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OZET

Ratlarda Parasetamolle Indiiklenen Akut Karaciger Toksisitesi Uzerine Nigella

sativa L. Etanol Ekstresinin Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Giiniimiizde parasetamol kolay ulagilabilen ve siklikla kullanilan
analjezik ve antipiretik ajanlardan biridir. Artan ila¢ kullanimi, her gecgen giin ilaca bagl
karaciger toksisitesinde onemli artisa neden olmaktadir. Bu ¢alismanin amaci ratlarda
parasetamol ile olusturulan akut karaciger toksisite modelinde giiglii bir antioksidan
olan Nigella sativa L. (NS) etanol ekstresinin etkisinin biyokimyasal olarak
arastirilmasidir.

Materyal ve Metot: Calismamizda 8 gruptan olusan 48 adet disi rat kullanildi.
Gruplar; I: Saghlikli, II: Sagliklt + NS 1000 mg/kg, III: Saglikli + NAC 140 mg/kg, IV:
Parasetamol 2 g/kg, V: NAC 140 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg VI: NS 250 mg/kg +
Parasetamol 2 g/kg, VII: NS 500 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, VIII: NS 1000 mg/kg +
Parasetamol 2 g/kg’dir. NS ve NAC uygulamalarinin 1 saat sonrasinda Parasetamol
uygulamasi yapilip 24 saat sonra ¢alisma sonlandirildi.

Bulgular: Calisma sonucunda, parasetamol verilen gruplarda kontrol grubuna
gore karaciger fonksiyon testleri ALT, AST seviyelerinde ve TNF-o aktivitesinde
belirgin artig tespit edilmistir. Parasetamol ile beraber NS etanol ekstresi verilen tim
gruplarda ise ALT, AST seviyeleri ve TNF-a aktivitesi anlamli olarak diisiik
bulunmustur (p<0.05). Karacigerde parasetamol verilen gruplarda kontrol grubuna gore
MDA seviyesinde artis, GSH seviyesinde ve SOD aktivitesinde diisiis tespit edilirken,
parasetamol ile beraber NS etanol ekstresi verilen gruplarda ise MDA seviyesi anlamli
olarak azalmis, GSH seviyesi ve SOD aktivitesi doza bagli olarak istatistiksel olarak
anlaml artig gostermistir (p<0.05).

Sonuc¢: NS etanol ekstresi uygulamasi sonucu hepatotoksisitenin ve oksidatif
stresin azaldigi belirlenmistir. NS etanol ekstresi igerisinde major olarak bulunan ve
flavonoid ailesinin 6nemli {iyeleri olan kuersetin, kaempferol ve rutin gibi antioksidan

maddelerin etki ettigi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Karaciger toksisite, Nigella sativa L., oksidatif stres,

parasetamol, Rat.



ABSTRACT

Investigation Effects of Nigella sativa L. Ethanol Extract on Paracetamol induced

Liver Toxicity in Rats

Aim: Nowadays, paracetamol is one of the easy-to-find and widely used
analgesic and antipyretic agents. The increase in medication usage leads to significant
increase in drug related liver toxicity day by day. The aim of this study is to
biochemically examine the effects of NS ethanol extract, which is a strong antioxidant,
on paracetamol induced acute liver toxicity in rats.

Material and Method: Totally 48 female rats in 8 groups have been used in our
study. Groups; I: Healthy, II: Healthy + NS 1000 mg/kg, III: Healthy + NAC 140
mg/kg, IV: Paracetamol 2 g/kg, V: NAC 140 mg/kg + Paracetamol 2 g/kg VI: NS 250
mg/kg + Paracetamol 2 g/kg, VII: NS 500 mg/kg + Paracetamol 2 g/kg, VIII: NS 1000
mg/kg + Paracetamol 2 g/kg’dir. Paracetamol administration has been carried out 1 hour
after NS and NAC, and then the study has been ended 24 hours later.

Results: As a result of this study, significant increases in ALT and AST levels
and TNF-a activity were observed in paracetamol-given group when compared to
healthy control group. In all groups where NS ethanol extract has been administered
with paracetamol, the levels of ALT and AST and TNF-a activity have been found to be
significantly decreased (p<0.05). While MDA level increased and GSH level and SOD
activity were increased in paracetamol-given groups when compared to control group,
MDA level has significantly decreased and the GSH level and SOD activity have dose-
dependently increased in paracetamol + NS etanol extract given groups (p<0.05).

Conclusion: It has been found that hepatotoxicity and oxidative stress have
decreased as a result of NS ethanol extract administration. It is thought that antioxidant
compounds existing in NS ethanol extract majorly and being important members of

flavonoid family such as quercetin, caempferol and rutin have showed these effects.

Key Words: Liver toxicity, Nigella sativa L., oxidative stress, paracetamol, Rat.
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1. GIRIS

Ilag zehirlenmelerinde akut karaciger yetmezligi (AKY) siklikla goriilen bir
semptom olarak karsimiza ¢ikmaktadir.! AKY; bilinen herhangi bir karaciger hastaligi
olmayan bireylerde ani baslangiglhi hiperbilirubinemi, hepatik ensefalopati ve
koagiilopati ile karakterize yiiksek morbidite ve mortalite ile seyreden klinik bir
sendromdur.”

AKY vakalarinin % 50’sinden fazlasinda ilaglar sorumludur. Ornegin; Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)’'nde AKY’nin % 20’sinden, Ingiltere’de ise % 70’inden
parasetamol toksisitesi sorumlu tutulmustur.> * Parasetamol bilhassa son 50 yildir
siklikla kullanilan antipiretik (ates diisiiriicii) ve analjezik (agr1 kesici) bir ilag olup
antiinflamatuar etkisi yok denecek kadar azdir.” Yan etki bakimindan da oldukea
giivenli olmasi ise bu ilacin kullamlabilirligini artirmaktadir.® Parasetamol; etkinligi,
goreceli glivenilirligi, kolay temin edilebilir ve ucuz olmasi dolayisiyla biitiin diinyada
en yaygin kullanilan antipiretik ve analjezik ilaglardan biridir. Bu ilacin kolay temin
edilebilirligi, bilingsiz kullanilmasina sebep olmakta ve bunun sonucunda da pek cok
istenmeyen yan etkiler ortaya c¢ikmaktadir. Ayrica bu ilacin kolay temin edilebilir
olmasmin diger bir dezavantaji da intihar amagh girisimlerde kullanilabilirliginin
oldukca yaygin olmasidir.

Bu kadar sik kullanilmasi ve kolay erisilebilir bir ilag olmasi toksisite riskini de
dogal olarak artirmaktadir. Cocuklarda tek seferde 150 mg/kg, eriskinlerde ise 7.5 gr’in
{izerinde alinmasr® veya 24 saat i¢inde ¢ocuklarda 250 mg/kg, yetiskinlerde ise 12 gr’in
iizerinde almmasi” ® parasetamol toksisitesine neden olmaktadir. Parasetamoliin
karacigerde hasarlanma yaptigina dair ¢ok sayida ¢alisma vardir.” > '° Bu nedenle asir1
dozda parasetamol uygulanmasiyla hayvanlarda deneysel olarak karaciger toksisitesi

modeli olusturulmaktadir."!



Oral alimdan sonra parasetamol gastrointestinal yoldan hizli bir sekilde ve
neredeyse tamamen absorbe edilir.'” Onerilen terapotik dozlarda parasetamol alimi
genellikle 1yi tolere edilirken asir1 dozda alinmasi toksisiteye neden olmaktadir.
Terapotik dozlarda alinan parasetamoliin yalniz kiigiik bir boliimii sitokrom p450
enzimi (CYP-450) ile oldukca reaktif bir iirlin olan N-asetil-p-benzokinonimine
(NAPQI) doniisiir. Bu metabolit oldukca reaktif elektrofilik bir molekiil olup diger
intraselliiler proteinlere kovalent baglanarak toksisite olusturur. NAPQI fizyolojik
kosullarda glutatyon (GSH) ile reaksiyona girerek zarar vermeden safra yoluyla
atilmaktadir.'”” '*  Parasetamol toksisitesinin mekanizmas: heniiz tam olarak
anlagilamamasina ragmen yiiksek dozlarda alinmasi ile bu reaktif iirlinlin GSH
depolarimi1  bitirerek karaciger hasar1 olusturdugu ve hepatotoksisitedeki asil
mekanizmasinin bu yolla oldugu diisiiniilmektedir."

