek karaciger hasarini t')nleyebilrnektedir.126 Eger tedaviye yiiksek doz
parasetamol alimindan sonraki 4-8 saat icinde baslanmis olursa NAC hepatotoksisiteyi
onlemede neredeyse %100 etkilidir. Tedavi 8 saatten fazla gecikirse hepatotoksisite
gelisme riski artar. Buna ragmen parasetamol alimimdan 24 saat sonra NAC tedavisi
baslandiginda bile hepatotoksisite riski daha diisiiktiir.

Uygulamaya gelecek olursak, 72 saatlik per-oral tedavide NAC 140 mg/kg’lik
yiikleme dozu %35 soliisyon igerisinde oral verildikten sonra her 4 saatte bir 70 mg/kg
oral olarak verilmelidir. Bu idame doz 17 kez tekrar edilmelidir. Oral tedavinin
miimkiin olmadig1 durumlarda ise intravendz tedavi; 150 mg/kg NAC 200 ml’lik % 5
dekstroz mayii i¢inde 15-60 dakikada verilir. Akabinde 50 mg/kg NAC 500 ml’lik %5
dekstroz soliisyonunda 4 saatte daha sonra da 100 mg/kg NAC 1000 ml’lik %5 dekstroz
icinde 16 saatte uygulanarak 20-21 saatlik tedavi protokolii sonlandrilir.*?’

Oral ve paranteral tedavi arasinda karsilastirmali bigimde genis bir ¢alisma
yapilmamakla beraber oral uygulamanin daha ¢ok yan etkisi oldugu gosterilmistir. Oral
uygulamada karin agrisi, kusma, diare ve dokiintiiler goriilebilmekle beraber paranteral
uygulamada ise nadirde olsa anaflaktik reaksiyonlar goriilmiistir.""> Anaflaktik
reaksiyon insidansit %3 ile %6 arasinda degismektedir. 128

Bu uygulamalar arasindaki etkinlik karsilastirmasinda ise bir farklilik olmadigi
fakat paranteral uygulamada hastanede kalma siiresi daha az oldugundan dolay1 tercih
edilebilir olabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica eger toksisite tanili hastanin anamnezinde
anaflaktik reaksiyon hikayesi varsa oral NAC tedavisi tercih edilmelidir. NAC

tedavisinin baglamasinda ve sonlandirilmasindaki en 6nemli Glgiit serum parasetamol
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miktaridir. Bu arada toksisitenin siddetini gosteren arterial pH, PT (protrombin), serum
kreatinin, hemoglobin ve serum amilaz seviyeleri de olduk¢a onemlidir.*?

Hastaneye basvuran hastalarin kan parasetamol konsantrasyonu 4 saatte
hepatotokisiteye neden olabilecek kan seviyesine ulasmamis ise tedavi verilmeden
taburcu edilebilmektedir. Tedavi altindaki hastalarin kan parasetamol seviyesi (10-18
pug’in altina) asagiya diismiigse tedavi sonlandirilabilir. Eger koagiilopati gelismis veya
kreatinin seviyesi yiiksekse giinliik kreatinin takibi yapilmali, normal seviyelere gelene
kadar 150 mg/kg giinliik doz NAC tedavisi devam ettirilmelidir.

Gebelerde goriilen parasetamol toksisitesinde ise NAC kullanilmakta olup;
umblikal kord kaninda tespit edilmistir.** Yapilan bir calismada NAC tedavisi geciken
hamilelerde 6lii dogum oraninin arttig1 goriilmiistiir, bu nedenle gebelerde de ivedilikle
NAC tedavisine baslanmahdlr.131

2.5.3.2. Aktif Komiir Uygulamasi

Parasetamol toksisiteli hastalarda ilk 4 saat icerisinde aktif kdmiir uygulamasi,

NAC tedavisinden dahi éncelikli ilk basamak tedavi olarak onerilir."" **

Yapilan son
caligmalar ise aktif komiir tedavisinin yiiksek doz parasetamol alimindan sonraki ilk bir
saatte yapilmasini desteklemektedir.*®* 13* Gastrik lavaj, ipeka surubu ve aktif komiir
uygulamalar1 arasinda yapilan karsilastirmali bir ¢alismada; aktif komiir uygulamasinin
kan parasetamol diizeyini diger yontemlere gore daha biiyilk oranda azalttig
gé’)sterilmis.116 Aktif komiir uygulamasi tek doz 1 g/kg oral olarak verilir. Yapilan
calismalarda boliinerek verilen dozlar ile tek doz uygulamasi arasinda bir farklilik
bulunamamastir.

Parasetamol toksisitesi ile gelen hastalar {izerinde yapilan ¢alismalarda mide

lavaj1 sonrasi aktif komiir verilmesiyle, tek basina aktif komiir verme arasinda fark

35



bulunamamistir. Yalmiz Spiller ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada mide
lavaj1 sonrasinda aktif komiir uygulamasinin fayda saglayacagi bildirilmistir.**

2.5.3.3. Simetidin

CYP2E1 enzimi tarafindan metabolize olan simetidinin parasetamol
intoksikasyonundaki koruyucu rolii yillardir tartismalidir. Parasetamoliin toksik
metaboliti olan NAPQI'nin olusumunu P450 izoenzimlerini direkt inhibe ederek
hepatotoksisiteyi azaltmasi beklenir. Yapilan ¢alismalarda bu etkisi gésterilmistir.135’ 136
Slattery ve arkadaslar1 yaptig1 bir caligmada parasetamol alimindan 8 saat sonra 300 mg
simetidin kullaniminin NAPQI {iretimini azaltmadigim1 gostermis olup simetidin
uygulamasinin erken saatlerde baslanmasinin gerektigini diisiindiirmektedir.*" 137
Baz1 calismalarda simetidinin NAC’a alternatif olarak kullanilabilecegi

desteklenmistir.138

Rutin klinik uygulamalarda ise simetidin bir¢ok ilagla istenmeyen
farmakokinetik etki gosterdigi i¢in artik pek kullanilmamakta ve Tiirkiye’de miistahzar1
bulunmamaktadir.™*

2.5.3.4. Dializ

Parasetamol toksisitesi tedavisinde parasetamol’iin ekstrakorporel eliminasyonu

140

tartismali ve mevcut veriler karistk durumdadir.™ Hemodializ; siddetli parasetamol

toksisitesinde kullanilmistir fakat hemodializin hepatotoksisiteyi Onledigini veya

% Hemodializin bu

azalttigint gosteren giivenilir bir veri elde edilememistir.14
toksikasyonda yararli olamamasinin en Onemli nedeni ise yiiksek doz alian
parasetamoliin karacigere hemen ugrayip hasara baslamasi olabilir.**" Parasetamol
toksisitesinde; ventilasyon destek ihtiyaci, alkali dilirezin saglanamamas1 ya da alkali

ditirez ve yogun bakim tedavisine ragmen klinik kotlilesme gibi endikasyonlar

hemodiyalizi gerektirmektedir.**?

36



2.5.3.5.Karaciger Transplantasyonu

Akut karaciger yetmezligi gelistiginde, genel destek tedavisi uygulamalarinin
yan1 sira karaciger transplantasyonu i¢in de hazirliklar baslatilmalidir. Cok az
parasetamol toksisitesi gelismis hastada karaciger transplantasyonu gerekmemektedir.
Karaciger tranplantasyonu parasetamol toksisitesine bagli gelismis olan yaygin
karacifer hasarinda altin standart tedavi yontemidir.**® Transplantasyondan sonra
irreversible ve Omiir boyu siiren bir immiinosiipresif tedavi gerekmektedir.144 AHH
gelismis hastalarda karaciger transplantasyonu gerekip gerekmedigini King College
Hospital (KCH) kriterlerine gore belirlenip buna gore hastalarin yol haritasi

cizilmektedir.**®

KCH kriterlerine deginecek olursak pH’in <7.3 olmasi, protrombin
zamaninin <100 sn olmasi, serum kreatinin seviyesinin >300 mikromol/l olmas1 ve
hastalarin faz 3 veya faz 4 ensefalopatik olmasiyla degerlendirilmektedir.146 Bu
kriterlerin spesifitesi ¢ok iyi olmasina ragmen zayif sensitivitesi bulunmaktadir.
Transplantasyona karar verildiyse eger bir an dnce yapilmalidir.

2.5.4. Prognoz

Parasetamoliin asir1 doz alimindan sonra hepatotoksisite gelismis veya
gelismemis hastalarin %90’1 tam anlamiyla sifaya ulasir.*’ Hepatotoksisite gelismis
hastalarin %80°1 ilk 12 saatte NAC uygulamast ile iyilesmis olup NAC verilmediginde
ise bu iyilesme %48’ lerde kalmaktadir.**’ Ayrica NAC alan hastalarda almayanlara
oranla koma gelisme olasiligi 3/4 oraninda daha az bulunmustur.’*® KCH kriterlerini
tam olarak karsilamayan hastalarin %90-93°1 sag kalmaktadir.

Parasetamol alimindan sonraki ilk 24 saatte hastane yogun bakimlarinda tedavi
altina almanlarin sagkalim orani daha sonraki zaman periyodunda gelenlere gore

oldukca ylksektir. Hepatik ensefalopatinin  derecesi arttitkca sagkalim orani

147 .. . . . . <
azalmaktadir.”™" Serum kreatinin seviyesi ve protrombin zamani ile sagkalim arasinda

37



cok giiclii bir korelasyon bulunmaktadir.**® Bu degerler yiikseldik¢e sagkalim oranmi
diismektedir. Parasetamolle indiiklenen karaciger hasarinda karaciger transplantasyon
ihtiyaci diger nedenlerle olusan karaciger hasarindaki transplantasyon ihtiyacindan
oldukea diigiiktiir.** Karaciger transplantasyonun yapilmadig1 zaman sagkalim orani %

150

65-73 arasinda degismektedir. Parasetamol zehilenmesinde tedavi edilmeyen

hastalarin %1-2’si 6liimciil karaciger yetmezligine girer. Parasetamol doz asiminda
herhangi bir miidahale yapilmaz ise 4-18 giin i¢inde 6liim gerqeklesir.“' 113,114

2.6. Renin ve Fizyolojik Onemi

Ik direkt renin inhibitdrii aliskirenin kesfi ve RAAS’ a eklenmesi ile oldukca
eski olan renin inhibisyonu konusunun yeniden ele alinmasini gerekli kilmistir. RAAS,
iltihaplanma, oksidasyon, fibroz, proliferasyon, apoptoz, sivi ve elektrolit dengesini
diizenleyen birgok biyolojik etkiye sahiptir.'>

RAAS, Tigerstedt ve Bergman’in 1898’de yaptigi calismalarla, Klasik olarak
kan basinci ve sivi-elektrolit dengesini diizenleyen hormonal ve peptiderjik endokrin bir
sistem olarak ortaya ¢ikarilmitir. % 3 RAAS kan basincimin diizenlenmesinde koordine
sekilde calisan bir seri enzimler zinciridir.*>*

RAAS'!n ilk molekiilii olan renin bobrek efferent arteriyollerinde bulunan
justglomerular hiicrelerinden prorenin olarak sentezlenir. Prorenin, reninin enzimatik
aktivitesi olmayan Onciiliinii temsil etmektedir. Prorenin, aktif renine doniisiir. Aktif
renin sekretuar graniillerde depo edilir ve ihtiya¢ halinde sistemik dolagima verilir.**®
Dolasima verilmis olan bu renin, viicutta biiylik ¢ogunlugu karacigerden sentez edilen
anjiyotensinojenden anjiyotensin | (Ag I) iiretimini saglar. Anjiyotensinojenaz olarak da
isim verdigimiz renin bu sistemin ilk enzimidir. Boylelikle sistemin de hiz kisitlayici
basamagi tam da bu noktada olmusgtur.*® Agl ¢ogunlukla bobrek ve akcigerde bulunan

anjiyotensin doénistiiriicii enzim (ADE) sayesinde anjiyotensin 1l (Ag II) ye hizli bir
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sekilde dontistiiriiliir. Boylece RAAS 1 etkin oldugu ve ¢ok fonksiyonel islevlere sahip
olan AglI iiretilir.