Giliniimiizde ¢ogu hastaligin etyopatogenezinde oksidatif stresin rol oynadigi
gosterilmistir. Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine
bozulmasi ile organizmada hasar olugsmaya baslar. Biyolojik yapilarda olusan oksitleyici
hasarlarin sebebi serbest radikallerdir. Oksidan bilesikler ve asir1 oksitleyici stresin
sebep oldugu serbest radikal {liretiminin artmasi1 veya viicuttaki siipiirme kabiliyetinin
azalmas1 nedeniyle oksidatif hasar olusur. Serbest radikaller olan; siiperoksit radikali
(O27), hidroksil radikali (OH’) ve nitrik oksit radikali (NO') elektriksel olarak yiiklii
olup, hiicre membrani i¢inden gecerek hiicrelere saldirir boylece viicuttaki niikleik
asitler, proteinler ve enzimler ile reaksiyona girerek membranda hasara neden olur."
Parasetamol toksisitesi sonucunda oksidatif hasarin arttigi ve buna bagli membran
hasar1 sonucu alanin amino transferaz (ALT) ve aspartat amino transferaz (AST) gibi
enzimlerin seviyesinde artis oldugu, GSH depolarinin tiikendigi ve NAPQI gibi reaktif

elektrofilik molekiillerin seviyesinin arttig1 belirtilmistir.



Parasetamol toksisitesinin tedavisinde kullanilan yontemler arasinda; nazogastrik
tiip, oral yolla uygulanan aktif komiir, gastrointestinal dekontaminasyon, uygun
zamanda NAC kullanimi bulunmaktadir.'® Parasetamoliin indiikledigi toksisiteye karst
NAC’nin hepatotoksisitedeki koruyucu etkisinin yiiksek oldugu bilinmektedir. NAC,
sisteinin oncii bir bilesigidir ve tedavi igin klinikte en yaygmn kullanilan ajandir. In vitro
ve in vivo c¢alismalar NAC’nin bir glutatyon prekiirsorii olarak rol oynadigini
gostermistir. NAC hastalara intraven6z ya da oral yolla verilerek GSH sarj1 saglamaya
calisiimaktadir.'”™ 8

Giiniimiizde bu tedavi yontemlerinin yani sira ¢esitli alternatif tedavi yontemleri
ile ilgili calismalar da devam etmektedir. Alternatif tedavi gliniimiizde tiim diinyanin
kabul ettigi bir yaklasimdir. Alternatif tedavilerin en eskilerinden baslicas1 bitkisel
tedavidir. Bu kapsamda giiniimiizde antioksidan 6zellik gosteren bitki ekstrelerine olan
ilgi her gecen giin artarak devam etmektedir.

Tibbi maksatla kullanilan bitkilerden biride Nigella sativa L. (NS)’dir. Halk
arasinda ¢orek otu olarak bilinen, Ranunculaceae (Diiglin ¢igegigiller) familyasindan
Nigella tiirtidiir. Bitkinin kapsiil igerisindeki tohumu, besin olarak kullanilir. Bitki,
ismini tohumlarinin siyah renginden almistir. Icerigindeki sabit ve ugucu yaglarda giiclii
antioksidan aktiviteye sahip flavonoidler bulunur.'> '

In-vitro arastirmalar, NS tohum ekstresinin yilan ve akrep zehirlerinin hemolitik
etkisini Onledigini, eritrositleri lipit peroksidasyonuna, protein denaturasyonuna,
hidrojen peroksit (H,0,)'in sebep oldugu artan ozmotik kirilganliga kars1 korudugunu
ve laringeal karsinoma hiicrelerini, lipopolisakkarit veya kortisol tarafindan indiiklenen
apoptozisten korudugunu gostermistir.'”> NS'deki ugucu ve sabit yagin hepatoprotektif

etkisi CCly ile indiiklenen modelde test edilmistir. Karacigerin histopatolojik

incelenmesi sonucunda belirgin bir hepatoprotektif etki saptanmistir.”



NS’nin hepatoprotektif etki gostermesi, antioksidan aktivite gostermesi, lipid
peroksidasyonunu baskilamasi ve lipooksijenaz aktivitelerini inhibe etmesi nedeniyle,
parasetamole bagli olusan oksidatif hepatotoksik hasarin NS ile geri dondiiriilebilecegi
diisiincesiyle bu calisma planlanmistir. Bu calismadaki amacimiz; ratlarda
parasetamolle olusturulmus karaciger toksisitesinde antioksidan 6zelligi olan NS etanol
ekstresinin etkilerinin biyokimyasal olarak incelenmesidir. Bu amagla parasetamol
toksisitesi olusturulmus ratlarda NS etanol ekstresi uygulamasi sonucu elde edilen
serumlarda karaciger fonksiyon testleri olan ALT, AST ve enflamasyonun 6nemli bir
gostergesi olan tiimor nekrotizan faktor-alfa (TNF-a) diizeyleri dlgiilecektir. Karaciger
dokusunda ise oksidatif stres hasarmmin 6nemli belirtegleri olan siiperoksit dismutaz
(SOD) enzim aktivitesinin yani sira malondialdehit (MDA) ve GSH seviyelerinin de
nasil etkilendigi deney kontrol gruplar1 (Saglikli, Saghkli + NS 1000 mg/kg,
Parasetamol 2 gr/kg ve Saglikli + NAC 140 mg/kg kontrol gruplar) ile karsilagtirmali

olarak degerlendirilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Zehirlenmeler

Zehirlenmeler ¢ok eski caglardan beri toplumlar1 yakindan ilgilendiren onemli
sorunlardan biri olmustur.”* Herhangi bir kimyasal, fiziksel veya organik madde
sindirildiginde, solundugunda, emildiginde (absorbsiyonunda) veya enjekte edildiginde;
kiiciik miktarlarda bile kimyasal etkileri ile yapilara zarar verebilir ve fonksiyonlari
bozabilir. Bu etkiye sahip maddeye zehir, olaya ise zehirlenme denilmektedir.”’

Zehir terimi ilk kez Ingiliz literatiiriinde milattan sonra 1230 yillarinda icerigi
olimciil olabilen ilaclari ve ilag dozlarmi tamimlamak icin  kullanilmigtir.*®
Paracelsus’un ilk kez tanimsal olarak dile getirdigi “her madde zehir oOzelligi
gosterebilir ancak ilag ile zehri birbirinden ayiran dozudur” tanimi ile aslinda birgok
maddenin zehirsel 6zellik tasiyabilecegi anlagiimaktadir.”” Zehirlenmeler acil servislere
yapilan basvurularin 6nemli bir bélimiinii olusturmaktadir.”® Zehirlenme vakalarina
bakilacak olursa en sik neden olarak intihar, keyif saglama ve bagka bir kisiye zarar
verme amagh sehven veya kaza sonucu ve kronik ila¢ kullanimi sirasinda sekillendigi
bildirilmektedir. Yapilan bir arastirmada acil servislere bagvuran hastalarin % 59.6’sinin
ilag zehirlenmeleri oldugu, bunlarin % 43'liniin ise agr1 kesici ila¢ kullanimi ile
gergeklestigi  belirlenmistir.”’ Bunlarin haricinde temizlik maddeleri (% 26.2),
hidrokarbonlar (% 7.3), besinler (% 7), insektisitler (% 6.7), karbonmonoksit (% 1.7) ve
diger maddeler (% 5.9) de sik zehirlenme nedenleri arasinda sayilabilir. Zehirlenmenin
basari ile tedavi edilebilmesi i¢in zehirlenmeye yol agan etkenin belirlenip toksisitesinin
tam olarak belirlenmesi gerekir. Zehirlenme yapan etkenlerin olduk¢a az kismina karsi
spesifik antidot bulunmaktadir. Zehirlenme olgularinin ¢ogunda aktif komiir uygulamasi
gibi genel tedavi yontemlerinin yani sira semptomatik tedaviye yonelik uygulamalar da

yapilmaktadir.*



2.2. Insan Karaciger Anatomisi ve Fizyolojisi

Insan karacigeri yaklasik 1.5 kg agirligindadir ve metabolizmanin énemli bir
orgamidir.”' Karaciger viicut agirliginin yaklasik 1/50’ini kapsamaktadir.®® Karinda sag
ist kadran1 doldurur ve karacigerin biiyiik bir boliimii gégiis kafesi ile korunmaktadir.
Karaciger peritonla kapli bir organ olmakla beraber safra kesesi yatagi, porta hepatis ve
arka ylizeyde vena cava inferior’un sag komsulugundaki diyafram ile temas halinde
olan bolge (¢iplak alan) peritonsuzdur. Bu periton elastik ve kollajen liflerden olusan
giiclii bir bag dokusu halindedir ve bu sekilde Glisson kapsiilii olarak adlandirilan
kapsiilii olusturur.™

Karaciger, sindirim kanalindan emilen besinlerin islendigi ve viicudun diger
kisimlar1 tarafindan kullanilmak {izere depolandigi bir organdir. Ince bagirsaklarda
emilen maddelerden lenf damarlariyla tasinan kompleks lipitler (silomikronlar) disinda
hepsi vena porta yoluyla karacigere ulasir.>> ** Karaciger, kardiyak atimm yaklagik
% 25’1ini alir, boylece dakikada yaklagik 1500 ml kanla sulanir. Bu kan, karacigerin
beden fonksiyonlarini1 saglamada ciddi rol oynayan vendz akim kaynagi portal ven ve
biliyer sistemi besleyen ve karaciger oksijenizasyonunda temel rol alan hepatik arter
olmak iizere iki ana sistem tarafindan saglanir. Organa kanin % 70-80’1 portal venden,
geri kalan béliimii hepatik arterden gelir.’' Karaciger icinde portal veniillere ve oradan
da sinlizoidlere bosalir. Bundan sonra santral vene ulagan kan akimi, hepatik ven
dallarina nihayetinde inferiyor vena cava’ya ulasarak karacigeri terk eder.”® Portal kan
akimi tiim ince bagirsaklarin vendz drenajini saglar. Boylece ince bagirsakta besin
degeri zengin maddeleri ve beraberinde ilaglar1 ve zehirli maddeleri karacigere tasir.
Pankreatik drenajida karacigere girmeden Once saglar. Karaciger zengin sempatik ve
parasempatik innervasyona sahiptir. Sinir lifleri torasik gangliyo, ¢olyak pleksus, vagus,

safra yolu, portal ven ve hepatik arter pleksusunu olusturan sag frenik sinirden meydana



gelir. Arterler daha ¢ok sempatik lifler, safra yollar1 hem sempatik hem de parasempatik
liflerle innerve olur. Miyelinize olmayan sempatik lifler hepatositlere dalciklar
gonderir.*

Karacigerin temel yapi elemani, karaciger epitel hiicreleri olan hepatositlerdir.
Bu epitel hiicreleri, birbirleriyle baglantili plaklar halinde gruplandirilmislardir. Isik
mikroskobu kesitlerinde, ‘“karacier lobiilii” olarak isimlendirilen yapisal birimler
gorilebilir. Parankimde hepatositlerin disinda Kupffer hiicreleride (siniizoidal
makrofajlar) bulunmaktadir’' 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.
Zon 3: Terminal hepatik ven (santral ven ) ¢evresindeki bolgeyi kapsar.

2.3. Rat Karacigerinin Anatomisi

Ratlarin karacigerleri; sol lateral - sol medial, sag lateral - sag medial ve kaudal
loblardan olugsmaktadir. Karaciger kapsiilii, her lobu ayr1 ayr1 sarmakta olup loblar
sadece porta hepatis diizeyinde birlesmektedirler. Kaudal lob, sol lateral lobun inferior
yiizeyine bir periton yapragi ile yapigsmaktadir. Portal ven, hepatik arter ve safra
kanallar1, her lob i¢in porta hepatis diizeyinde ve karaciger parankiminin hemen diginda
dallanmaktadir. Ratlarda, safra kesesi yoktur ve uzun bir safra kanali, pankreas
tizerinden duedonuma dokiiliir. Sol lob ve orta lob, tek lob seklindedir ve orta lob round
ligamanimin yapistig1 derin bir centie sahiptir. Sag lob, iki kiigiik alt loba ayrilir.

Kaudal lob ise, parakaval ve spiegel loblarina ayrilir. Sag - sol ve kaudal lob, bir portal



dala sahipken; orta lob iki portal dala sahiptir. Sol lob ile sag lobun bir kismi, kaudal
lob, bir biiyiik hepatik vene drene olurken, orta lob ii¢ hepatik vene drene olmaktadir.”’

Rat karacigeri ve insan karacigerinin temel yapilari, benzerlik gdsterir. Rat
karacigerinin loblari, insan karacigerindeki su segmentlere benzetilebilir:*’
Sol lob: Segment 2
Orta lob: Segment 3, 4, 5, 8
Sag lob: Segment 6, 7

2.4. Akut Karaciger Toksisitesi

AKY; oOnceden herhangi bir karaciger hastaligi bulunmaksizin karaciger
fonksiyonlarinin aniden, tam veya tamamina yakin bir sekilde kaybiyla karakterize,
hepatik ensefalopatinin de eslik ettigi bir durumdur.' ilaclara bagh gelisen toksisite akut
karaciger hasarinin en sik rastlanan sebeplerinden biri olarak tanimlanabilir. Bunun
nedeni karacigerin bir¢ok ila¢ veya kimyasal ajanin metabolizmasi i¢in temel organ
olmasidir. Hepatotoksisite ¢ok cesitli klinik durumlarda karsimiza cikabilir ki bunlar
akut, kronik ve fulminan hepatit olabilecegi gibi siroz ve tiimor seklinde de olabilir.
Toksik hepatitler klinik olarak farkli tablolarda karsimiza c¢ikabilir. Akut hepatitlerin
% 10’unu, fulminan hepatitlerin % 10-20’sini olusturuken kronik hepatit ve sirozun
ancak % 1’inden sorumludur.®® *° AKY mortalitesi karaciger transplantasyonunun
kesfinden 6nceki dénemde % 80°nin iizerinde iken,” giiniimiizde posttransplant
dénemde yasam oran1 % 65’in iizerinde oldugu bilinmektedir.*' 1946 yilinda Luke ve
Mallory, ABD ordusunda ortaya ¢ikan sarilik salginlarinda goriilen fulminan seyirli
olgular1 incelemis ve hizla 6liimle sonuglanan akut tip ve daha yavas seyirli ancak
oldukca kotii prognoza sahip olan subakut tip olmak iizere hastaligin iki klinik tipini
tarif etmislerdir.** Fulminan karaciger yetersizligi deyimi ilk kez 1970 yilinda Trey ve

Davidson tarafindan kullanilmis ve Oncesinde herhangi bir karaciger hastaligi



olmaksizin, agir karaciger hasar1 sonucu, semptomlarin baslamasindan itibaren 8 hafta
icinde hepatik ensefalopatinin gelismesiyle karakterize tablo fulminan karaciger
yetersizligi olarak tanimlanmistir.* Bernuau ve arkadaslari sariligin ortaya ¢ikisindan
itibaren hepatik ensefalopati gelisene dek gegen siire 2 hafta ise fulminan karaciger
yetersizligi, 2-12 hafta arasinda ise subfulminan karaciger yetersizligi olarak
tanimlamuslardir.** Gimson ise, 8-24 hafta arasinda ensefalopati gelisen olgulari geg
baslangich karaciger yetersizligi seklinde tammlamustir.* 1993’te King’s Collage grubu
konuyu 3 kategoride ele alarak yeni bir siniflama 6nermistir: hiperakut, akut ve subakut
karaciger yetersizligi. Siiper infeksiyonlar 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.*

AKY’nin etiyolojisi bolgelere gore degisiklikler gostermektedir. Etiyolojik
faktorler iilkelerin cografik yerlesim ve sosyoekonomik durumlarina gore
degismektedir. Viriisler ve ilaclar etiyolojik faktorlerin biiyiik bir kismini olustururken,
% 19 oraninda da hastalarda herhangi bir neden saptanamamaktadir. Hepatit viriisleri
genellikle gelismekte olan iilkelerde AKY’ye neden olurken, ABD ve Avrupa’da ise
cogunlukla ilaglar AKY’ye neden olmaktadir.*’ Parasetamolin ABD ve Avrupa’da
kullanim1 ¢ok yaygindir ve asirt dozda alimi AKY’ye yol acar.”® ABD’de AKY ’nin
% 20’sinden, Ingiltere’de ise % 70’inden parasetamol toksisitesi sorumludur.® *
Ulkemizde ise ilk sirada hepatit viriisleri, ikinci sirada ise toksinler ve ilaclar yer

almaktadir. AK'Yye neden olan 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

[lag/toksin nedenli hepatotoksisite Parasetamol, amanita zehirlenmesi, tetrasiklin,
Basillius cereus, CCly

Idiosenkrazik ilag reaksiyonlar1 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 yaglh karacigeri,
HELLP sendromu