Ag II’'nin; damar diiz kaslarinin direkt kasilmasiyla kan basincininin yiikseltilme,
miyokardiyal kontraktilitenin  artirilma, adrenallerden aldesteron saliniminin
uyarilmasiyla su ve tuz retansiyonunu saglama, sempatik sinir uglarindan
katekolaminin salinimini uyarma, hiicre biiylime ve proliferasyonu gibi viicutta birden

fazla gorevi bulunmaktadir.™’

Gegmiste yapilan caligmalarda RAAS’in  ¢esitli
basamaklarda inhibisyonu oldugu ve bu inhibisyonun morbidite ve mortaliteyi azalttigi
gésterilmistir.158

2.6.1. Reninin Karacigerdeki Yeri

Yaklasik otuz yildir varligindan haberdar oldugumuz RAAS’1 sadece kan basinci
ve sivi-elektrolit dengesini diizenleyici bir endokrin sistem olarak biliyorken artik
giiniimiizde gelisen teknoloji ve molekiiler biyoloji sayesinde bu sistem hakkindaki
bilgilerimiz daha da artmis olup, RAAS’in sadece dolasimda bulunmakla kalmayip
lokal olarak organ sistemlerinde de bulundugu ve bu bdlgelerde otokrin/parakrin
fonksiyonlariin oldugu saptanrms‘urlsg'161

Dokulardaki renin seviyesi ve RAAS aktivitesi dolasima gore daha yiiksektir.**®
Yapilan bir ¢aligmada da plazma renin konsantrasyonunun karaciger fonksiyon
bozuklugu ile iliskisi oldugu gosterilmistir.'®® Renin anjjiyotensin aldosteron sisteminin
en Oonemli medyatorii olan Ag II’nin artmasi kronik karaciger hasarinda hepatik
inflamasyon ve fibrozisi artirir 163165 Ag II' nin karaciger fibrozisi patogenezinde 6nemli
bir molekiil oldugu bilinmektedir. 166, 167 Ayrica Ag Il vaskiiler yapilarda NADPH
oksidaz ve xanthine oxidase (XO) gibi serbest radikal onciilii enzimleri salar ve serbest
radikallerin dokudaki miktarmim artmasima sebep olur.*®® *° Ag 11, hepatik oksidatif

. 164, 1
stresi de artirir.t%% 18
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Son yillardaki ¢alismalar, Ang II sentezi disindaki enzimler, 6ncii bilesenler i¢in
yeni rollerin ve Ag II neslinin alternatif yollari, biyolojik yeni aktif peptidler, ek spesifik
reseptorler ve fonksiyonel lokal sistemlerin kesfedilmesi ile RAAS’in anlasilmasinda
degisimler sunmustur. Bir ¢alismada son iiriin olan Ang Il ile ADE ve Ang II'nin
biyolojik etkilerine aracilik eden ana efektor olarak anjiyotensin tip 1 reseptoriinden
olusan eksenden bahsedilmistir. Deneysel ve klinik caligmalar RAAS'!n karaciger
hastaliklarinin patogenezinde rol oynayabilecegini géstermistir.ﬂo

2.6.2. Renin Inhibitorleri

RAA sisteminin klinik olarak blokaji 1970’lerde anjiotensin doniistiiriicii enzim
inhibitorleri(ADE-I), 1990°1arda ise anjiotensin Il reseptdr blokorleri(ARB)’ler yoluyla
yapilmistir.  ADE-I, ARB ve diiiretiklerin prorenin, renin ve plazma renin
aktivitesi(PRA) diizeylerini artirdiklarindan RAAS etkilerinin baskilanmasinda renin-
anjiyotensin-aldosteron kaskadinin ilk basamagi olan renin inhibisyonunun RAAS’1n
blokajinda énemli bir alternatif olacag: diisiiniilmiistiir.**® ™ 172

1950’li yillardan beri ise RAAS’in ilk hiz belirleyici basamaginin renin
inhibisyonu oldugu bilinmesine ragmen biyoyararlanimi yiiksek ve klinik olarak etkili
olan bir direkt renin inhibitdrii liretimi teknik nedenlerden dolay1 cok uzun sﬁrmﬁstiir.l73

Yapilan arastirmalar siiresince Pepstatin, Norstatin, Difluorostatin, Cylostatin,
Enalkiren, CGP 38 560, Remikiren, Zankiren, Ciprokiren ve Terlakiren gibi bazi direkt
renin inhibitorleri kesfedilmeleriyle birlikte klinik olarak denenmislerdir.”**"® Fakat bu
renin inhibitorleri klinik olarak etkili olmadiklar1 i¢in yani; zayif antihipertansif etki,
diisiik oral biyoyararlanim ve kisa etki siiresi gibi olumsuz nedenlerden kullanima

girememislerdir."® Yine de intravendz uygulamada en giiclii Remikiren ile Enalkiren,

oral uygulamada ise en gii¢lii FK- 906, A- 74273, Zankiren’in oldugu goriilmiistiir.
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Daha sonra renin ile ilgili yapilan bir¢ok ¢alismanin sonucu olarak S3sp cebinin
kesfi ile renine diger direkt renin inhibitorlerine gore yliksek afinite ile baglanan
aliskiren ortaya c¢ikmistir.®™ Remikiren ve enalkiren gibi diger oral aktif renin
inhibitorlerine'® gore renine spesifikligi en fazla olan inhibitér aliskirendir.®* Son
birka¢ yildir yapilan arastirmalarda direk renin inhibitorii olarak Imarikiren kesfi
gergeklestirilmis olup kardioprotektif etkileri aliskiren ile karsllastlrllmlstlr.183

2.7. Aliskiren

Aliskiren; Hipertansiyon tedavisi i¢in 2007 yilinda amerikan gida ve ilag
dairesinden (FDA) onay almis ve piyasada kullanilmaya baslanmig direk renin
inhibitériidiir.*®* Aliskiren, molekiiler agirhig diisiik, suda iyi ¢6ziinen yani oral olarak
uygulanan antihipertansif bir ilagtir,*8% 185 186
2.7.1 Aliskirenin Farmakokinetigi
Aliskiren, (2S,4S,5S,7S)-5-amino-N-(2-karbomoil-2,2-dimetiletil)-4-hidroksi-7-

([4-metoksi-3-(3-metoksipropoksi)fenilJmetil)-8-metil-2-(propan-2-il)nonanamide

olarak adlandirilir.

O/“\V/A\O/CHa

CH,4
CHs
07 “NH,

187

Sekil 2.4. Aliskirenin kimyasal yapisi— ' (wikipedia)

41



Molekiiler agirligi 551.8 g/mol diir.*® Aliskirenin aktif formu hemifumarat tuz
seklidir.'®" 1 Aliskiren, RAAS’ni selektif olarak hiz kisitllayici ve giiclii bir direk renin
inhibitoriidiir.*®® Esansiyel olarak antihipertansif bir ila¢ olan aliskiren direk renin
inhibitortidir. Kanin PRK’nu diisiirerek RAAS’1 hiz kisitlayici basamakta negatif yonde
etkiler. Aliskiren saglikli insanlarda 40-640 mg arasi dozlarda kullanildiginda doza
bagl olarak PRA’nu azaltmaktadir. Aliskirenin maximum plazma konsantrasyonuna
oral emiliminden yaklasik olarak 3-6 saat sonra ulasir. Biyoyararlanim seviyesi
yaklasik %2-3, plazma yarilanma omrii ise 25-40 saat arasindadir. Plazmadaki kalici
sabit konsantrasyonuna yaklasik olarak 5-8 giin sonunda ulasir. Aliskirenin atilimi ise
metabolize olmayan ilaglar gibi safra atilim yolu ile saglanmaktadir. Oral olarak
kullanilan aliskiren’in %1’in den daha az1 idrarla atilir.**® Toplam oral doz miktarinin
yaklasik olarak %1.4’1i bagirsaktaki CYP 3A4 enzimi ile metabolize olmaktadir.'*

Yiiksek yag igerikli 6glinler maksimum konsantrasyon (Cmax) degerini %85’e
ve egri altindaki alan (EAA) degerini %70’e diisiirmektedir.'’! Konsantrasyonundan
bagimsiz bir sekilde aliskiren’in yaklagik olarak %47-51’1 insanlarda plazma proteinleri
tarafindan baglamr.188 Devam ettirilen ila¢ uygulamasinda, hastalarda aliskiren seviyesi
bobrekte plazmadakinden daha yiliksek goriiliir ve ilaca devam edilirse 3 hafta sonunda
bobrekteki seviyesi dlgiilebilirken plazmada bu miimkiin degildir.'*

2.7.2. Aliskirenin Endikasyonlar1 ve Yan Etkileri

Aliskiren, RAAS’1 hiz kisitlayic1 basamakta direk inhibe eden bir enzimdir.
RAAS'"m ilk molekiilii olan renin bobrek efferent arteriyollerinde bulunan glomerular
hiicrelerinden sentezlenmektedir. Renin sekretuar graniillerde depolanir ve ihtiyag
duyuldugu zamanlarda sistemik dolasima salinir. Dolasima verilen renin, karacigerden

sentez edilen anjiyotensinojenden Ag | meydana gelmesini saglar. Cogunlukla akciger
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ve bobrekte bulunan anjiyotensin doniistiiriicli enzim (ADE), Ag I'1 Ag 1I’ye hizli bir
sekilde dondstiiriir. Ag Il renin anjiyotesin sisteminin en etkin medyatoridiir.

Renin, viicutta kan basincindan sorumlu ve diizenleyici bir sistem olan RAAS
tizerinde biiylik bir role sahiptir. Bu enzim aspartik proteazlar ailesinin bir liyesidir ve
anjiyotensinojenden Ag I iiretimini saglamaktadir. Ag I kendi basina inaktif bir madde
omasma ragmen ADE sayesinde aktif hale gecerek Ag II’ye doniisiir.
Anjiyotensinojenin Ag I’e doniistiigii kisim ise sistemin hiz kisitlayici basamagini
olusturur. Boylelikle renin, kan basincinin diizenlenmesi noktasinda sistem iizerinde ¢ok

3

kritik bir rol almus olur.®  Aliskirenin %350 inhibiitdr klirensi (ICs0) saf insan renini

ve insan plazma renini icin 0.6 nmol/l dir.**®

Aliskiren saglikli insanlarda 40-640 mg
arast miktarlarda alindiginda doza baglh olarak Ag I, Ag Il ve plazma renin
seviyelerinde azalma gosterdigi belirtilmistir. Aliskiren, ARB’ ne goére PRA’nu daha
cok azaltmaktadir. Aliskiren’in hipertansiyon hastalarinda kullanilan 300mg/kg giinliik
dozu PRA’nu yaklasik %50-80 azalttig1 saptanmustir, !9 1%

Aliskiren plazmadaki renin, Ag | ve Ag II seviyelerini 48 saat igerisinde
azaltir.®® 1" Aliskirenin 80 mg ve daha fazla dozu iiriner aldosteron seviyesini
azaltirken, 640mg dozuyla sodyum ¢ikist %91 oraninda arttifi gozlemlenmistir.
Aliskireni valsartan ile kiyasladigimiz zaman dolagimdaki renin seviyesini de kuvvetli
sekilde diistirdiigi belirtilmistir. Ayrica iriner aldosteron salimimini da uzun vadede
azalttig1 ortaya glkarllmlstml%

Kan damar1 duvarlarinda bulunan reninin ¢ogu plazma kaynakhdlr.198 Yapilan
bir ¢alismada renin inhibit6rii olarak, ADE inhibitorii kullanilmis ve ¢alisma sonunda
damardaki Ag II baskilanmis*®® ve vaskiiler yapida iyilesme oldugu tespit edilmistir.’®

Ancak bu deneysel ¢alismada deneysel c¢alismada renin inhibisyonunda aliskiren

kullanilmadig1 i¢in aterogeneziste nasil bir etkiye sahip oldugu belirtilmemistir.
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Anjiyoddem, diare ve diger gastrointestinal semptomlar, basagrisi, bas donmesi,
oksiirtik, ciltte dokiintii ve kasinti, {irik asit seviyesinde artis, gut, bobrek tasi aliskirenin
yan etkilerindendir. Ayrica aliskiren diger inhibitorlerle (ARB ve ADE-I) birlikte
kullanildig1 zaman 6dem olusumu tehlikesi daha da artar.*®’

2.8.Serbest Radikaller

Bir ya da daha fazla paylasilmamis elektrona sahip, kisa Omiirlii, kararsiz ve
molekiill agirhigr disiik atom veya molekiiller serbest radikaller olarak
tanimlanmaktadir. Stabil molekiillerin dis orbitalinde birbirine aksi yonde donen
elektron ciftleri vardir. Serbest radikaller elektron ciftlemek icin diger molekiillerle

reaksiyona girme efg,ilimindedirler.20l

Bu elektron alma ihtiyaci, serbest radikalleri
oldukga reaktif bir hale getirir.202

Biyolojik sistemler i¢inde en ¢ok Onemsenmesi gercken serbest radikaller
oksijen kaynakli radikallerdir. Oksijen atomu, eslesmemis elektron ¢iftine sahiptir. Bu
nedenle kararsiz yapidaki molekiiller, oksijenin rediiklenmesiyle siiperoksit anyonu,
hidrojen peroksit, singlet oksijen ve hidroksil radikali gibi serbest oksijen radikallerini
olusturmaktadlr.zm’ 208

2.8.1. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest oksijen radikallerinin olusumu enflamasyon, radyasyon, yaslanma,
yiiksek oksijen basinci, ozon ve azot dioksit, kimyasallar ve ilaglar gibi uyaranlarin
etkisiyle artmaktadir. Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve
enzim gibi birgok dnemli bilesenlerine etki etmektedirler.