Diger nedenler Otoimmiin hepatit, malign infiltrasyon, sepsis,

sicak carpmasi, kriptojenik

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

Parasetamol toksisitesinde erken donemde antidot olarak NAC kullanilir ise,
efektif bir sekilde azalmis olan GSH depolarini doldurarak parasetamoliin toksik
metaboliti olan NAPQI’nin yaptig1 hepatotoksisiteyi ve AKYyi énler.* NAC bir GSH
prekiirsoriidiir, GSH depolarim1 ve stilfat konjugasyonunu arttirir ve GSH gibi etki
ederek toksik metabolit olan NAPQI’ya baglanir. Parasetamol toksisitesini takiben 8-10
saat i¢erisinde uygulanirsa ciddi hepatotoksisite bu sekilde onlenebilir. Eger hastalarda
AKY gelismisse, komplikasyon ve 6liim riski % 30’lara kadar ulagmaktadir.'® Boylece
bu hastalara erken donemde NAC tedavisi uygulanarak mortalite orani biiyiik oranda

onlenebilir.*’
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2.5. Parasetamol (Asetaminofen)

Para-aminofenol tlirevi olan parasetamol ayni zamanda asetaminofen ve N-
asetil-P-aminofenol (APAP) olarak da bilinmektedir (Sekil 2.1.). Yaygin bir sekilde agr
kesici ve ates diisiiriicii ajan olarak kullanilmaktadir.”® Parasetamol bu grubun diger bir
iiyesi olan fenasetinin aktif metabolitidir. Fenasetinden farkli olarak parasetamoliin

herhangi bir sekilde karsinojenik oldugu gt')s‘[erilememistir.50

H
N CH3
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P-Hidroksiasetanilid ( Parasetamol)

Sekil 2.1. Parasetamoliin molekiiler yapis1

2.5.1. Parasetamol’iin Tarihgesi

Harmon Northrop Morse 1877 yilinda p-nitrofenol’ii asetik asitle indirgeyerek
parasetamolil ilk sentezleyen kisidir, fakat parasetamoliin klinik kullanima girmesi
1887°de Von Mering tarafindan gergeklestirilmistir.”® 1870’li yillarda bulunmasina
ragmen 1960’11 yillara kadar yaygin bir kullanim alanimna sahip degildir. Parasetamoliin
analogu olan fenasetin o donemde daha yogun kullanilmistir fakat bu analog
nefrotoksisiteye neden oldugundan yerini parasetamol igerikli analjeziklere

' Brodie ve Axelrod 1948 yilinda yapmis olduklari ¢alismalarda

birakmistir.”
parasetamoliin asetanilid gibi toksik etkilere sahip olmadigini bildirmislerdir.>® ilk kez
1955 de ‘Tylenol’ adi altinda ABD’de, 1956 yilinda ise ‘Panadol’ ve c¢ocuklarin

kullanim1 i¢in ‘Panadolelixir’ ticari isimleriyle Ingiltere’de piyasaya siiriilen

parasetamol agr1 kesici ve ates diisiiriicii olarak kullanilmustir.® Parasetamol, etkinligi ve
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goreceli gilivenilirligi dolayisiyla biitiin diinya ¢apinda en yaygin sekilde kullanilan
antipiretik ve analjezik ilaclardan biridir.” Genis terapdtik indeksi ve yan etki
bakimindan da oldukca giivenli olmasi bu ilacin kullanilabilirligini artirmaktadir.

Giliniimlizde parasetamol kullannmi o kadar artmustir ki artik marketlerin
raflarinda bile gérmek sasirtict olmaktan ¢ikmistir. Ingiltere’de 7000 anne iizerinde
yapilan bir ¢alisma % 84 liniin yeni dogan ¢ocuklarina ilk 6 ayda parasetamol verdigini
gostermistir.® Parasetamolin ABD’de ve Avrupa’da kullanimi oldukca yaygindir.*®
ABD’de 100 milyon insan senede en az bir kez parasetamol almakta, 50 milyon insan
ise haftada bir kez parasetamol iceren liriin kullanmaktadir ve bu iriinlerin % 70’1
tezgah {istii yani OTC (Over-The-Counter) olarak satilmaktadir. Yukarida da
bahsettigimiz gibi etkinligi, goreceli giivenilirligi ve kolay ulasilabilir olmasinin yani
sira yan etki bakimindan da oldukga giivenli olmasi sebebiyle yaygin olarak
kullanilmas1 aklimizda zehirlenmeler ve toksisite gibi bazi soru isaretleri birakmaktadir.

2.5.2. Farmakokinetik ve Metabolizma

Parasetamol toksisitesini anlayabilmek i¢in bu ilacin farmakokinetik ve
metabolizasyonununda bilinmesi gerekmektedir. Parasetamol oral alindigi zaman
gastrointestinal yoldan hizli ve neredeyse tamamen emilir ve biyoyararlanimi % 79-89
arasinda degismektedir.”® Yarilanma 6mrii 2 saat olan parasetamol, kan pik diizeyini 2.
saatte elde eder.”® Plazmada olduk¢a genis bir dagilim hacmine sahip olup total
metabolik klirensi 440 ml/dk’dir. Plazma proteinlerine baglanmasi zayiftir. Plazma yari
omrii 1-4 saattir. Parasetamoliin plazma konsantrasyonu ile analjezik etki giicii arasinda
direk bir korelasyon mevcuttur. 10 pg/ml plazma konsantrasyonu analjezik etkisinin
olugmasi i¢in yeterlidir. Minimum efektif doz i¢in alinmasi gereken oral doz 1 gr iken
maksimum etki 1.5-2 gr ile saglanabilir. 6-8 saatte bir alinan ortalama doza ragmen

istenilen analjezik diizeye ulagilamayabilir. Giinliik doz ise 60-90 mgkg ile
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sinirlandirilmalidir. Kronik alkoliklerde ve izoniazid tedavisi alanlarda doz % 30 ila
% 50 arasinda azaltilmaldir.”’

Parasetamol baslica karacigerde metabolize edilir. Burada siilfat ve glukronid ile
konjuge olarak inaktif bilesiklere ¢evrilir ve sonra bdbreklerden atilir. Idrarla
parasetamoliin % 2-4’li degismemis olarak, % 85-90’1 ise glukronid veya siilfat
bilesikleri olarak idrarla atilir. Terapotik dozun yaklasik % 4-6’s1 kadar kii¢iik bir kismi
hepatik CYP-450 enzim sistemi yoluyla metabolize edilir. Parasetamoliin toksik etkileri
alkilleyici bir metaboliti olan NAPQI’ya baglidir. Toksisitede parasetamolden daha ¢ok
NAPQI sorumludur. Klinik dozlarda bu toksik metabolit hizla GSH siilfidril gruplar ile
birleserek toksik olmayan bir konjugata déniisiir ve bobrekler yoluyla viicuttan atilir.”
Yiiksek derecede polar olan glukronid ve siilfat konjugatlar1 aktif sekilde tiibiillerden
sekrete edilir. Ortalama eliminasyon yar1 dmrii prematiire infantlarda artig gosterir, yeni
doganlarda 4-5 saat arasinda degisir.”

Parasetamoliin solunum, kardiyovaskiiler sistem ve asit-baz dengesi iizerinde
belirgin bir etkisi yoktur. Midede irritasyon ve kanama yapmaz. Protrombin sentezini
fazla etkilemez. Parasetamol, aspirinden farkli olarak iirik asit itrahini etkilemez ve
iirikoziirik ilaglarin etkinligini azaltmaz.*®

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

a) Oksidatif stres teorisi: Yiiksek doz parasetamol aliminda olusan NAPQI,
hiicrelerde reaktif oksijen iiriinleri olusumuna, bu da lipit peroksidasyonuna neden
oldugundan, GSH eksikligine, dolayisiyla hepatositte protein sentezi ve hiicre igi
kalsiyum (Ca™) dengesi bozuklugunun ortaya ¢ikmasina neden olur.”*

b) Kovalent baglanma teorisi: Parasetamol yiiksek dozlarda alindiginda,

karacigerin detoksifikasyon sistemleri doymus hale gececeginden, baglayict GSH
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bitecek, asir1 NAPQI ortaya cikacak, bu da deoksiriboniikleik asit (DNA) ve protein
tiyol gruplarina kovalent baglanmak suretiyle, hepatositlerde hasar olusturacaktir.*®®!