Membran Lipidlerine Etkileri (Lipid Peroksidasyonu): Lipidler serbest
radikallerin olumsuz etkilerine karsi en dayaniksiz biyomolekiillerdir. Biyolojik

sistemlerdeki kolesterol ve doymamis yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri ile

oksidasyonu, lipid peroksidasyonu olarak adlandirilaktadir. Lipid peroksidasyonu
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oldukga zararl1 bir zincir tepkimesidir. Olusan perksidasyon {iirtinleri direkt olarak hiicre
membran stabilizasyonunu ortadan kaldirarak, hiicre elemanlarina zarar verir.?%

Proteinlere Etkileri: Proteinler lipidlere oranla serbest radikallerden daha az
etkilenirler. Proteinlerin etkilenme diizeyleri i¢erdikleri amino asit kompozisyonuna
baglhidir. Doymamis halde bulunan ve silfiir igeren triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metiyonin ve sistein gibi amino asit i¢ceren proteinler ise serbest radikallerden
daha kolay etkilenmektedirler. Bu reaksiyonun sonucunda ise karbon merkezli
radikaller ve siilfiir radikalleri olusur. Bu serbest radikallerin istenmeyen reaksiyonlari
sonucu immiinoglobulin G ve alblimin gibi yapilarinda ¢ok fazla disiilfid bagi
bulunduran proteinlerin tersiyer yapilari bozulur ve normal fonksiyonlarini yerine
getiremezler,2%>2%

Niikleik Asit ve DNA’ya Etkileri: insan DNA’sinm biitiinliigii farkli DNA
hasarlarina yol agan ultraviyole, X-1sinlar1, kimyasal bilesikler gibi ¢evresel faktorlerin
etkisiyle ve aym1 zamanda hiicresel metabolizmanin yan {riinii olarak ac¢iga c¢ikan
serbest radikaller gibi endojen ajanlar da DNA’da farkli mekanizmalar ile; baz ve
sekerde lezyonlara, tek ve ¢ift zincir kirllmalarina, abazik bolgelere, DNA-protein
capraz baglanmasi gibi bir takim modifikasyonlara yol agar.?%%?" Sitotoksite biiyiik
oranda, niikleik asit baz modifikasyonundan dogan kromozom degisikliklerine veya
DNA’daki diger problemlere bag11d1r.206' 214

DNA hasarinin en ciddisi serbest oksijen radikalleri ile indiiklenen hiicresel
modifikasyonlarin oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle iyonize edici radyasyonla olusan
hidrojen peroksit gibi serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicre disfonksiyonuna ve
hatta hiicre Sliimiine yol agarbilirler.”*> #° Serbest oksijen radikellerinden dolay:
DNA’nin oksidatif hasar1 sonucu yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, immiin

sistem hastaliklar1, dejeneratif hastaliklar gibi gesitli hastaliklar gériilebilir.?*" 2!
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Karbohidratlara Etkileri: Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle ¢esitli
tirtinler olusur ve bu friinler, ¢esitli patolojik siire¢lerde dnemli rol oynarlar. Serbest
radikaller, monosakkaritlerin oto oksidasyona ugramasmna neden olarak hidrojen
peroksit, peroksitler ve okzalaldehitlerin olusumuna yol agarlar. Bunlar 6zellikle
diabetin patogenezinde rol alirlar. Yine hidroksil gibi serbest radikaller, karbonhidratlar
ile tepkimeye girer ve karbon atomlarinin birinden bir hidrojen atomu ¢ikararak karbon
merkezli radikal olustururlar. Bu raadikaller hyaluronik asit gibi 6nemli molekiillerde
zincir kirilmalarma neden olur.?® Goziin vitroz hiimériinde bol miktarda bulunan
hiyaliironik asitin oksidatif hasar1 sonucu katarakt olusmasi da buna bir Ornektir.
Okzalaldehitler; DNA, ribo niikleik asit (RNA) ve proteinlere baglanarak aralarinda
capraz baglar olusturabilme ozellikleri sayesinde antimitotik etkiye sahiptirler. Bu
sebepten kanser ve yaslanma olaylarinda da 6nemli rol oynarlar.ZOG‘ 207

2.9. Oksidatif Stress

Canli organizmalarda serbest radikallerin olusumu ile bunlarin ortadan
kaldirilmas1 daimi olarak denge halindedir. Organimanin antioksidan savunma sistemi
ile serbest radikaller arasindaki bu dengenin serbest radikaller lehine kaymasi durumuna
oksidatif stres adi verilmektedir.?®’ Oksidatif denge dedigimiz bu durum devam
ettirilebildigi stirece serbest radikaller viicutta herhangi bir patolojik problem
olusturmamaktadir.

Fakat serbest radikallerin olusum hizinda artis veya ortadan kaldirilma hizinda
bir azalma durumunda °‘oksidatif stres’ olarak ifade edilen siire¢ goriilmekte ve bu

durum doku hasartyla noktalanmaktadir.?*

Oksidatif stres, hiicre membrani ve 6nemli
bilesenlerinin degisimi ile sonuglanan lipidlerin ve diger makromolekiillerin oksidatif
tahribatlyla222 hiicre nekrozu ve Oliimiine, bdylelikle de doku hasar1 ve kronik

hastaliklara yol agmaktadir.”* #*
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2.10. Antioksidanlar

Serbest radikallerin hem olusumunu engellemek hem de zararh etkilerini yok
etmek i¢in organizma bir¢ok savunma sistemi gelistirmistir. Canli organizmanin
gelistirdigi bu sistemler antioksidan savunma sistemleri, bu sistemde kullanilan
molekiiller ise antioksidanlar olarak adlandirilmaktadir. Antioksidanlar, direkt ya da
dolayli bir sekilde ksenobiyotiklerin, ilaglarin, karsinojenlerin ve toksik radikal

reaksiyonlarin negatif etkilerine kars1 hiicreleri koruyan maddelerdir.?? 22

Antioksidanlarin etkileri dort farkli sekilde olur:?2" %%

1) Toplayicr Etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya
daha zayif yeni molekiile ¢evirme etkisidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal
mukus ve kii¢iitk molekiiller bu tipte etki gostermektedirler.

2) Bastiria1 Etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme etkisidir. Vitaminler,
flavanoidler bu tarz bir etki olustururlar.

3) Zincir Kirie1 Etki: Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarini engelleyici etki zincir etkisidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve
mineraller zincir kiric1 etkiye sahiptirler.

4) Onara Etki: Serbest radikallerin neden oldugu hasarin onarilmasi

etkisidir.??°
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Serbest radikallere karsi islev yapan antioksidan gruplar ve ozellikleri sekil

2.5.”de gosterilmektedir.

Onleyici Antioksidanlar

1

Siiperoksit Dismutaz

Glutatyon Peroksidaz

Metallerle Kompleks
Yapici Proteinler

|

Radikal
olusumunu
onleyerek

: l Serbest
Baslatict) =™ | Radikal

Radikal Yakalayici

Antioksidanlar

l

1

C vitamini
Urat
Albumin

E vitamini
Ubikinol
Karotenoidler

Flavonoidler

I

Zincir Zincirin
baslamasimi | [ilerlemesini / zincir
onleyerek sonunu bozarak
l Lipi d l Z!DC 1
— |Radikali | Oksidasyonu

Onarici / Yenileyici
Antioksidanlar

1

Lipaz
Proteaz
DNA Onaric1
Enzimler
Transferazlar

1

Zarar1 onararak dokulan
yeniden diizenleyerek

| l

—— |Zarar |/ Hastalik

Sekil 2.5. Antioksidanlarin serbest radikallere karsi etkileri®

Antioksidanlar endojen ve ekzojen kaynakli olarak ikiye ayrilmakla beraber

enzim ve enzim olmayanlar seklinde gruplandirilabilmektedir.
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Antioksidanlar

/

Dogal antioksidanlar

/

Enzimatik

SOD

Katalaz

Glutatyon peroksidaz
Glutatyon rediiktaz

Glutatyon-S-transferaz

.

T~

Sentetik antioksidanlar

Enzimatik olmavan

/

Endojen
Glutatyon
Seriiloplazmin
Bilirubin
Ferritin
Laktoferrin
Urik asit
Haptoglobinler
Albumin

~

Eksojen
E Vitamini

B-Karoten
Askorbik Asit

Flavonoidler

BHT, BHA,
Troloks ve ¢esitli
selat olusturucu
sentetik maddeler

Sekil 2.6. Antioksidanlarin siniflandiriimasi?®
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2.10.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Bu enzim, serbest radikallerden siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii katalize eden enzimdir. Hemen hemen tiim canlilarda bulunan ve
siiperoksit gibi oldukca reaktif bir radikalin etkisini ortadan kaldiran siiperoksit
dismutaz (SOD)’un, canlilarda 6nemli roller tistlendigi ve yasamsal etkiye sahip oldugu
diisiiniilmektedir.** Oksijen kullanimi yiiksek olan dokularda SOD aktivitesi fazladir,
ancak ckstraselliiler sivilarda SOD aktivitesi ¢ok diisl'iktiir.233‘ 2% SOD aktivitesi yas
ilerledik¢e artar. Bu enzim fagositelenmis bakterilerin hiicreler arasi oldiiriilme
noktasinda da gorev alir.”® SOD hemen hemen biitiin canhlarda bulunmaktadir.
SOD’un tiim gesitleri siiperoksitin dismutasyon etkilesimini katalizleyebilmektedir.?
SOD ile katalize edilen tepkime sonucu olusan hidrojen peroksit, oksijenin toksik

tiirlerindendir ve katalaz sayesinde birikmesi engellenmektedir.?®’

Bundan dolay1
serbest radikallerin neden oldugu yikici etkinin engellenmesinde, SOD ve katalaz
enzimlerinin birlikte incelenmesi gerektigi diistiniilmektedir.

2.10.2. Glutatyon(GSH)

Glutatyon (GSH) bir tripeptit olup karaciger dokusunda genetik bilgi
gerekmeksizin glisin, sistein ve glutamat amino asitlerden sentezlenebilmektedir. GSH
oldukca degerli bir antioksidandir, serbest radikaller ve peroksitlerle girmis oldugu
tepkime sonucu hiicreleri oksidatif strese karsi korumaktadir. Hemoglobinin
oksitlenerek methemoglobine doniismesini engellenmede gorevlidir. Soyle ki; GSH,
GPx enzimi Kkatalizorliigiinde hidrojen peroksit ve organik peroksitlerle tepkimeye
girerek antioksidan etki sergiler ve hidrojjen peroksiti alyuvarlardan uzaklagtirmis olur.
Hidrojen peroksit birikimi hemoglobinin methemoglobine oksidasyonunun hizini artirip

alyuvarlarin yasama siiresini azaltabildigi i¢in bu reaksiyon olduk¢a 6nemlidir. Bunun

yant sira alyuvarlarda hemoglobinin methemoglobine otooksidasyonu ile siiperoksit
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olusurken diger dokularda ise bu CYP450 rediiktaz ve XO gibi enzimlerle olugur.”®® 2*°

GSH, proteinlerdeki siilfhidril (-SH) gruplarini1 rediiktelenmis halde tutup bu gruplari
oksidatif hasara karsi korur, bu sekilde islevsel proteinlerin ve enzimlerin inaktive
olmasina engel olur.?%?

GSH yabanci bilesiklerin detoksifikasyon ve amino asitlerin membranlardan
transportu gorevlerini de yerine getirmektedir. Ayrica GSH, eritrositler, 10kositler ve

g0z lensini oksidatif hasara kars1 korumada hayati 6nem tagir. >

2.10.3. Malondialdehit(MDA)

Malondialdehit (MDA) ii¢ veya daha fazla ¢ift baga sahip yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucunda ag¢iga ¢ikan ana iriindiir. MDA kanda ve idrarda ortaya
cikar, yikim iriinlerinin hemen hemen yarisint MDA olusturdugu icin biyolojik
materyalde lipid peroksit seviyelerinin 6l¢iimiinde 6nemli bir indikator olarak kabul
edilir.?® 2" Lipid peroksidasyonu sonucu olarak agiga ¢ikan MDA, DNA ve

proteinlerin hasarma yol agmaktadir.?*?

2.11. Biyokimyasal Parametreler

2.11.1. Aspartat Aminotransferaz (AST, SGOT)

AST, aspartat aminotransferaz veya serum gliitamik oksalasetik transaminaz
(SGOT) olarak bildigimiz organa spesifik olmayan bir enzimdir. Bu enzim
hepatositlerde, kalp kasinda, iskelet kaslarinda, plasentada ve bdbrek dokusunda
bulunmaktadir.”*® Bu dokularda gelisen nekroz nedeniyle serum AST yogunlugunda
artis goriilmektedir. Hepatositlerin igindeki aspartat aminotransferazin %60-801
mitokondri i¢indeyken kalan %20-30’u ¢6ziiniir formda sitoplazma igindedir. AST’ nin
sitozolik (AST1) ve mitokondrial (AST2) iki izoenziminin ¢ok sayida formlari
bulunmaktadir.”®  AST’nin mitokondriyel seklinde salinimi i¢in  membran

gecirgenliginde farkliliklara yol agan hasardan daha siddetli bir bozukluk olmasi
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gerekir. Bunun sonucunda AST aktivasyonu artisi, alanin aminotransferazin artisindan
daha ge¢ meydana gelir. AST miktarindaki artis ¢ok sik goriilen hepatoseliiler
hastaliklarda gdzlemlenir.?* 2 AST, L-aspartat ve alfa-ketoglutarat’n oksaloasetat ve
glutamata transaminasyonunun katalizasyonunu saglar. B6 vitaminin aktif metaboliti
olan Piridoksal 5’-fosfat, AST’ ye siki bir sekilde baglanan bir kofaktor olup ve enzim
aktivasyonu igin gereklidir. B6 vitamini alimi yetersizligi AST enziminin aktivitesinde

246

azalmaya neden olmaktadir.”” AST pek ¢ok yumusak dokuda bulundugu igin (iskelet

kaslari, kalp kasi ve karacigerde yiiksek konsantrasyonda; eritrositler ve bobreklerde
daha az) serum aktivitesindeki artis yumusak doku hasarinin bir gostergesi olmustur.?*
Ancak dedigimiz gibi organa spesifik bir enzim degildir ve tiim hayvanlarda yumusak
doku nekrozunun nonspesifik bir indikatériidiir.2*’