2.5.3. Farmakolojik Etkileri

Parasetamol, enflamasyonun s6z konusu olmadigi hafif ve orta siddetli bas
agrisi, dis agrisi, miyalji, dismenore, nevralji, kemik eklem agrilar1 ve postoperatif
agrilarin hafifletilmesinde kullanilir.* Parasetamol gii¢lii analjezik ve antipiretik etkileri
olan ancak ¢ok diisiik antiinflamatuar etkiye sahip bir ilagtir. ** ® Terapotik etkisi
cabuk baglar ve kisa siirer. Trombosit fonksiyonunu etkilemez ve kanama zamanini
uzatmaz. Kardiyovaskiiler ve solunum sistemine iliskin toksik etkiler gostermez ve asit-
baz dengesini bozmaz. Oral antikoagiilan kullanan hastalarda daha iyi bir alternatif
olabilir. Antiinflamatuar etkinligin gerekmedigi endikasyonlarda kullanilabilir.
Parasetamol analjezik ve antipiretik etki i¢in giinde 3-4 kez 0.5-1 gr dozda kullanilir.
Parasetamol ayrica kafein, efedrin, kodein ve antihistaminiklerle kombine edilerek
antigribal olarak da kullanilmaktadir.®?

Endikasyonlarindan da anlasilacagi iizere parasetamol yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu ylizden etki mekanizmasmin da iyi bilinmesi gerekmektedir.
Yapilan bazi ¢alismalarda parasetamoliin merkezi sinir sistemi (MSS) iizerinden santral
siklooksijenaz (COX) inhibisyonu ve serotoninerjik sistemle indirekt etkilesim yoluyla
etki ettigine inamlmaktadir.® Primer olarak MSS iizerinde santral COX inhibisyonu ve
serotoninerjik sistemle indirekt etkilesim yoluyla etki ettigine inanilmakla beraber,®
parasetamoliin MSS iizerine etki mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamistir.
Lim ve arkadaslan® yaptiklari bir ¢alismada, kopegin dalagma enjekte ettikleri
bradikininin etkisini parasetamoliin engelledigini tespit etmislerdir. Yapilan bu
caligmada parasetamoliin agr1 kesici etkisinin santralde degil de periferde prostaglandin

sentezini inhibe ederek ortaya koydugu gosterilmistir. Parasetamoliin analjezik ve
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antipiretik etkisi MSS'de prostaglandin sentezini baskilamasiyla aciklanabilir.
Parasetamoliin MSS’deki agr1 yolaklar1 iizerinde farkli nosiseptif mekanizmalarla da
etkili oldugu ileri siiriilmektedir. MSS’de prostaglandin olusumunu engellemenin yani
sira agr1 mediatorleri tarafindan duyarlilastirilan sinir uglarinda impuls olusumunu
onler. P maddesi veya glutamat reseptor agonisti N-metil-D aspartat (NMDA) yoluyla
uyarilan spinal hiperaljeziyi, nitrik oksit sentetaz (NOS) blokajinin ve spinal
serotoninerjik mekanizmalarin da aracilik ettigi mekanizmalarla engelliyor olabilecegi
de ileri siiriilmiistiir.** Ayrica parasetamol idrardaki prostaglandin metabolit seviyelerini
distirmektedir fakat plateletlerde ve mide mukozasinda prostaglandin sentezinde
herhangi bir azalmaya yol agmamaktadir.**

Periferik dokularda ise zayif bir COX inhibitoriidiir. Bu nedenle enflamasyonun
gelisiminde rolii olan prostaglandin sentezini etkilemez. Periferik enflamasyon iizerine
nonsteroid antiinflamatuarlara (NSAI) gore zayif etkilidir. Etki mekanizmasinin heniiz
aciklanamamis olmasi, yapist ve endikasyonlar1 farklilik gosterdigi icin NSAI sinifina
dahil edilemez. Parasetamol hem COX-1’in hem de COX-2’nin in vitro olarak zayif bir
inhibitorii oldugundan, heniliz tanimlanmamis bir COX formunu inhibe ederek etki
gosterdigine dair diisiinceler vardir.®®” Bilinen COX-1 ve COX-2’den farkli bir COX
enzim varyantinin parasetamol tarafindan selektif olarak bloke edildigi 2002 yilinda
rapor edilmistir. Bu enzim sadece beyin ve spinal kordda tespit edilmis ve COX-3
olarak adlandirilmistir.’® Ancak COX-3 izoformunun var olup olmadigi hakkinda
yapilan arastirmalar hala devam etmektedir ve bu konuda heniiz kesin bir bulgu elde
edilememistir. Arastirmacilarin birlestigi ortak nokta COX-3 olarak adlandirilan ve yeni
bir COX formu oldugu disiiniilen bu enzimin parasetamoliin etki mekanizmasi ile
65, 69

iligkili olabilecegidir. Hayvan g¢aligmalarinda farkli doku homojenatlarindaki COX

enzimleri, parasetamoliin inhibitér aktivitesinde farkli sonuglar vermektedir. Bazi
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arastirmacilar bu durumun COX enziminin ikiden fazla izoformu olduguna dair bir
kanit teskil ettigini diisiinmektedirler. Yiiksek doz NSAI ile indiiklenen bir COX-2
varyantinin parasetamol tarafindan yliksek derecede inhibe edildigi bazi caligmalarda
gosterilmistir. Bu nedenle Botting ve arkadaslar1® COX-3’iin COX-2yi kodlayan ayni
genin bir iirlinii oldugunu ancak farkli molekiiler 6zelliklere sahip olabilecegini
belirtmistir. Baz1 arastirmacilar ise COX-3’iin COX-1 varyant1 oldugu diislincesine
sahiptir ve bu nedenle COX-3 yerine COX-1 olarak adlandirilmasinin COX varyantlari
arasindaki iliski agisindan daha dogru bir terminoloji olacagini belirtmektedirler.* ® ¢
Ancak giiniimiizde literatiirde kayitli, insanda var olan bagimsiz bir tigiincii COX geni
ile ilgili kesin bir bilgi bulunmamaktadir.* ®’

Pini ve arkadaslarmin™ yayinladigi bir c¢alismada ratlara parasetamol
verilmesinin serotonin biyoyararlanimini artirdigi gosterilmistir. Fakat bu mekanizma
tam olarak bilinmiyor ve insanlarda heniiz test edilmemistir.

2.5.4. Parasetamoliin NSAI ve Opioid Analjeziklerle Karsilastirilmasi

Parasetamoliin asetil salisilik asit (ASA) (Aspirin) ve ibuprofen gibi
antiinflamatuar 6zellikleri yoktur ve yukarida da belirtildigi gibi NSAI sinifinin iyesi
degildir. Klinik dozlarda mideye irritan degildir, kan pihtilagmasim1 ve bdbrek
fonksiyonlarini etkilemez. ASA kanin pihtilasmasini azaltirken, parasetamol etkilemez.
Parasetamol gebelikte klinik dozlarda kullanilabilir. NSAI ilaglar gibi fetal duktus
arteriosusun kapanmasini etkilemez. Sucicegi gibi viral enfeksiyon geciren ¢ocuklarda
ASA orneginde oldugu gibi REYE sendromuna yol agmaz. Opioid analjeziklerden

farkl1 olarak ofori yapmaz ve duygu durumunda degisiklige yol a¢maz. Ayrica

bagimlilik, tolerans ve gekilme bulgulari izlenmez.”"
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2.5.5. Parasetamoliin Yan Etkileri

Parasetamol tedavi dozlarinda kullanildiginda genellikle 1yi tolere
edilebilmektedir. Nadir de olsa alerjik cilt reaksiyonlar1 (kizariklik, dokiintii), alerjik
ilag atesi, hematolojik bozukluklar, hipoglisemi ve bobrek yetmezligi gibi yan etkiler
goriilmektedir.”

Hepatotoksik etkisi beslenme bozuklugu, karaciger hastaligi ve kronik alkol
kullanimiyla artabilir. Eriskinlerde giinliik doz 4 gr’1 asmamalidir.*> Parasetamoliin
terapotik dozlarda kullanimiyla bile hepatotoksik etkiler goriilebilmektedir. Ozellikle
cocuklarda ve alkoliklerde kullanirken daha dikkatli olunmalidir. Epidemiyolojik
caligmalar parasetamol kullanimiyla renal hastaliklar, gastrointestinal problemler ve
astim arasinda iliski oldugunu gostermektedir.” Parasetamol, fenasetinin bir metaboliti
olmasima ragmen methemoglobinemi ve hemolitik anemi nadiren olusur. Uzun siire
kullanildiginda analjezik nefropatisi riskini artirir.”® Daha yiiksek dozlarda kullanildig:
zaman bas donmesi, huzursuzluk ve yonelim bozukluguna yol agsa da parasetamoliin
toksik dozunda en ciddi yan etkisi 6liimcil olabilen hepatik nekrozdur. Bu durumda
bulanti, kusma, ishal ve karin agris1 gibi belirtiler ortaya ¢ikmaktadir. Bu etki az da olsa
normal kullanim sonrasinda da ¢ikabilmektedir. ASA’nin yapmis oldugu hepatik hasara
gore daha tehlikeli olup tedavisi daha da zordur.”

2.6. Parasetamol Toksisitesi

Karacigere zarari olan ve toksik olarak kabul edilen binden fazla madde
sayilabilir. Bu maddeler terapotik amagh kullanilabilecegi gibi intihar girisimlerinde de
kullamilabilir. Intihar amagli en ¢ok kullamilan ilaglardan biri de parasetamoldiir.”® *% 7
7 Fenasetinin bir metaboliti olan parasetamol tiim diinyada 1950°li yillardan beri yaygin

6,76

olarak kullanilmaktadir.™ ™ Toksik etkileri fenasetinden daha az goriildiigii i¢in tedavide

daha ¢ok kullanilmaktadir.”* Parasetamol kullamim sikliginin artmast ve asir1 doz
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alimlar1 karaciger toksisitesi ve 6lim oranlarinda artis gostermistir.’® ABD Zehir
Kontrol Merkezi’nin raporuna gore her yil bilingli veya bilingsiz kullanim sonucu
100.000’in iizerinde parasetamol zehirlenmesi meydana gelmektedir.”> 7’ Tiim diinyada
ilaca bagl 6liimciil akut karaciger nekrozunun en basta gelen nedeni de parasetamoldiir.

[laca bagl hepatotoksisite intrinsik ve idiyosenkrazik olarak 2’ye ayrilmaktadir.
Karacigerde toksik etkiye yol acabilen baslica mekanizmalardan ilki intrinsik
mekanizmadir.”® * Intrinsik hepatotoksisitenin mekanizmasi direkt veya indirekt yolla
olabilir. Direkt intrinsik hepatotoksisite; ilacin direkt kendisi veya metabolitinin doza
bagli olarak olusturdugu hepatotoksisitedir. Bu mekanizma onceden tahmin edilebilir,
doza bagimhidir, asir1 dozda bazi ilaclarin alimi ile ortaya ¢ikmasi karakteristiktir ve
deneysel ¢alismalarla gosterilebilir. Kimyasal maddeler veya metabolitleri direkt etki ile
hiicrelerde ve organellerde yapisal bozukluklar yapabilir. indirekt intrinsik etkiyle ise
bazi metabolik yollarla iligki kurarak veya immun mekanizmalarla zarar verebilir. Bu
yolla etkili ilaglar arasinda parasetamol de bulunmaktadir. Ikinci mekanizma ise
idiyosenkrazik tip olarak tanimlanip, heptotoksisitenin en sik gériilen formu olup, kisiye
gore onceden tahmin edilemeyecek reaksiyonlarla karakterizedir. Bu tip reaksiyon doza
bagl degildir ve deneysel ¢alismalarla gosterilemez. ilag alimi ile karaciger hasarinin
cikmasi arasinda ¢ok uzun zaman gegebilir ve diger karaciger hastaliklarina ¢ok benzer
klinik ve histolojik ozelliklere sahip olabilir. Bu yolla ekili ilaglara 6rnek olarak
diklofenak ve ASA gbsterilebilir.*®*%

Parasetamol, baz1 kimyasal reaksiyonlarn aracilik ettigi ve karaciger epitel
hiicreleri arasinda meydana gelen etkilesimler sonucunda, karaciger dokusunda nekroza
yol agmaktadir. Bu ajana, “dogrudan hepatotoksin” de denmistir.”’ Prostaglandin
sentezi lizerinde baz1 etkileri olmasina ragmen etki mekanizmas1 agiklik

kazanmamustir.*® Parasetamol glukoronik asit ve siilfat konjugasyon reaksiyonlariyla
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hepatik metabolizmalarla karacigerde detoksifiye edilir. Bununla birlikte parasetamol
sitokrom p450 sistemiyle NAPQI olarak bilinen toksik bir metabolite
déniistiiriilmektedir.”® " Normal dozlarda alinan parasetamoliin metabolize edilmesi
sonucu olusan NAPQI’y1 viicut detoksifiye edebilir. Ancak yiliksek dozlarda alindigi
zaman NAPQI'nin detoksifiye edilme kapasitesi diismektedir. Yiiksek doz parasetamol
alindiginda; detoksifikasyon kapasitesinin disinda kalan NAPQI, karaciger hiicresi
proteinlerine kovalent bagla baglanip hepatik nekroz ile sonuglanan hasara yol agar
(Sekil  2.2.).7°®  Parasetamol metabolizmast sonucu iretilen NAPQI'nin
detoksifikasyonunda GSH rol oynamaktadir.®® Parasetamoliin yiiksek dozda almmasi
sonrasinda metabolitlerin miktarinda artis olur. Bu durumda, GSH agiga c¢ikan fazla
miktardaki NAPQI molekiiliinii baglayamaz ve bunun sonucunda artan NAPQI toksik
cevabi baslatarak GSH depolarinda azalmaya neden olur.*”®' Parasetamol toksisitesinin
nasil oldugu konusunda yapilan arastirmalarda birgok arastirmaci, olusan NAPQI
tarafindan mevcut GSH depolar1 kullanildiginda, geri kalan reaktif NAPQI’nin hiicresel
hedef proteinlerin stilthidril gruplarina baglanarak toksik etki meydana getirdigi
yoniinde goriis bildirmislerdir.** * Karacigerde parasetamol metabolizmasiyla olusan
NAPQI hiicresel proteinler ile kovalent baglar olusturarak da bu proteinlerin yapilarini
ve fonksiyonlarim1 degistirebilir. Bu hiicresel bozukluklar, kalsiyum ATPaz
aktivitesinde azalmaya yol agar ve sitozolik kalsiyum diizeylerinde artisa yol agar, bu
anormal hiicresel kalsiyum hemostazisi, hiicrenin gegirgenligini degistirebilir ve
membran biitiinliigiiniin kaybina yol agabilir.** Bagisiklik mekanizmalari, bu siirete yer
almaz. Toksik etkiye yol acan mekanizmalar arasinda protein arilasyonu, oksidatif stres,
kalsiyum dengesizligi, transkripsiyon yollarinda meydana gelen degisiklikler, iltihabi
degisikliklere oOnciilik eden sinyaller ve hiicre 6lim yollarinin harekete gecirilmesi

sayllmigtir.®!

19



Parasetamol aracilikli karaciger hasarlanmasi, sadece NAPQI’'nin dogrudan
aciga cikan etkilerine baglanamaz. Yakin ge¢miste yapilan calismalarda, bazi
sitokinlerin ve nitrik oksidin (NO) de bu siiregte rol oynayabilecegine iliskin bulgular
elde edilmistir.*> NO, karacigerdeki parankim hiicrelerinde ve parankimal olmayan
diger hiicrelerde L—arjinin aminoasidinden indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enzimi
araciligyla iiretilen ve yiiksek reaktif oksidan kapasiteye sahip bir bilesendir.*® NO’nun
karacigerde fazla miktarda iiretilmesinin, endotoksin sokunda ve karacigerdeki iltihabi
reaksiyona ve hasarlanmaya iliskin diger modellerde rol oynayan onemli bir unsur
oldugu diisiiniilmiistiir.*’” NO’nun karacigerdeki etkilerinin altinda yatan mekanizma
tam olarak bilinmemesine ragmen, bu bilesenin CYP-450’de azalmaya yol actig,*
karacigerdeki proteinlerin DNA sentezini baskiladigi® ve apopitozun yam sira nekrozu
da uyardig1”® bildirilmistir. Diger yandan, NO’nun antioksidan etkilerinin olduguna dair
yayilar da mevcuttur.”" ** Dolayisiyla, NO’nun karaciger iizerindeki etkileri tek yonlii
degildir ve organizmanin i¢inde bulundugu duruma gore degisebilmektedir.