2.11.2. Alanin Aminotransferaz (ALT, SGPT)

ALT; Alanin aminotransferaz veya serum gliitamik piriivik asit transaminaz
(SGPT) olarak da bildigimiz sitoplazmik bir enzimdir. Yiyeceklerin enerjiye
doniistiiriilmesinde ve metabolizmada 6nemli rollleri bulunmaktadir. Bobrekler, kaslar,
kalp ve pankreas gibi organlarda daha az miktarlarda bulunan ALT, en yiiksek
miktarlarda karacigerde bulundugundan karaciger hasarinin daha spesifik bir
géstergesidir.248’ 29 ALT transferazlar grubu iginde yer alip albumin metabolizmasinda
AST’yle beraber calisir. Alanin aminotransferaz, sitoplazmada L-alanin ve o-
ketoglutarat’in piruvat ve glutamata geri doniisiimlii transferinin katalizasyonunu
gerceklestirir. Piridoksal 5’-fosfat, ALT ve bir¢ok aminotransferazlara sikica baglanan
bir kofaktor olup, AST’de de oldugu iizere B6 vitamini yetersizligi enzim aktivitesinde
azalmaya neden olmaktadir. Serum ve spinal sivida ALT aktivasyonu bulunmasina
ragmen, ¢ok az renal spesifik aktivitesinden dolay1 idrarda ALT aktivitesi yoktur. AST

ve ALT’nin serumda artmig olan aktiviteleri genelde Kklinik pratikte ve saglik
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muayenelerinde karaciger hastaliklarinin kantitatif gostergesi olarak kullanilmaktadir.
Karaciger hiicre zar1 gecirgenliginin hasar1 sonucunda hiicre digina salinimi artar. Serum
alanin aminotransferaz konsantrasyonunun yiiksekligi hepatoseliiler hasarin ¢ok fazla
oldugunun gostergesidir. Bu hasarlar asir1 alkol alimi1 ve hepatitis viriisiine baglh
enfeksiyon olmadan rastlanan alkolik olmayan Kkaraciger yaglanmasinin
tamimlanmasinda  olduk¢a  dikkate degerdir. Diyabet hastalarinda  serum
aminotransferazlarinin artis1 siklikla gériilmekte ve bu durum genellikle karacigere yag
infiltrasyonundan kaynaklanmaktadir. Diyabette serum glukoz yogunlugunu; aspartat
aminotransferaz aktivasyonuyla beraber serum alanin aminotransferaz seviyelerinde de
biiyiikk ol¢iide artis gé')stermektedir.ZSO Obezitede de serum aminotransferazlarinin
ozellikle de ALT aktivitesinin artis gosterdigi bilinmektedir.*

2.12. Molekiiler Parametreler

2.12.1. Tiimor Nekrozis Faktor-Alfa (TNF-a)

Kupfter hiicreleri karacigerin makrofajlaridir ve karaciger siniizoidlerinde farkli
sekil ve yerlesimde bulunabilirler.?*? Kupffer hiicreleri biiyiik endotoksinleri elimine
edebilmektedirler. Endotoksinler kismi hepatektomi sonrasi kupffer hiicrelerinin
aktivasyonunu saglayarak sistemik komplikasyonlarin gelismesinde 6nemli rol alirlar.
Aktif hale gelen bu kupffer hiicreleri TNF-o, Interlokin (IL)-1p, IL-6 ve IL-8 gibi
proinflamatuar sitokinlerin salimimini baslatirlar. Bu sitokinler sistemik inflamatuar
cevabin olusumuna ve plateletler, endotelyal hiicreler, monositler, makrofajlar ve
polimorfoniikleer hiicrelerin aktivasyonuna neden olurlar. TNF-a ise gelisen bu akut
enflamatuar yanitin temel mediatoriidiir ve kasektin olarak da bilinir. Lokalize kan
pihtilagsmasini indiikleyip timor Oldiiriicti aktivite sergileyerek viicutta dolasir. Laskin
ve arkadaslar1 caligmalarinda parasetamol hepatotoksisitesinde kupffer hiicrelerinin

roliinii gostermek icin On tedavi olarak ratlarda kupffer hiicrelerinin fonksiyonlarim
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gadolinium chlorid ve dextran siilfat ile baskiladiklarinda parasetamoliin toksik
etkilerinin ¢ok az ortaya ¢iktigini ortaya koydular.95 Blazka M.E. ve arkadaglar ise
TNF-o’nin parasetamolle indiiklenen hasara karsi bir yanit olarak iiretildigini ve selektif
noétralizasyonunun parasetamol intoksikasyonuna karsi olusan hepatik patofizyolojik
cevabr degistirebilecegini gdstermislerdir.”>® Sistemik ve lokal etkilere sahip TNF-a

yiiksek miktarlarda tiretilir ve serumda (biyokimyasal), molekiiler olarak 6l¢iilebilir.
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3. MATERYAL VE METOT

Calismamiz Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali
Molekiiler Farmakoloji Arastirma Laboratuvari, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1
Histoloji Laboratuvari, Patoloji Anabilim Dali, Immiinohistokimya Laboratuvarinda
gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu calismamizda Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi(ATADEM)’ nde bulunan deneysel hayvan laboratuvarindan alinan toplamda
30 adet, agirliklar1 200-210 gram arasinda degisen Albino Wistar cinsi olan disi siganlar
tizerinde uygulamalar yapildi. Deneyimiz boyunca, ratlara yeterli miktarda su (ad
libitum) ve pellet yem verildi. Siganlar deneyden 6nce gruplara ayrilarak laboratuvar
ortamimda normal sartlar altinda 22 °C’ de barmma ve beslenmeleri saglandi.
Calismalarimizin biitiin asamalarinin Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Bagkanliginin 04.06.2013 tarihine ait 36643897-13 say1l1 yazisi ile etik kurallara
uygun olduguna iliskin onay alinmistir.

3.1.2. Kullanilan flaclar

Parasetamol: Calismada, 2 ml 1X’lik PBS (Fosfat Tampon Cozeltisi) iginde %
1’lik CMC (Sodyum Karboksi Metil Seliiloz) ile 2 g parasetamol ¢oziilerek, hafif
sicaklikta karistirilarak hazirlandi. (Parasetamol, Doga Ilagc Hammadde Ltd. sirketi,
Istanbul) Gavaj yardimiyla oral yoldan verildi.

Aliskiren: Calismada, 1 ml % 0.9’ luk NaCl ¢ozeltisinde hazirlanan, 50-100
mg/kg aliskiren (Rasilez, 150 mg tablet) gavaj araciligiyla oral olarak uygulandi.

Tiopental Sodyum (IE ULAGAY): Calismada intraperitonal yoldan 6tenazi

icin 50 mg/kg olarak uygulandi.
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3.1.3. Kullanilan Malzeme ve Makinalar

Cihazlar

Chemwell

ELISA Okuyucu
Mikroplate Yikayict
Santrifiij (Sogutmali)
pH Metre

Manyetik Mixer
Doku Homojenizatorii
Hassas Terazi

Etiv

Mixer

Buzdolabi (-86 C)

Derin Dondurucu

Otomatik Multikanal Pipet

Pipet Seti

3.2. Metot

3.2.1. Deney Plami

Modeli ve Firmasi

Awareness Technology, ABD

Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek, ABD
Stat Fax 2600 Microplate Washer, ABD
Hettich Zentrifugen 320R, Almanya
SCHOTT Instruments Lab 850, Almanya
Wisd WiseStir MSH-20A, Almanya
Tissue Lyser Il Qiagen, Almanya
Shimadzu ATX224, ABD

Memmert WNB 7-45, Almanya

IKA- MS 3 basic, ABD

Nuaire NU-9483E, ABD

Vestel BZP-X1.3402W, Tiirkiye
Eppendorf Research Pro (20-300u)

Eppendorf Research Plus

Calisma igin, uygulama yapilacak olan 4 grup ve bir kontrol grubu olmak {izere

toplamda 5 grup olusturuldu. Ayri ayr1 her bir grup i¢in 6 adet olacak sekilde toplamda

30 adet sigan lzerinde calismalar yapildi. Deney plani, Tablo 3.1.'de verilmistir.

Deneyden onceki 24 saat igin biitiin ratlarin a¢ligi saglandi.
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Ag brraklan ratlar asagidaki gruplarda agiklamasi yapilan deney prensiplerine
tabi tutuldu:

Grup I: Saglikli grup. 2 ml 1X PBS (%1°’lik CMC igeren), oral gavaj araciligi
ile P.O. olarak uygulandi.

Grup IlI: 2 g/kg dozunda 2 ml 1X PBS (%1’lik CMC igeren)’de hazirlanan
parasetamol soliisyonu, oral gavaj yardimi ile P.O. olarak uygulandi.

Grup Il1: 100 mg/kg Aliskiren oral yoldan verildi(Iml’lik %0.9 luk NaCl
¢oOzeltisinde)

Grup 1V: 50 mg/kg Aliskiren P.O. uygulandiktan 1 saat sonra 2g/kg dozunda
2ml parasetamol soliisyonu, gavaj yardimiyla P.O. olarak uygulandi.

Grup V: 100 mg/kg Aliskiren P.O. uygulandiktan 1 saat sonra 2g/kg dozunda 2
ml parasetamol soliisyonu, gavaj yardimiyla P.O. olarak uygulandi.

Calismada wuygulanan biitlin parasetamol dozlari, 1ilgili literatiire gore
belirlenmistir.”* *° Parasetamol uygulamasinin {izerinden 4 saat gectikten sonra biitiin
gruplardaki hayvanlara deney sonlanincaya dek, yeterli miktarda su(ad libitum) ve
pellet yem verildi. 2 g/kg parasetamoliin oral yoldan uygulanmasinin {izerinden 24 saat

gectikten sonra karaciger toksisitesi olusturuldu.

Tablo 3.1. Deney Plant

Gruplar Hayvan Sayisi Tedavi
| 6 Saglikli (2 ml PBS)
] 6 Parasetamol (2g/kg)
I 6 Aliskiren (100 mg/kg)
v 6 Parasetamol (2 g/kg) + Aliskiren (50 mg/kg)
\Y/ 6 Parasetamol (2 g/kg) + Aliskiren (100 mg/kg)

56



Parasetamol verilmesinin ardindan 24 saat gegince ¢alismadaki biitiin ratlara asiri
dozda tiopental (50 mg/kg) uygulanarak Gtenazi saglandi ve deney bitirildi. Her bir
gruptaki ratlardan karacigerleri ve kan numuneleri alindi. Alinan karacigerin bir kismi
biyokimyasal ve molekiiler analiz i¢in ayrild1 ve fosfat tamponuna konuldu. Karacigerin
geri kalan kismu ise, histolojik analizler igin %4'liik nétral form aldehit ¢ozeltisi igine
alinarak tespit edildi. Alinan kanlarin santrifiijii saglanarak serumlar1 elde edildi ve
serumlar -80 °C buzdolabinda saklandu.

3.2.2. Histolojik Calismalar

Calismamiz, A. U. Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Histoloji Laboratuvari, Patoloji Anabilim Dali, immiinohistokimya Laboratuvarinda
gerceklestirildi.

3.2.2.1. Parafin Kesitlerde Konvansiyonel Isik Mikroskop

Tim gruplardaki sicanlardan alinan karaciger dokularina kod numaralari
verilerek i¢inde %4 liikk formaldehit iceren siselere birakildi. Ardindan asagida belirtilen
sirasi ile doku takip iglemlerine gegildi.

1. Akarsuda yikama (giin boyu)

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

3. %80’lik Alkolde 1 saat bekletme

4. %96’lik Alkolde 1 saat bekletme

5. 9%96’lik Alkolde 1 saat bekletme

6. %100’liik Alkolde 1 saat bekletme

7. %100’liik Alkolde 1 saat bekletme

8. Ksilende (Merck)®10 dakika bekletme

9. Ksilende 10 dakika bekletme

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

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

Dokular parafin bloklarina gémiilerek kesit alma islemlerine uygun hale getirildi.
Parafin bloklarindan mikrotom (Leica RM2125RT) yardimi ile 5 pum’lik kesitler
camdan lamlar istiine alindiktan sonra asagida siralanan islemlere tabi tutularak
boyama islemi gerceklestirildi.

1. Ksilolde (20 dk.) bekletme

2. Ksilolde (10 dk.) bekletme

3. Iki farkl1 % 96’lik Alkol serisinde (5 dk.) bekletme
4. %80’1lik Alkol (10 dk.) bekletme

5. Cesme suyu altinda yikama

6. Hemotoksilen boyasinda (1 dk.) bekletme

7. Asit-Alkol karisimi igine batirip ¢ikarma

8. Eozin soliisyonu iginde (1 dk.) bekletme

9. Suda (1 dk.) ytkama

10. %80’lik Alkol iginde (10 dk.) bekletme

11. iki farkl1 %96°lik Alkol serisinde (10 dk.) bekletme

12. Ksilol serilerinde (20 dk.) bekletme

13. Entellan ile kapatma iglemi gergeklestirildi.

Degerlendirmelere uygun bir hale getirilen kesitler, Olympus BH 40 marka
kamera atagmanli 151k mikroskobu altinda incelenerek ¢aligmadaki her bir gruba ait

fotograflar alindi.
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3.2.3. iImmiinohistokimyasal Cahsmalar
3.2.3.1. Parafin Kesitlerde Immiinohistokimyasal Isik Mikroskop
Konvansiyonel 1s1tk mikroskobik inceleme ig¢in parafine gomiilen dokulardan
yine mikrotom (Leica RM2125RT) cihazi ile 5um halindeki kesitler poli-lizinli cam
lamlarin tizerine alindiktan sonra asagida siralanan islemlere tabi tutularak TNF
receptor 1 antibody boyama islemi gerceklestirildi.
1. 48 °C’lik etiivde 1 gece bekletildi.
2. 3 degisik ksilolde 5 er dakika bekletldi.
3. Sirasiyla, absolute, %96 ve % 80’lik alkolde 5 er dakika bekletildi.
4. Distile suda 5 dakika yikandi.
5. pH=6 sitrat buffer soliisyonu ile mikro dalga firinda 5*3 (15 dakika) antijen
retrieval islemi yapildi.
6. 20 dakika oda 1sisinda bekletildi.
7. 5 dakika PBS de yikandi.
8. 15 dakika %3 liik hidrojen peroksidazda bekletildi.
9. 5dakika PBS de yikandi.
10. TNF-a soliisyonunda 60 dakika bekletildi.
11. 5 dakika PBS de yikandi.
12. Converter-POD soliisyonunda 30 dakika yikandi.
13. 5 dakika PBS de yikandi.
14. DAB-Kromojen de 7 dakika bekletildi.
15. Distile suda iyice yikandi.
16. Harris hematoksilende 10 saniye zit boyama yapildi.