Ayrica basta HO olmak iizere diger radikaller de ¢oklu doymamis yag asitlerinin
yikilmasina yol agarak lipid peroksidasyonunu baglatabilir ve bunun sonucunda hiicresel
hasar meydana gelebilir. Bu doku hasar1 gostergelerinden biri de lipid peroksidasyonu
sonucu olusan MDA seviyesindeki artistir. Oksidatif hasar hiicresel diizeyde hiicre
membran lipidlerinin peroksidasyonu ile sonuglanir. Bu peroksidasyon sonucunda,
hiicre membran gecirgenligi, akiskanligi, elastikiyeti ve yapisal 6zellikleri bozulur.***

Histolojik incelemelerin sonucunda hepatik nekrozun olusma sikliginin daha ¢ok
CYP-450-MFO (mixed-functionoksidaz = karma fonksiyonlu oksidaz sistemi)
aktivitesinin goriildiigi sentrolobiiler bolgede oldugu goriilmiistiir.”* Oral alimi takiben
toksisite olusturan minimal doz ¢ocuklarda 150 mg/kg ve yetiskinlerde total 7.5 gr’dir.”>

% Onemli toksisitenin oldugu asir1 miktarda alim, 350 mg/kg’dir. Bununla birlikte
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hepatik GSH kaynaklarinda kisisel farkliliklar, GSH’in yeniden yapilma kapasitesi,
CYP-450-MFO aktivitesi ve spontan kusmalar toksisiteyi etkiler. Kronik uygulamada
antihistaminikler, fenitoin, barbitiirat ve diger sedatifler CYP-450-MFO sistemini
uyararak toksisiteyi artirabilir.’”” °® Bunlarin aksine simetidin kullanimi bu sistemi
inhibe eder ve toksisiteden korur.”” Cocuklarda karaciger hasari yetiskinlerden daha az
goriiliir. Bunun nedeni parasetamoliin metabolizmasinin farkliligidir.®” %

Parasetamole bagli gelisen hepatotoksisitede kronik kullanilan diger ilaglarinda
aditif etkilerinin oldugu yapilan klinik ve deneysel g¢alismalarda gosterilmistir. Bu
ilaclar arasinda antikolviilsan ilaglar,” antitiiberkiiloz ilaglar 6zellikle de izoniazid ilk
siralarda yer almaktadir. Ayrica proton pompasi inhibitorii ilaglarindan lansoprazol da
toksisitede az oranda bir aditif etkilesme yapabilmektedir.'*

Uzun siireli aglikta GSH depolarini bosaltarak ve sitokrom p450 2E1 (CYP2E1)
aktivitesini  artirarak ~ parasetamole  bagli  gelisebilecek  hepatotoksisitenin
siddetlenmesine veya erkenden olusabilmesine neden olabilmektedir.'! Ayn sekilde
kronik alkol alim1 da GSH depolarini bitirerek CYP2E1 aktivitesini artirarak kisilerin
parasetamol hepatotoksisitesine duyarliligini artirabilmektedir.'®

Cok nadir olarak akut alinan yiiksek dozu takiben hepatotoksisite ile bobrek
yetmezligi goriilebilir.”® Cok yiiksek doz alan hastalarda nadiren koma ve metabolik
asidoz bildirilmistir. Pankreatit ve diffiiz myokardial nekroz bildirilen vakalar da vardir.
Nefrotoksisite reaktif parasetamol molekiiliine baghdir. Diger atipik hasarlarin
etiyolojisi  bilinmemektedir.'”  Hipofosfatemi,  hipokalemi,  glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz eksikligi olan hastalarda hemoliz ve agraniilositoz nadiren goriilebilir.”®

Serum parasetamol konsantrasyonunun artmasi hepatotoksisiteye neden
olmaktadir. Bununla birlikte kronik doz agiminda toksisite olusmasi i¢in gerekli doz

miktari, siklig1 ve siiresi bilinmemektedir.'*
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%% 85-90 siilfirik asit ‘% 2-4 idrarla atilim

ve glukronik asit ile ||%0 4-6 sitokrom 450
konjugasyon ve karma fonksiyonlu
idrarla atilim oksidaz sistemi
I TOKSISITE
Glutatyon ile konjugasyon Proteinlere baglanir,

ve merkaptiirik asit konjugat1 NAPQI|— hepatosit 6limii ve

olarak idrarla atilim karaciger nekrozu

Sekil 2.2. Parasetamoliin metabolizmasi’®

2.6.1. Klinik Bulgular

Parasetamol zehirlenmesinin semptom ve bulgular1 nonspesifiktir. Kolaylikla
gozden kagabilir veya ¢oklu ilag¢ zehirlenmelerinde diger ajanlarin dramatik etkileriyle
maskelenebilir. Karaciger hasarinin biyokimyasal delilleri 24-36 saate kadar
goriilmeyebilir. Yiiksek doz parasetamol alan tiim hastalarda, hepatotoksisitenin
semptom ve bulgular1 beklenmeden antidotal tedaviye baglanmalidir. Parasetamol
zehirlenmesi 6liimciil karaciger hasari ile sonuglanabilir. NAC ile antidotal tedavi eger
24 saat i¢inde baslatilirsa karaciger nekrozu azaltilabilir veya énlenebilir.*®

2.6.2. Teshis

2.6.2.1. Akut Zehirlenme

Parasetamol agri, ates, soguk alginligi ve nezle gibi durumlarda cok sik
kullanilan, recetesiz alinabilen, giivenli, tedavi dozlarinda kullanildiginda iyi tolere
edilebilen etkin bir analjezik ve antipiretik madde olarak bilinmektedir.”’
Klinik bulgular dort safthada gerceklesir:

1. Satha ilk 24 saatle smirlidir. Bulanti ve kusmaya sik rastlanir. Ozellikle
cocuklarda ve ¢ok yliksek doz alanlarda goriiliir. Bununla birlikte gastrointestinal
semptomlar hafif olabilir ve bazi hastalar asemptomatiktir. Parasetamol direkt kardiyak
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ve respiratuvar bulgu ve semptomlara yol agmaz. Cok yiiksek doz alindiginda MSS
depresyonuna neden olabilir. Hastada semptom ve bulgular varsa, parasetamol digindaki
ilaglarin alim1 da g6z Oniinde tutulmalidir. Cok yiiksek dozlar1 takiben yiiksek serum
laktat seviyesiyle birlikte, artmis anyon agiklig1 ve metabolik asidoz bildirilmistir. Fakat
bu bulgu varsa diger sebepler arastirilmalidir.

2. Satha alimin 24-72 saatleri arasinda gerceklesir. Karaciger toksisitesinin
semptom, bulgu ve laboratuvar delilleri goriiliir. Birinci sathadaki semptomlar kaybolur.
Gegici klinik diizelme goriilebilir. Hastada karaciger biiyiimesi ile sag iist kadranda agr
ve hassasiyet goriilebilir. Baz1 hastalarda pankreatit bulgular1 olabilir. Dehidratasyon
veya parasetamoliin nefrotoksisitesine bagli akut tiibiiler nekroz goriilebilir. Hastalarin
% 25’inde bobrek fonksiyon bozuklugu ve karaciger hasar1 birlikte olabilir.
Transaminaz seviyelerinde artis, biliiribin seviyesinde yiikselme ve protrombin
zamaninda uzama olusur. Nefrotoksisiteli hastalar halk diliyle bogiir agrisi tarifleyebilir.

3. Satha alimin 72-96. saatleri arasinda gecger. Karaciger fonksiyon
bozuklugunun en fazla oldugu sathadir. Hasta semptomatik olmayan bir durumdan,
ensefalopati ve komanin eslik ettigi fulminan hepatik yetmezlik tablosuna kadar bir
degiskenlik gosterebilir. ALT ve AST diizeyleri genellikle 10.000.000 IU/ml’den
yiiksektir. Serum alkalen fosfataz ve glutatyon-s transferaz diizeylerindeki yiikselme
fazla degildir. Serum biliiribin seviyesi 6zellikle de indirekt biliiribin seviyesi artabilir.
Protrombin zamani uzayabilir. Bobrek toksisitesi olusan hastalarda; proteiniiri,
glikoziiri, hematiiri, piyiiri ve graniilosit silindirleri ile serum kan {ire nitrojeni (blood
urine nitrogene) (BUN) ve kreatinin seviyelerinde artma goriiliir. Gebelerde akut alimi
takiben fetal &liim ve spontan abortus bildirilmistir. Oliim olursa genellikle parasetamol
alimmn diciincii ve besinci giinleri arasinda olur. Oliim genellikle ¢oklu organ

yetmezliginden veya karaciger yetmezliginin ciddi komplikasyonlar1 neticesinde olur.
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4. Safha iyilesme veya progresyon ve oliimle sonuglanabilen fulminan hepatit ile
karakterizedir. Iki haftaya kadar uzayabilir. lyilesen hastalarda karaciger fonksiyonu
normale doner. Altta bagka hastaligi yoksa karaciger biyopsisinde normal histoloji
gortliir. Progresyon gosteren hastalarda ensefalopati (konfiizyondan komaya kadar),
kalic1 sarilik, serum amonyak yiiksekligi, koagiilopati, hipoglisemi, bobrek yetmezligi
olusabilir ve myokardial hasar1 diisiindiiren elektrokardiyogram (EKG) degisiklikleri
ortaya cikabilir.'"?