17. Su bazli kapatma soliisyonu ile kapatildi.
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Degerlendirmelere uygun bir hale getirilen kesitler, Olympus BH 40 marka
kamera atagmanli 151k mikroskobu altinda incelenerek ¢alismadaki her bir gruba ait
fotograflar ¢ekildi.

3.2.4. Biyokimyasal Calismalar

3.2.4.1. Karaciger Dokusu Uzerinde Yapilan Analiz Islemleri

Biiyiikolgekli analiz islemlerinden sonra, deney hayvanlarina ait karaciger doku
ornekleri -80°C’de muhafaza edildi. 100 mg’lik rat karaciger dokularinin
homojenizasyonu islemi spesifik homojenat tampon soliisyonunda (uygun bufferda)
buz iizerinde Tissue Lyser sayesinde gerceklestirildi. Sonrasinda ise Kitte belirtilen
yaptirimlar tizerinden gidilerek doku santrifiijii saglandi. Biyokimyasal analizler igin
her bir rat serumundaki SOD aktivitesi, MDA ve GSH miktarlarinin 6l¢imiic manuel
yontemlerle yapildi. Ayrica spesifik buffer ile homojenizasyonu saglanmis biitiin
karaciger serumlarinda tiim veriler her mg protein igin 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).

SOD Standartlar:

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivite tayini

Reaktif Maddeler: Assay buffer (50 mM Tris-HCIl, pH:0.8, 0.1 mM
diethylenetriaminepentaacetic acit (DTPA)), Sample Buffer (50 mM Tris-HCI, pH:
0.8), Radical Detector (Tetrazolium tuzu), Sod Standart (Bovine eritrosit SOD
(Cu/Zn)), Xanthine Oxidase.

Deneyin prensibi: CAYMAN’n Siiperoksit Dismutaz Assay kiti ile caligildu.
Bu metotta, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile aciga ¢ikan siiperoksit radikalleri

Tetrazolium'u indirgemesini saglayarak renkli formazon olusturur. Bu kompleks 460
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nm'de en yiiksek absorbansi verir. SOD’un bulunmadigi ortamda gergeklesen

indirgenme mavi-mor renk olusturmaktadir. Ortamda enzim bulundugunda ise

Tetrazolium indirgenmesi tam olmayilp enzim miktar ve aktivitesine gore agik renk

olusmakta, boylece aktivite hesaplanabilmektedir.

Deneyin yapihisi:

Doku homojenizasyonu;

1. Dokular kirmizi kan hiicresi ve kan pihtilarin1 uzaklastirmak i¢in PBS ile

yikanip, siv1 azot i¢inde dokularimiz homejenizasyon islemine tabi tutuldu,
70 mM siikroz, 210 mM mannitol ve 1mM etilen glikol-bis tetraasetik asit
(EGTA) igeren pH’1 7.2 olan doku basina 1 ml soguk HEPES buffer ile ultra
turrax homojenizatorde buz akiisii izerinde 1 dakika kadar homojenizasyonu
saglandi,

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

4°C 1,500x g’de 5 dK siiresince santrifiij islemi gergeklestirildi,

Serum kisminda 6l¢tim yapildi.

Calisma prosediirii:

1.

2.

Caligmada 96 kuyucuklu plate kullanildi,

Tiim kuyucuklara 6l¢iim karisimidan 200’er pl ilave edildi,

Standartlar hazirlanarak 50 pl standartlar sirasina eklendi,

Numune ¢6zeltilerinden uygun kuyucuklara 50’ser ul ilave edildi,

Kor kuyucuguna 50 pl homojenat tamponu koyuldu,

Oda sicakliginda herbir kuyucuga 5’er pl xantin oksidaz ilave edildi,

Ik kuyucuga XO ekleme isleminin iizerinden 20 dakika gectikten sonra

560 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapildi.
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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 once hazirlanmis olan SOD stok soliisyonu
ile olusturulan standart grafikten yararlanilarak 6l¢iim hesabi1 yapildi. Numunelerin
SOD aktivitesi, U/mg protein seklinde ifade edildi. Her bir doku faktoriiniin etkisi 2 kez
tekrar yapilarak tespit edildi. Egrinin denklemi y = - 0,000617x + 0,561 ve R? degeri ise
0,986 olarak bulundu.

Total Glutatyon (GSSG/GSH) tayini

Reaktif Maddeler; Glutatione reductase, Chromogen, Assay buffer,

Metaphosphoric asid, Glutathione disulfide, NADPH.

GSH Standartlar:

Deneyin prensibi: Sedlak ve arkadaglarinin gelistirmis olduklar1 yontem dikkate
alinarak yapildi. Olgiim ortamindaki DTNB 5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) disiilfit
bir kromojen olup ve siilthidril gruplu bilesikler tarafindan kolay bir bigimde indirgenir.
Ortaya ¢ikan sar1 renk 412 nm spektrofotometrik olarak 6l¢iimii yapilabilir.

Deneyin yapilisi:

Doku homojenizasyonu;

1. Dokular kirmiz1 kan hiicresi ve pithtilarin1 uzaklagtirmak i¢in PBS ile yikama

yapildi,

2. 0.1 g doku tizerine 4.5 ml homojenat tamponu eklenerek homojenizasyonu

sagland,

3. Homojenatlar, 12000 g 4 °C'de 10 dakika boyunca santrifiij edilip ve

serumlar GSH seviyesinin tespiti i¢in kullanildi.
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Calisma prosediirii:

1. Calismada 96 kuyucuklu plate kullanildi,

2. Olgiim tamponundan her bir kuyucuga 150’ser ul eklendi,

3. DTNB’den her bir kuyucuga 10’ar pl eklendi,

4. Orneklerden 50’ser ul uygun kuyulara eklendi ve kisaca vortekslendi,

5. Standartlar uygun kuyucuklara 50’ser ul eklendi,

6. Kor kuyucuguna 50 pul homojenat tamponu eklendi,

7. 37 °C’de 30 dakikalik inkiibasyona birakildi ve

8. 412 nm dalga boyunda absorbans okundu.

GSH miktarimin hesaplanmasi: Olusan sar1 renk miktarlart 412 nm’de 96’lik
well platede okunup, seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak daha 6nce hazirlanmis olan
GSH stok soliisyonu ile olusturulan standart grafikten faydalanilarak ol¢iim hesabi
yapildi. Serum GSH seviyesi, nmol/mg protein seklinde ifade edildi. Her bir doku
faktoriiniin etkisi 2 kez tekrar yapilarak tespit edildi. Egrinin denklemi y = 1,67x +
0,581 ve R2 degeri ise 0,983 olarak bulundu.

Malondialdehit (MDA) 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)
MDA Standartlar

Deneyin prensibi: Cellbiolabs’in oxiselect MDA quantitation kiti uygulama
basamaklarina gore calisildi. Asidik ortamdaki tiyobarbitiirik asit ile 90-95 °C’de
tepkimeye giren MDA, pembe renkli kromojen olusturur. 15 dakikalik kaynatma islemi
sonrasinda hizla sogutulan 6rneklerin absorbanslar1 532 nm’de spektrofotometrik agidan

okunabilir.
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Deneyin yapilisi:

Doku homojenizasyonu;

1.

Dokularin homojenizasyon oncesinde sivi azot altinda PBS ile yikamasi
yapildi,

S1v1 azot ile parga parca olan 6rnekler 100 mg olacak sekilde tartimi yapildi,
0.1 g doku iizerine 1 ml homojenat tamponu eklenerek tissue lyser ile

homojenizasyonu saglandi.

Calisma prosediirii:

1.

2.

8.

9.

Calismada 96 kuyucuklu plate kullanildi,

Tiim kuyucuklara 10ul SDS, 75 pl asetik asit, 75 ul TBA ve 20 pl saf su
eklendi,

Numune kuyularina 20’ser pl uygun numunelerden eklendji,

Kor kuyusuna 20 pl homojenat tampon soliisyonu koyuldu,

Standartlar uygun kuyucuklara 20’ser pl eklendi,

Pipetleme isleminden sonra plate, 105 °C’de 90 dakika inkiibe edildi,
Inkiibasyon sonunda plate, 4000 rpm de, 4 °C’de, 15 dakika boyunca
santrifiij edildi,

Serum MDA ¢ozeltisi olarak kullanilds,

532 nm dalga boyunda absorbans okundu.

MDA miktarimin hesaplanmasi: Meydana gelen pembe renk miktarlart 532

nm’de 96’lik well platede okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak Oncesinde

hazirlanmigs olan MDA stok soliisyonu ile olusturulan standart grafiginden

faydalanilarak 6lciim hesabi yapildi. Orneklerin MDA miktarlari, nmol/mg protein

seklinde ifade edildi. 2 kez tekrar yapilarak her bir doku faktoriiniin etkisi tespit edildi.

Egrinin denklemi y=1,67x + 0,581 ve R2 degeri ise 0,983 olarak bulundu.
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3.2.4.2. Serumda Yapilan Analizler
AST, ALT ol¢iimii icin serumun elde edilmesi: EDTA’l1 biyokimya tiipiine
konulan kanlar 4000 rpm’de 10 dakika boyunca 4 °C’de santifiij islemi gerceklestirildi.
Analiz yapilana kadar -80 "C’de saklandi. Her 6rnegin AST ve ALT seviyeleri ikiser
kere yiliksek hassasiyetteki ELISA Kitiyle (USCN Life Science-E90207Ra, E91214Ra-
China) 6lgtldii.

AST 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.

Deney prensibi: USCNK Life Science Aspartat Aminotransferaz (AST) Kiti
kullanildi. Rat AST’sine 0Ozgiin antikorlar ile kapli olan plate’lere standart ve
numunelerin eklenmesi ile antijen antikor birlesmesi olmaktadir. Bu AST ye spesifik
olan biotin konjugatli polyklonal antikorlar1 AST ile birlesir. Daha sonra bu antikor
HRP igeren avidin konjugatina baglanir. TMB substrat soliisyonu biotinlenmis antikor
ve HRP avidin renk olusumuna sebep olur. Siilfirik asit ile reaksiyon inhibe edilerek
okunur.

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 iglemi 3 kere yapildiktan sonra, her kuyuya 100 ul Detection

Reagent A soliisyonu eklendi. 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildu.
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.
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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 gézlendi.

7. 450 nm’de 6l¢liim alindi.

AST Miktarmn Hesaplanmasi: Olgiimler 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 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.

Deney prensibi: USCNK Life Science Alanin Aminotransferaz (ALT) Kiti
kullanildi. Rat ALT’sine 06zgiin antikorlar ile kapli olan platelere standart ve
numunelerin eklenmesi ile antijen antikor birlesmesi olmaktadir. Bu ALT ye spesifik
olan biotin konjugatli polyklonal antikorlart ALT ile birlesir. Daha sonra bu antikor
HRP igeren avidin konjugatina baglanir. TMB substrat soliisyonu biotinlenmis antikor
ve HRP avidini etkileyerek renk olusumuna sebep olur. Enzim substrat reaksiyonuna
stilfirik asid ile son verilir.

Deneyin yapihisi:

1. Standart, blank ve numunelerimizden her kuyuya 100 ul eklendi. 2 saat 37

°C’de inkiibasyona birakild1.

2. Tiim sivilar alind1, yikama iglemi uygulanmadi.

3. Her kuyuya 100 ul Detection Reagent A soliisyonu eklendi. 1 saat 37 "C’de

inkiibasyona birakildi.
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4. Solusyonlar kuyulardan alind1 ve yikama islemi uygulandi.

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

inkiibasyona birakildi.

6. Solusyonlar kuyulardan alind1 ve yikama islemi uygulandi.

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

inkiibasyona birakildi.

8. Her kuyuya 50 ul stop soliisyonu eklendi ve sar1 renk gézlenmeye baslandi.

9. 450 nm’de 6l¢iim alindi.

ALT Miktarmin Hesaplanmasi: Olgiimler Epoch Elisa reader cihazinda
yapildi. Cihazin Gen 5 programu kullanilarak hesaplama yapildi. Standartlara uygun
Log-Log egrisi hazirlandi. Y axis: ALT kons., X axis: abs. Numunelerimizin
konsantrasyonlar belirlendi. Numune konsantrasyonlar ng/ml olarak hesaplandi.

3.2.5. Molekiiler Cahismalar

3.2.5.1. Karaciger Dokusu Analizleri

[ridlgekli incelemelerin ardindan deney hayvanlarina ait karaciger dokulari, -
80°C’de saklandi. Tiim gruplarin karaciger dokular1 siv1 azot ile dgiitiilerek -80°C’de
saklandi. Havuz olusturulan karaciger doku karigimlarindan 20 mg tartildi ve o6zel
tamponda, buz iizerinde Tissue Lyser ile homojenizasyonu gerceklestirildi. Sonrasinda
ise santrifiij islemi yapildi. Siipernatantlar toplanarak mRNA izolasyonu islemine tabi
tutuldu. Saflastirilan mRNA’lardan cDNA sentezi yapildi ve molekiiler incelemeler i¢in
RT-PCR analizi yapildi. Molekiiler ¢alismalar igin RT-PCR analizinde TNF-a 6l¢iildii.
Tim veriler her ng cDNA i¢in ort + standart sapma seklinde verildi.

3.2.5.2. RNA Izolasyonu

Karaciger dokularina ait numuneler bir bir tartilarak RNeasy Mini Kit (Qiagen)

kullanim:1 ile Qiaqube RNA izolasyon makinasinda (Qiagen) total RNA izolasyonu
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basamaklar tiretici firmanin 6nermis oldugu sekilde yapildi. Total RNA izolasyonu
islemini takiben MRNA’nin niteligi denatiire haldeki formaldehid agaroz jel
elektroforezi sayesinde incelenecek.

3.2.5.3. Reverse Transkriptaz Etkilesimi ve cDNA Sentezi

Yiiksek kapasite CONA Reverse Transkripsiyon Kit enzimi kullanilarak total
RNA’dan cDNA sentezi yapilacak. Tiim tepkime islemi 10ul RNA ile saglanarak
cDNA sentezi asagida belirtilen sicaklik derecelerine gore Veriti 96 Well Thermal
Cycler(Applied Biosystem) sayesinde saglanacak. cDNA’nin niceligi ise nano drop
spektrofotometri (EPOCH Take3 Plate, Biotek) araciligiyla o6l¢iimii belirlenecek
ardindan da -20°C’de saklanacak.

cDNA sentez reaksiyonu:

85°C

10min o
Total RNA 10 pl
10 X RT Tamponu 2ul
25 X dNTPs mix 0,8 ul
10 X RT Random Primers 2l
MultiScribe Reverse Transcriptase 1l
Distile H,0 42l
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3.2.5.4. Real Time PCR ile mRNA Ekspresyonu Saptanmasi

TNF-o. mRNA ekspresyonu, Tag Man Gene Expression Master Mix Kitinin
kullanimu ile kantitatif olarak belirlenecek. StepOne Plus Real Time PCR System
(Applied Biosystems) makinasinda amplifikasyon (sayisal ¢ogaltilmasi) Ve
kantifikasyon  islemleri saglanacak. Housekeeping gen i¢cin  ACTB
(Rn00667869_m1)(Applied Biosystems) asagida ifade edildigi bi¢imde pipetlenecek ve
40 dongii halinde yiiriitilecek. Ct verileri makinada otomatik bir sekilde delta delta
Ct’ye gevrilecek ve uygulamalarimiz sonunda elde etmis oldugumuz veriler istatistiksel

acidan APSV 19.00 paket programinda degerlendirilecek.

95°C | 95°C
10min I 15sec \ 60°C
0 ¢ 1min
2min ‘ Y /
40 cycles

cDNA (200ng) X ul
TagMan Master Mix 10 pl
Assay 1wl

RNeasy free H20 ile 20 pl’e tamamlanacak.

3.2.3. Istatistiksel Analiz

Tez calismamiz sonucunda ortaya ¢ikan analiz degerleri ortalama + standart
sapma seklinde gosterildi ve p<0.05 degerleri istatistiksel bakimdan onemli oldugu
kabul edildi. Deney gruplar: arasindaki niiansin 6nem seviyesi tek yonlii varyans analizi
One-Way ANOVA testi tlizerinde Post Hoc ¢oklu karsilastirmali testlerden Duncan

teknigine gore belirlendi. Farkli olan harfler herhangi bir grubun diger gruptan
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istatistiksel agidan farkli oldugunu ifade etmektedir. Esit harfler ise bu niiansin 6nemsiz

oldugunu belirtmektedir.

4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

Saglikli grubuna ait kesitler 151k mikroskop altinda incelendiginde, normal
yapidaki karaciger dokusu gozlemlendi. Hepatositlerin normal yapida oldugu izlendi.
Tipik 1smsal dagilimli remark kordonlar1 arasinda kalan sinuzoidal bosluklar tipik
yapida oldugu gozlendi (Sekil 4.1). Parasetamol grubuna ait hasarli karaciger dokusu
preparatlar1 incelendiginde ise inflamasyon alanlart izlendi. Sentrolobuler alanlarda
yaygin nekrotik alanlar gozlendi. En dikkat ¢ekici bulgumuz hepatositlerde hidropik
dejenerasyonlar izlenmesiydi. Merkezi vende ve portal alandaki vaskiiler yapilarda
konjesyon ve hemoraji gozlemledik (Sekil 4.2.). Aliskiren tedavi grubu kesitlerinde ise
normal yapidaki 1smsal uzanimli remark kordonlart ve hepatositler izlendi. Tipik
yapidaki sinuzoidler ve merkezi ven gozlemlenmektedir (Sekil 4.3.). Parasetamol +
aliskiren 50 mg/kg (Sekil 4.4.) ve parasetamol + aliskiren 100 mg/kg (Sekil 4.5.)
gruplarina ait bulgular benzerdi. Her iki gruptada normal yapida normal yapidaki

hepatositler ve remark kordonlar1 gézlemledik. (Sekil 4.4.-4.5.).
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Sekil 4.1. Saglikli grubun karaciger dokusuna ait goriintiisii.
Tipik yapidaki hepatositler (ok) izlenmekte. Tipik remark kordonlar1 arasinda kalan sinuzoidal (s)
bosluklar gozlenmekte. Tipik yapidaki kupfer hiicresi gézlemlenmekte (ok basi). Merkezi ven(v) H&E.

R

\.‘.\"“‘ Len

Sekil 4.2. Parasetamol grubuna ait hasarli karaciger dokusu goriintiisii.
Inflamasyon alanlar1 izlenmekte (spiral ok). Sentrolobuler alanlarda yaygin nekrotik alanlar gézlenmekte.
Hepatositlerde hidropik dejenerasyonlar izlenmekte (ok). Merkezi vende ve portal alandaki vaskuler
yapilarda konjesyon ve hemoraji gézlemlenmekte H&E.
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Sekil 4.3. Aliskiren 100 mg/kg grubuna ait karaciger dokusu goriintiisii.
Normal yapidaki 1smsal uzanimli remark kordonlari ve hepatositler izlenmekte (ok). Tipik yapidaki
sinuzoidler (s) gézlenmekte. Kupfer hiicresi (ok bas1). Merkezi ven (v) H&E.

Sekil 4.4. Para + ALS 50 mg/kg grubuna ait hasarli karaciger dokusu goriintiisii.
Tipik yapidaki hepatositler (ok) ve sinusozidler (s) izlenmekte. Iginsal remark kordonlarinin iginsal
uzanmimlar1 gézlemlenmekte. Kupfer hiicresi (ok bagi). Merkezi ven (v) H&E.
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Sekil 4.5. Para + ALS 100 mg/kg grubuna ait hasarl karaciger dokusu goriintiisii.
Saglikli gortiniimdeki tipik yapida olan hepatositler (ok) ve sinusoidler izlenmekte. Kupfer hiicresi (ok
bas1) H&E.

4.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

TNF-a immunohistokimyasal boyamada sadece yogun boyanmis hepatositleri
degerlendirmeye aldik. Saglikli grubuna ait preparat incelendiginde TNF-a ile negatif
bir boyanma s6z konusuydu (Sekil 4.6.A). Parasetamol grubuna ait preparat
incelendiginde hepatositlerde yogun olarak TNF-o immunohistokimya boyasi ile
boyandigini saptadik (Sekil 4.6.B). Aliskiren 100 mg/kg (Sekil 4.6.C). Aliskiren 50 mg
+ Parasetamol (Sekil 4.6.D) ve Aliskiren 100 mg + Parasetamol (Sekil 4.6.E) gruplarina

ait preparat incelendiginde ise TNF-o’nin negatif oldugunu gézlemledik.
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Sekil 4.6. TNF-a ile boyanmis karaciger dokusu goriintiileri.
A:Saglikli Grup. Immiin negative hepatositler (ok) izlenmekte. B: Parasetamol Grubu. TNF-o pozitif
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hepatositler (ok basi) izlenmekte. C: Aliskiren 100 mg grubu. TNF-a ile yogun boyanmis hepatositler
gdzlenmekte (ok). D: Aliskiren 50 mg + parasetamol grubu. immiin negatif hepatositler gézlemlenmekte
(ok). E: Aliskiren 100 mg + parasetamol grubu. TNF-a negatif hepotositler izlenmekte.

4.3. Biyokimyasal Bulgular

4.3.1. ALT ve AST Analizleri

Tablo 4.1. Sigan serumunda 6l¢iilen ALT ve AST miktarlari.

GRUPLAR ALT (U/L) AST(U/L)
SAG 33.34+7.84° 56.44+10.64°
PARA 127.15429.39" 179.33+45.22°
ALS 100 mg/kg 31.45+8.93? 61.89+21.63°
PARA + ALS 50 mg/kg 84.34+22.88° 104.88+23.09°
PARA + ALS 100 mg/kg 70.33+21.22° 133.65+15.29°

#*x*SAG: Saglikli, ALS: Aliskiren, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Analizler One-Way ANOVA testinde
Post Hoc Duncan yontemi ile elde edildi. p< 0.05 anlamli olarak degerlendirildi. Degerler: ORT +SD

Tablo 4.1.’den anlasildig: lizere saglikli, parasetamol 2 g/kg, ALS 100 mg/kg,
parasetamol 2 g/kg + ALS 50 mg/kg, parasetamol 2 g/kg + ALS 100 mg/kg deney
gruplarindaki ALT miktarlari sirasi ile; 33.34 U/L protein, 127. 15 U/L protein, 31.45
U/L protein, 84.34 U/L protein, 70.33 U/L protein olarak dl¢iildii. Parasetamol 2 g/kg
verilen grupta yani toksisite olusturulan grupta ALT miktar1 6nemli miktarda artarken,
koruyucu etki olusturulan gruplar arasinda parasetamol 2 g/kg + ALS 50 mg/kg,
parasetamol 2 g/kg + ALS 100 mg/kg gruplarinda toksisite grubuna gore Onemli
miktarda diizelme goriilmiistiir. En iyi diizelmenin ise parasetamol 2 g/kg + ALS 100
mg/kg grubunda oldugu agik bir sekilde goriilmektedir.

Tablo 4.1.’de goriildiigii gibi saglikli, parasetamol 2 g/kg, ALS 100 mg/kg,
parasetamol 2 g/kg + ALS 50 mg/kg, parasetamol 2 g/kg + ALS 100 mg/kg deney

gruplarindaki deney gruplarindaki AST miktarlar sirasi ile; 56.44 U/L protein, 179.33
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U/L protein, 61.89 U/L protein, 104.88 U/L protein, 133.65 U/L protein olarak ol¢iildii.
Parasetamol 2 g/kg verilen grupta AST miktar1 6nemli miktarda artarken, koruyucu etki
olusturulan gruplar arasinda parasetamol 2 g/kg + ALS 50 mg/kg, parasetamol 2 g/kg +
ALS 100 mg/kg gruplarinda toksisite grubuna gore Onemli miktarda diizelme
goriilmistiir. En iyi diizelmenin ise Parasetamol 2 g/kg + ALS 100 mg/kg grubunda

oldugu acik bir sekilde goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Sican serumunda Slgiilen ALT miktarinin grafikle gosterilmesi
*+*SAG: Saghkl, ALS: Aliskiren, PARA: Parasetamol 2g/kg. Grafikteki her bir siitunda esit harf veya

harflerle belirtilen sonuglar arasinda Post Hoc Duncan testine gore istatistiksel agidan anlamli bir niians
yoktur .(p<0.05)
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Sekil 4.8. Sican serumunda Olgiilen AST miktarinin grafikle gosterilmesi
**#*SAG: Saghkl, ALS: Aliskiren, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Grafikteki her bir siitunda esit harf veya

harflerle belirtilen sonuglar arasinda Post Hoc Duncan testine gore istatistiksel agidan anlamli bir niians
yoktur .(p<0.05)

4.3.2. SOD aktivitesi, GSH, MDA Olgiimleri

Tablo 4.2. Sigan karaciger dokusunda 6l¢iilen SOD, GSH ve MDA miktarlari.

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

SAG 35.59+7.92° 4.87+0.51° 1.68+0.37°

PARA 20.18:8.74° 2,65+1,04° 4.24+1.08°

ALS 100 mg/kg 30.74+3.78" 4,25+1.01" 1.95:0.78%

PARA + ALS50 mg/lkg ~ 28.55:2.85" 4.25:0.86" 2.46:1.37"

PARA + ALS 100 mg/kg ~ 23.86+7.35% 3.91:0.81° 3.00+1.26"

***SAG: Saglikli, ALS: Aliskiren, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Analizler One-Way ANOVA testinde
Post Hoc Duncan ¢oklu kargilagtirma yontemi ile elde edildi. p< 0.05 anlamli olarak degerlendirildi.
(Degerler: ORT £SD)
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Tablo 4.2.’den anlasildig1 tizere saglikli, parasetamol 2 g/kg, ALS 100 mg/kg,
parasetamol 2 g/kg + ALS 50 mg/kg, parasetamol 2 g/kg + ALS 100 mg/kg deney
gruplarindaki SOD seviyeleri sirasi ile; 35.59 U/mg, 20.18 U/mg, 30.74 U/mg, 28.55
U/mg, 23.86 U/mg protein olarak gézlendi. Gruplar arasinda antioksidan aktivite olarak
SOD seviyesindeki en ciddi azalma parasetamol 2g/kg grubunda yani toksisite
olusturulan grupta gozlenirken, parasetamol 2 g/kg + ALS 50 mg/kg, parasetamol 2
o/kg + ALS 100 mg/kg gruplarinda toksisite grubuna gére SOD miktar1 anlamli bir
sekilde yiikselmis olup; koruyucu etki olusturulan gruplar arasindaki en iyi diizelme

parasetamol 2 g/kg + ALS 100 mg/kg grubunda gozlendi.

Tablo 4.2.°de gorildigi gibi saghkli, parasetamol 2 g/kg, ALS 100 mg/kg,
parasetamol 2 g/kg + ALS 50 mg/kg, parasetamol 2 g/kg + ALS 100 mg/kg deney
gruplarindaki GSH seviyeleri sirasi ile; 4.87 nmol/mg, 2.65 nmol/mg, 4.25 nmol/mg,
4.25 nmol/mg ve 3.91 nmol/mg protein olarak gozlendi. Gruplar arasinda antioksidan
aktivite olarak GSH seviyesi ag¢isindan en ciddi azalma parasetamol 2 g/kg grubunda
gozlenirken, koruyucu etki olusturulan gruplar arasindaki en iyi diizelme parasetamol 2
g/kg + ALS 50 mg/kg ve parasetamol 2 g/kg + ALS 100 mg/kg gruplarinda gozlendi.

Tablo 4.2.°de gorildigi gibi saghkli, parasetamol 2 g/kg, ALS 100 mg/kg,
parasetamol 2 g/kg + ALS 50 mg/kg, parasetamol 2 g/kg + ALS 100 mg/kg gruplarinin
rat karaciger dokusunda MDA seviyeleri grup siralamasina uygun bir sekilde; 1.68
nmol/mg, 4.24 nmol/mg, 1.95 nmol/mg, 2.46 nmol/mg ve 3.00 nmol/mg protein olarak
gozlendi. Parasetamol 2 g/kg verilen grupda MDA seviyesinin 6nemli derecede arttigi
gozlenirken, koruyucu etki olusturulan gruplar arasindaki en iyi diizelme parasetamol 2

o/kg + ALS 50 mg/kg ve parasetamol 2 g/kg + ALS 100 mg/kg gruplarinda gozlendi.
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Sekil 4.9. Sican serumundaki SOD aktivitesinin grafikle gosterilmesi

*+*SAG: Saghkli, ALS: Aliskiren, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Grafikteki her bir siitunda esit harf veya
harflerle belirtilen sonuglar arasinda Post Hoc Duncan testine gore istatistiksel agidan anlamli bir niians

yoktur.(p<0.05)

GSH (nmol/mg protein)

bc
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Sekil 4.10. Sigan serumundaki GSH seviyesinin grafikle gosterilmesi

*+*SAG: Saghkli, ALS: Aliskiren, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Grafikteki her bir siitunda esit harf veya
harflerle belirtilen sonuglar arasinda Post Hoc Duncan testine gore istatistiksel agidan anlamli bir niians

yoktur .(p<0.05)
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Sekil 4.11. Sican serumundaki MDA miktarinin grafikle gosterilmesi

*#*QAG: Saghkli, ALS: Aliskiren, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Grafikteki her bir siitunda esit harf veya
harflerle belirtilen sonuglar arasinda Post Hoc Duncan testine gore istatistiksel agidan anlamli bir niians

yoktur .(p<0.05)
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4.4, Molekiiler Bulgular

4.4.1. TNF-a Analizleri

Bu ¢alismamizda TNF-a seviyesini RT-PCR yontemiyle gostermis olduk. TNF-
a gen ekspresyonu parasetamol ile indiiklenen tosisite grubunda saglikli grubuna gore
4.26 Kkat artis gostermektedir (Sekil 4.13.). Parasetamol + ALS 50 mg/ kg ve
parasetamol + ALS 100 mg/ kg gruplar1 ise TNF-a ekspresyonu tizerinde sirasiyla 2.99

ve 2.11 kat asag1 diizenleyici bir etki gostermistir.
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Sekil 4.12. Sigan karaciger dokusunda ol¢iilen TNF-a miktarlar

mRNA’larin ekspresyonu, kantitatif real time (gercek zamanli) PCR analizi ile
tespit edildi. Referans gen olarak B-actin kullanildi. Sonuglar, kontrol grubu ratlar1 ile
nispi kat olarak karsilastirilarak ifade edildi. Gene 6zgii problar (sondalar) Materyal ve

2-AACT

Metod boélimiinde belirtildigi gibi kullanildi. Nispi ekspresyon seviyeleri metodu

ile hesaplandi. *p<<0.05; **p<<0.01 anlaml1 olarak kabul edilir. Degerler: ORT £ S.D.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, siganlarda parasetamol kaynakli karaciger hasarina kars1 bir renin
inhibitorii olan aliskirenin etkileri arastirildi. Parasetamol analjezik ve antipiretik bir
ajan olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak yliksek dozlarda kullanildiginda
parasetamoliin insanlarda ve deneysel hayvan modellerinde karaciger hasarina neden
oldugu bilinmektedir.?*® >’

Ingiltere’de 7000 anne ile birlikte yapilan bir calismada annelerin % 84’{iniin
cocuklarma dogumdan sonraki ilk 6 ayda parasetamol verdigi gdsterilmistir.”> Yetiskin
bireylerin haricinde bebeklerde parasetamol kullanimi gbéze c¢arpmaktadir.
Parasetamoliin kolay erisilebilir bir ila¢ olmasi, bu denli yaygin ve yiiksek doz
kullanilmas1 nedeniyle toksisite riski yiiksektir.

Parasetamol toksisitesi saglik kuruluslarinin, 6zellikle de acil servislerin 6nemli
bir is yiikiinii olusturmakta olup ve yiiksek dozda parasetamol alimina bagh
hepatotoksisite diinya genelinde 6nemli bir sorun haline gelmistir.258

Aliskiren ise plazmada aktif olarak dolasan reninin inhibisyonunu saglayarak
pek cok patolojik olayda rolii gdsterilmis olan Ag II’nin {iretilmesine engel olmaktadir.
Tiim bu bilgiler 1s18inda bizler de parasetamol kaynakli akut karaciger toksisitesi gibi
toplum sagliginda yaygimn bir yeri olan bu vakalarin tedavisinde aliskiren’ in etkili
olabilecegini diigiindiik. Ve bu etkilerini gerek antioksidan sistemi aktive ederek gerekse
enflamatuar siireci baskilayarak ortaya koydugunu gosterdik.

Parasetamol primer olarak karacigerde metabolize edilir. Tedavi edici dozlarda
kullanilan parasetamol; major metabolitleri olan, toksik olmayan ve idrarda atilabilen,
glukuronik asit-siilfat konjugatlari olarak elimine edilir. Parasetamoliin yalniz kiigiik bir

bolimii (%5 den azi) CYP P450 enzim sistemi (CYP2EL1 ve CYP1A2 izoenzimleri)

tarafindan oksidatif yolla toksik etkiler olusturan oldukca reaktif bir {iriin olan NAPQI
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metabolitine ¢evrilir. Normal kosullarda bu toksik reaktif metabolit rediikkte GSH
tarafindan detoksifiye edilir. Ancak parasetamoliin yiiksek dozlarda alinmasi
konjugasyon yolunun doyuma ulasmasina ve buna bagl olarak da oksidatif strese karsi
en 6nemli hiicresel savunma molekiillerinden biri olan GSH’da azalma ve toksik reaktif
metabolitlerin olusumunda artisa ve dokunun zarar gérmesine neden olur.>® Anlatilan bu
mekanizma parasetamol ile olusturulan karaciger toksisitesi i¢in ana yolak olarak kabul
goriir.”

Genellikle yiiksek doz parasetamol aliminin 72-96 saat sonrasinda fulminan
hepatik toksisitesi olusur. Bunun sonucu olarak karaciger transaminazlarinda 6nemli
Olciide artis gozlenir. Nekroz ve membran hasari transaminazlarin dolasima sizmasina
sebebiyet verir. Bu sebepten karaciger hasari olusmasi durumunda bu enzimlerin
seviyelerindeki yiikselme kaginilmazdir. Enzim seviyelerindeki bu artis hiicre zarmin
fonksiyonel biitiinliigiiniin bozulduguna dair bir isarettir.’®® Bu nedenle parasetamole
bagli gelisen karaciger hasar1 degerlendirilmesinde oncelikle serum ALT ve AST
seviyeleri belirlenmelidir. Bu enzimler karaciger hastaliklarinin tanisinda kullanilan ¢ok
hassas belirtec;lerdir.30 Kuvandik G. ve arkadaglar1 ratlar {izerinde parasetamol
toksisitesi olusturmus olduklari bir ¢calismada toksisite olusturulan gruplarda serum AST
ve ALT seviyelerinin ylikseldigini tespit etmislerdir.”®* Ahmed ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir ¢aligmada ise parasetamol ratlara oral yolla uygulanarak karaciger toksisitesi
Olusturulmus ve Ambrosia Maritimanin koruyucu etkileri arastirilmistir. Yapilan
Olgtimlerde AST ve ALT degerlerinin toksik grupta, kontrol grubuna gore belirgin
derecede arttig1 saptanmistir.’®® Yayla ve arkadaslari tarafindan ratlarda parasetamol ile
toksisite olusturulan grupta serum AST ve ALT seviyesi anlamli bir sekilde yiikselmis,
tedavi gruplarinda ise diismiistiir.”®® Bu verileri destekleyici pek c¢ok c¢alisma

bulunmaktadir. Bizim ¢alismamizda da parasetamol toksisitesinden 24 saat sonra alinan
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kan orneklerinden yapilan oOl¢limlerde, toksisite olusturulan grupta AST ve ALT
degerleri artarken, aliskiren uygulanan gruplarin karaciger hasarina bagli olarak
dolasima sizan AST ve ALT degerlerinde toksisite grubuna gore onemli derecede bir
azalma goruldii. Literatiire baktigimizda sonuglarimiza ters olarak; antiepileptik tedavi
ile birlikte aliskiren verilen 61 yasindaki bir kadinda tedaviye baslandiktan bir ay sonra
asemptomatik akut karaciger sirozu gelismis ve ALT, AST seviyelerinde dramatik artis
saptanmlstlr.264 Farelerde Karbon tetra kloriir ile yapilan baska bir hepatik toksisite
calismasinda ise aliskirenin terapdtik etkisinin oldugu géﬁilmﬁstﬁr.265 Bu sonuclar
aliskirenin uzun siireli kullanimda yaptig1 hepatik hasar1 akut kullanimda yapmadigini
hatta AST ve ALT seviyelerini disiirerek karaciger hasarini enzimatik olarak
diizelttigini gostermistir.

Parasetamol toksisitesine bagli olarak gelisen karaciger hasarinin diger
belirleyicileri; antioksidan enzim aktiviteleri, enflamatuar sitokinler, histopatolojik
inceleme ve oksidanlarin seviyeleri oldugu daha dnceki caligmalarda gériilmektedir.266
Parasetamol toksisitesine bagli oksidatif stresten sorumlu parametrelerden biri
stiperoksit radikalidir. Baz1 calismalarda serbest oksijen radikallerinin artmasina neden
olan mekanizmalar iizerinde arastirmalar yapilmis ve 1ii¢ farkli mekanizma
tanimlanmistir. Bu mekanizmalarin hepsinde siiperoksit seviyesinin artiginin oksidatif
stres olusumunda kritik bir éneme sahip oldugu gdsterilmistir.”®” ?® Siiperoksit
seviyesindeki yiikselme hiicrede diger reaktif oksijen tiirlerinden olan hidrojen peroksit
(H,0,) ve peroksinitrit iiretiminin artmasina neden olmaktadir.?®® #’° SOD, siiperoksitin
oksijen ve hidrojen perokside dismutasyonunu katalizleyen bir enzim ailesidir.
Siiperoksit hiicrelerde ana reaktif oksijen iriinlerinden biridir ve dolayisiyla SOD
anahtar bir antioksidan olarak rol oynar. Katalaz ve SOD gibi antioksidan enzimler lipit

peroksidazlar yahut reaktif oksijen tirinlerince gayet kolay bir sekilde inaktive hale

84



getirilirler ve boylece parasetamol ile olusturulan toksisitede bu enzim aktivitelerinde
azalmalar tespit edilmistir.”™*

Hiicreleri stiperoksit radikallerinin lipid peroksidasyonu gibi hasar verici
etkilerine kars1 korumak SOD’un baslica gorevidir. M. Tolulope Olaleye ve arkadaslari
farelerde parasetamol ile hepatotoksisite olusturduklari calisma ile hepatik SOD
seviyesinin  parasetamol verilen gruplarda anlamli bir sekilde distiglini
gostermislerdir.’”? Daha 6nce yapilan diger calismalarda da parasetamol toksisitesine
bagli karaciger hasar1 olusan grupta SOD seviyesinin azaldig1 tedavi yapilan gruplarda

213,214 Bizim calismamizda da benzer sonuglar elde edilmistir.

ise arttig1 gosterilmistir.
Ayni zamanda aliskirenin karaciger dokusu disinda yapilan diger calismalarinda da
SOD aktivitesini artirdigi  ve yiiksek antioksidant oOzelliklere sahip oldugu

2 By sonuclara bakarak aliskirenin dokulardaki oksidatif hasari

gosterilmistir.
azalttigin1 ve hepatik antioksidan enzim aktivitelerini artirdigini s6yleyebiliriz.

Tiyol grubu iceren, diisiik molekiil agirlikli olduk¢a 6nemli bir tripeptid olan
Glutatyon, organizmada DNA ve protein sentezleri, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi,
hiicre i¢i ve dis1 transportlar gibi hiicresel gorevlere ilaveten baglica antioksidan olarak

hiicre savunmasinda da 6nemli rol oynar.276

GSH baglica serbest radikal tiirlerini yani,
hidrojen peroksit ve siiperoksit radikalleri gibi serbest radikal tiirlerini uzaklastirarak
doku hasarina engel olmaktadir. Karaciger hiicrelerinde GSH seviyesindeki azalma
parasetamol toksisitesinde ¢ok onemli bir rol oynar. Hatta parasetamol toksisitesinde
adeta karaciger hasarimi baglatan bir kiviletm olarak belirtilen faktor GSH’in
tiikenmesidir.?”’

Parasetamoliin  yiiksek doz alimina bagl gelisen oksidatif stresin

gerceklesmesine aracilik eden NAPQI’'nin, GSH diizeylerinde diisiise ve bu diistiise

bagl olarak lipit peroksidasyonunda artmaya neden oldugu bilinmektedir.?® Séyle ki,
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normal sartlar altinda NAPQI GSH’a baglanir ve GSH tarafindan etkisiz hale getirilir.
Toksisite durumunda ise GSH depolarimi tiiketen NAPQI GSH’a baglanamayarak
serbest kalir ve kovalent bagiyla hiicredeki proteinlere baglanir. Boylece sentrobiiler
hepatik nekroz olusumunun yan1 sira GSH diizeylerinin  azalmasi lipit
peroksidasyonunun artmasina neden olur. Literatiir arastirmalarinda parasetamole bagl
hepatotoksisitenin  patofizyolojisinde karaciger dokusundaki GSH depolarinin
tilkenmesinin roliinii gésteren birgok calisma vardir. Yapilan bir ¢alismada serum GSH
degerleri parasetamol ile karaciger toksisitesi olusturulan grupta, kontrol grubuna gore
azalmig olarak saptanmis olup agomelatin verilen tedavi gruplarinda ise bu degerlerde
artis belirlenmistir.? Ayn1 zamanda aliskirenin karaciger dokusu disinda yapilan diger
calismalarinda da GSH aktivitesini artirdigt gé’)sterilmistir.27g Bizim ¢alismamizda da bu
caligmalara benzer olarak parasetamol verilmesi ile GSH seviyesinin azaldigi, aliskiren
ile tedavi edilen gruplarda istatiksel olarak arttirdigi gosterilmistir. Yani aliskiren
uygulamast ile GSH diizeyi artmis ve AHHya karsi koruma gozlenmistir.

Parasetamole bagli karaciger hasarini olusturan en énemli mekanizmalardan biri
olan lipit peroksidasyonu serbest oksijen radikallerine bagli olarak meydana gelir.
Serbest oksijen radikallerinin membranda bol miktarda bulunan lipitleri etkilemesi ile
lipid peroksidasyonu baslar. Lipid peroksidasyon olayinin zincir agamasinda beliren son
derece dayaniksiz olan lipit hidroperoksitler 6zellikle zincirde agilmalar seklinde yapisal
bozulmalara ugrayarak c¢esitli metabolik sekillere doniismektedirler. Lipid
peroksidasyonunda sonlanma basamaginin iirlinii olan MDA gibi reaktif aldehitler agiga
cikmaktadir. Ortaya c¢ikmis olan MDA, hiicre membranlarindan iyon aligverisini
etkileyip membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol acarak iyon geg¢irgenliginin
ve enzim aktivitesinin degisimi gibi istenmeyen sonuglara neden olmaktadir. MDA bu

ozelligiyle DNA’nin nitrojen bazlar ile tepkimeye girerek mutajenik, hiicre kiiltiirleri
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icin genotoksik ve karsinojenik etkilerini géstermektedir.zso' 281 Bundan anlayacagimiz
tizere hiicredeki hasarin bir gostergesi olarak karsimiza c¢ikan MDA lipid
peroksidasyonun en yaygin belirteclerindendir.?®> 283 Shahjahan M. ve arkadaslarinin
ratlarda CCl; indiiklenen karaciger hasart modelinde oksidatif stres ve lipid
peroksidasyonuna bagli olarak MDA seviyesinde artis oldugu gt')sterilmistir.zs4 Ratlara
2,5 g/kg parasetamol verilerek olusturulan karaciger ve bobrek toksisitesi tizerinde
yapilan bir aragtirmada parasetamol grubunda MDA seviyesinin kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiikseldigi gézlenmistir. Uygulanan tedavi ile MDA seviyesinin diistligii
tespit edilmistir.?®®

Bu ¢alismamizda da lipid peroksidasyonun son iriinii olan MDA seviyelerini
inceledik. Yapilan bazi ¢alismalarda parasetamol toksisitesine bagh gelisen karaciger

286, 287 By, yakin

hasarinda artmis olan MDA seviyeleri verilen tedavi ile diismiistiir.
zamanli c¢alismalar1 destekler nitelikteki bir calismada Hassanin A. ve arkadaslari
tarafindan aliskirenin MDA seviyelerini diistirdigi gériilml'istiir.288 Bizim ¢alismamizda
da yapilan bu g¢alismalara benzer olarak parasetamol toksisitesi olusturulan gruplarda
MDA seviyesinin kontrol grubuna nazaran 6nemli derecede artmis oldugu gozlendi.
Yani bu bulgu toksisite grubunda oksidatif stres olustugunu ve serbest radikallerin
tiretimine engel olan antioksidan savunma sisteminin ¢oktiigiinii gostermektedir. Ayni
zamanda sonuglarimizda tedavi gruplarinda Olgiilen MDA seviyesini aliskirenin
azalttig1 gosterilmistir.

Klasik toksikoloji siirecinde 6nemli bir rol oynamasi nedeniyle giliniimiizde
oldukca dikkat ¢ceken konu enflamasyondur. Bu siirecteki bircok medyatér arasinda
basroldeki santral medyatorlerden proinflamatuar sitokinler daha fazla dikkat

cekmektedir. Biz de ¢alismamizda bagisiklik, enflamasyon ve apoptosiste dnemli rolleri

bulunan bir proinflamatuar sitokin olan TNF-o seviyesini molekiiler diizeyde
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inceledik.?®® TNF-a, ¢ogunlukla karacigerdeki aktive edilmis Kupffer hiicre tarafindan
salgilanarak dogal immiiniteye aracilik eder.? 2°! fskemi reperfiizyon ve fulminan
hepatik yetmezlik gibi karaciger hasarinin birgok seklinde TNF-o’nin énemli bir yeri
oldugu bilinmektedir.?* Yapilan bir diger calismada ise bilimadamlari, testis
reperfiizyonu sonrasinda inflamatuvar sitokinlerden TNF-a ve IL-1p3’de artis oldugunu
belirtmislerdir.?%

Karaciger rejenerasyonu sirasinda normal hepatosit proliferasyonu icin gerekli
olan TNF-a bir diger yandan da hepatotoksisite mediyatoriidiir. Diger bir deyisle TNF-a,
asirt agresif inflamatuar siirecini baglatarak hiicre hasarimi1 daha kotii duruma
getirebilecegi gibi apopitozisi ve hiicre profilasyonunu uyararak doku onarimina da
yardim eder.

Yiiksek doz parasetamol alimi sonucu kupfer hiicrelerinden TNF-a
salg11anmaktad1r.293 Karaciger hasarinin dolayli bir gostergesi olarak artan TNF-o
diizeyi karaciger hasarinda ¢ok Snemli rol oynamaktadlr.246 Wu Y.L.ve arkadaslar
tarafindan yapilan diger bir calismada fareler iizerinde parasetamol toksisitesi
olusturulmus ve parasetamol verilen gruplarda TNF-a seviyesinde artis gézlenmistir.294
Parasetamol toksisitesinde Kupffer hiicrelerinin hepatoprotektif rolii TNF-a iiretimi ve
salgilanmasina atfedilmistir.”*®

Yapilan bir calismada arastirmacilar TNF-a’nin hepatotoksisiteye katkida
bulundugunu ileri siirmiistiir.”*® Yine bununla paralel olarak yapilan iki ¢alismada, siroz
ve enflamasyon gibi karaciger hastaliklarinin klinik belirtileri biyolojik aktiviteleri
degistirilmis TNF-q, IL-1o ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinler ile iliskilendirilmistir.>>
2% Blazka ve ark. TNF-o iiretimimindeki artisin metabolitlerin sebep oldugu hasara
ilave olarak sekonder bir hepatik hasara yol agtigini belirtmislerdir. > Ayrica yapilan

caligmalar Ag II seviyesinin artmasinin da oksidatif stres ve inflamasyonu
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kétiilestirdigini gostermistir.2’® 2%” Aliskiren ile renin-anjiotensin sisteminin engellemesi
ve Ag II’'nin azalmasi ile doku hasarina bagli oksidatif stres azalmaktadir.” Daha énce
kaptopril ve aliskiren ile yapilan ¢alismalarda Ag II tiretiminin engellenmesi ile serbest
oksijen radikallerinin azaldig1 gésterilmistir.27g' 298, 299

Bizim ¢alismamizda ise aliskirenin TNF-a seviyelerini diizeltmesi daha 6nceden
gosterilmis olan antiinflamatuvar, antioksidant veya Ag II iiretiminin engellenmesi
nedeniyle olabilir. Calismamizda deney gruplarinin karaciger dokusu iizerinde yapilan
incelemelere gore parasetamol verilen grupta TNF-a seviyesi diger gruplara oranla 4 kat
artmistir. Bu da bize diger ¢aligmalarda da oldugu gibi parasetamol toksisitesi sonucu
TNF-o’nin 6nemli derecede arttigin1 bir kez daha gdstermistir. Koruyucu etki
olusturdugumuz aliskiren gruplarinda ise TNF-a seviyesinde parasetamol grubuna gore
anlamli derecede diizelme gdzlenmistir. Bu da bize karaciger hasarinda 6nemli rol
oynayan TNF- o’nin etkilerini aliskirenin engelleyebilecegini gostermektedir.

Parasetamol toksisitesine bagli olusan karaciger nekrozu sadece enzimatik
degisikliklere degil, karaciger histopatolojisinde de degisikliklere neden olur.
Parasetamol yiiksek doz alimu ile sentrolobiiler nekroz gelismektedir.”’” Parasetamol ile
indiiklenen karaciger toksisitesi ve ilgili konjesyonun patogenezi ¢ok Onceki

0 Simdiye kadar yapilan arastirmalar

caligmalarda  karakterize edilmistir.30
asetaminofenin hepatositlerde yaygin vaskiiler dejeneratif degisikliklere yol agtigini ve
sentrilobiiler nekroz olusturdugunu ortaya koymustur. Kuvandik G. ve arkadaslari
ratlarda parasetamol ile olusturduklari hepatotoksisite modelinde sentrilobiiler hepatik
nekroz ve orta diizeyde siniizoidal konjesyon saptadiklari gibi toksisite olusturulan
grupta sentral ven etrafinda sinuzoidal daralma ayrica sitoplazmik farklilasmalarin diger

gruplara gore oldukca fazla oldugunu gostermislerdir.?®® Parasetamol ile karaciger

toksisitesi  olusturulmus baska bir ¢alismada Moringa Oleifera isimli bir maddenin
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antioksidan ve hepatoprotektif etkileri arastirilmistir. Yapilan bu galismada parasetamol
ile zehirlenme olusturulan gruptaki ratlardan alinan karaciger Kesitlerinde yapilan
histopatolojik incelemede; masif nétrofil, sinuzoidal dilatasyon, sentrolobiiler hepatosit
dejenerasyonu ve lenfosit infiltrasyonu gosterilmistir.>*

Ko ve arkadaslarinin parasetamol ile olusturulan karaciger hasarina karsi Silene
Aprica isimli antioksidan bir maddenin koruyucu etkileri arastirdiklar1 ¢alismalarinda
alman karaciger Kkesitlerindeki histopatolojik incelemede parasetamol toksistesi
olusturulan grupta diffiiz nekroz alanlari, sinusoidal konjezyon ve lenfosit infiltrasyonu
gosterilmistir. 3%

Bizim ¢alismamizda da parasetamol ile yapilan deneysel ¢alisma sonuglarini
destekler sekilde 2 g/kg parasetamol ile toksisite olusturulan deney grubunda siddetli
nekrotik odaklar gozlendi. Bu odaklardaki hepatositlerin yogun hiperkromatik
¢ekirdekleri ve yogun eozinofili artis1 gerceklesmis sitoplazmalar1 vardi. 50 mg/kg ve
100 mg/kg tedavi dozlarinda uygulanan aliskirenin, karacigerde parasetamol
toksisitesini histopatolojik olarak 6nemli dl¢iide Onledigi gozlemlendi. Yani, toksisite
grubundaki hiicrelerle karakterize herhengi bir nekrotik odak kontrol ve tedavi
gruplarimizda gézlenmedi. aliskiren verilen gruplarda parankimada vena sentralisten
uzanan hepatosit kordonlarmnin dizilimi parasetamol grubuna gore oldukca diizenli ve

neredeyse kontrole yakindi. Bu da bize aliskirenin, parasetamol verilen ratlarda

karacigeri gerek enzimatik gerekse histopatolojik olarak korudugunu gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak ¢alismamizda, aliskirenin yiiksek doz parasetamoliin neden oldugu
karaciger toksisitesi Tlizerinde koruyucu etkiye sahip olabilecegi gosterilmistir.
Parasetamol ile olusturulan akut karaciger toksisitesi aliskiren uygulamasi ile deneysel
olarak geriye dondiiriilmiistiir. Aliskiren uygulanmasi koruyucu etkisini doku hasarinin
primer onciisti olan MDA diizeylerindeki azalmay1, SOD ile GSH gibi antioksidanlarin
ise artigin1 gergeklestirip karaciger hasarina bagli olusan oksidan/antioksidan dengesini
olumlu yonde etkileyerek, ayrica proinflamatuar sitokin olan TNF-a’'nin da
expresyonlarint olumlu yonde diizelmesini saglayarak gosterdi. Parasetamole bagh
karaciger hasarinin 6nemli gostergesi olan serum ALT ve AST seviyeleri de aliskiren
grubunda anlamli olarak azalmistir.

Tim bu sonuclar, ratlarda deneysel olarak olusturdugumuz parasetamol
toksisitesine bagli karaciger hasarinda aliskirenin gelecekte tedavide umut verici

katkisinin olabilecegini gdstermektedir.
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