2.6.2.2. Kronik Zehirlenme

Kronik zehirlenme ciddi bir sendromdur. Karaciger toksisitesi ile bobrek
toksisitesinin birlikte olmasi yiiksek doz alimlara bagli olabilecegi gibi terapotik
dozlardaki alimlardan sonra da goriilebilir. Hastalarda dehidratasyon, sarilik, 6zellikle
transaminaz yiiksekligi, koagiilopati ve hipoglisemi goriiliir. Hastalarin % 50’sinde akut
tiibiiler nekroz ortaya cikar.'” Alkolik olmayan hastalarda (6zellikle ¢ocuklarda ve akut
aclikta) veya kronik malnutrisyonda birka¢ giin sik araliklarla almman hafif yiiksek
dozlarda bile toksisite goriilebilir. Bu durumda hastanin klinik gidisati akut
zehirlenmedeki gibidir.'”

Parasetamol alimindan sonra toksisite riskini en gercekei degerlendirme metodu
plazma parasetamol konsantrasyonunu 6lgmektir. Alimdan sonraki ilk 24 saat i¢inde;
zamana gore plazma parasetamol konsantrasyonu ile toksisite riski bir nomogram ile
degerlendirilir. Bu degerlendirme; eger potansiyel bir toksik doz alim1 veya bilinmeyen
bir miktarda alim varsa mutlaka yapilmalidir. Parasetamol alimindan en az dort saat
sonra yapilan plazma parasetamol seviyesinin Olgiilmesi ile toksisite riski
belirlenmelidir.'"

Parasetamol toksisitesi riskinin orijinal nomogrami Edinburg’taki hasta sonuglari

ile olusturulmustur. Bu nomogramda, tedaviye baglamay1 gerektirecek plazma
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parasetamol konsantrasyonu, alimin 4. saatinde 200 mg/L, 15. saatinde ise 30 mg/L
olarak belirlenmistir. Rumack ve Matthew 24. saate kadar toksik plazma parasetamol
seviyesini belirlemislerdir. Orijinal tedavi smirmin belirlenmesinde karaciger enzim
yiiksekligi onemli kriterlerden birisidir. Bu orijinal tedavi smirlar1 ABD ve Kanada’da
% 25 oraninda diisiirtilmiistiir. Bu diisiiriilmiis tedavi sinir1 su anda 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
%025
5
Alimdan sonraki saat
0 + 8 16 20 24

Sekil 2.3. Rumack-Matthew Nomogrami®®

Rumack-Matthew Nomogrami ALT ve AST degerlerinin 1000 IU/L’nin
tizerinde olma olasiligini isaret eder. Fakat yasam veya 6liim hakkinda bilgi vermez. Bu
nomogram alkolik olmayanlarda ve ek karaciger hastalifi olmayan hastalarda

yapilmustir.'*
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Modifiye Rumack-Matthew Nomogrami, parasetamole bagli hepatotoksisite
riskini plazma parasetamol konsantrasyonuna ve ne kadar zaman once alindigina gore
degerlendirmek tlizere kullanilmistir. Modifiye nomogram diistiriilmiis tedavi siirlari ile
olgularda hepatotoksisiteyi daha da azaltmistir. Nomogramin 24 saatten sonra
kullanilmasi tavsiye edilmemektedir.”®

Parasetamol  zehirlenmesinde  karaciger  transplantasyonu  gerekebilir.
Parasetamol zehirlenmesinde karaciger transplantasyonu i¢in kullanilan kriterler
sunlardir;'®

1- Asidoz (pH < 7.3) (koma derecesine bakilmaksizin)
2- Koagulopati (INR > 6.5) (komaya ek olarak)
3- Bobrek yetmezligi (kreatinin > 3.4 mg/dl) (komaya ek olarak).

Akut yiiksek doz parasetamol aliminda kotii prognostik faktorler:'* (Karaciger
transplantasyonu icin kullanilan kriterlere ilave olarak)

1- Geg bagvuru (alimdan 24 saat sonra)
2- [lerlemis koma
3- Inotropik destege ihtiyag olmasi

4- 45 yas lstiinde olma

Tablo 2.2. Parasetamol hepatotoksitesinin risk faktorleri'”’

Faktor Durum

Yas Cocuklar yetiskinlere gore daha direnglidir.

Doz Minimal hepatotoksik doz 150 mg/kg iizerinde. Ciddi
toksisite 350 mg/kg.

Kan seviyesi Alman miktar, gastrik bosalma hizi ve gecen zaman ile

iligkilidir. Hepatotoksisite riskinin en iyi gostergesidir
Kronik olarak fazla miktarda Toksik doz esik degeri diiser, prognozu kotiilestirir.

alkol alim1 Nefrotoksisite sik gelisir.

Aclik Toksik doz esik degeri diiser.

Birlikte kullanilan ilaglar Izoniazid, fenitoin, zidovudin vb. ilaglarla toksik doz esigi
diiser: prognoz kotiilesir.

Basgvuru zamani Gec¢ bagvuru veya gec¢ tedavi kotii sonuca yol acar
(>16 saat).
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2.6.3. Tedavi

Parasetamoliin asir1 dozda alimindan sonra yapilmasi gerekenlere bakarsak ilk
islemler standart zehirlenmelerde yapilacak islemlerden bir farklilik géstermemektedir.
Prensip olarak Oncelikle parasetamoliin emilimini azaltmak, kanda miktarini en kisa
siirede optimum diizeye indirmek, toksik metabolitinin miktarin1 azaltmak ve/veya
toksik metabolitini detoksifiye etmektir. Yukaridaki tedavi yontemlerinin hangisinden
baslayacagimiz ozellikle parasetamol alimindan sonraki ge¢en zamana bagli olarak
degisiklik gosterecektir. Kisa zaman oOnce alinan parasetamol toksisitesinde emilim
azaltimindan baslamak en uygun yaklasim olmakla beraber eger alimdan sonra uzun
zaman gecmisse toksik metabolitin atilim ve detoksifiye etmekle baslamak daha akilci
bir ¢dziim olacaktir.'*® 1%

Tiim intoksikasyonlarin tedavisinde oldugu gibi parasetamol intoksikasyonunda
da oncelikle hastanin havayolu acikliginin saglanmasi, solunum ve dolasim
fonksiyonlarinin degerlendirilmesi ve desteklenmesi gerekir. Daha sonra gastrik
dekontaminasyon, aktif komiir, barsak irrigasyonu, antidot ve eliminasyon gibi tedavi
uygulamalari degerlendirilir.'%*

2.6.3.1. Gastrointestinal Sistem Dekontaminasyonu

Parasetamol yliksek dozunda ilk olarak barsak dekontaminasyonu diisiiniilse de
rutin kullanimi tavsiye edilmemektedir. Ipeka surubunun intoksikasyondan 1 saat sonra
uygulanmast durumunda etkinligin oldukc¢a azaldigin1 gdsteren yayinlar vardr.'"°
Ayrica olusturacagi kusma nedeniyle oral NAC verilecek hastalarda kullanimi
kontrendikedir.  Intoksikasyonlu  olgularda  gastrointestinal ~ sistem  (GIS)
dekontaminasyonunun faydali oldugunu gosterir ¢alisma yoktur. Kullanilmas: tavsiye

edilmemektedir.”®
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2.6.3.2. N-Asetil Sistein (NAC)
Prescott ve Matthew ilk olarak 1974 yilinda NAC’nin parasetamol
toksisistesinde kullanilabilecegini géstermis olup 1977 yilinda ise 15 hastada etkinligini

ispatlamislardir.'> '

NAC eger yeterince ve en kisa zamanda uygulanirsa
parasetamole bagl gelisebilecek karaciger hasarini biiyiik oranda dnleyebilmektedir.”®
Halen tercih edilen bir tedavi secenegi olarak goriinmektedir. NAC hiicreye girdikten
sonra sisteine metabolize olur. Sistein bir GSH prekiirsoriidiir. GSH miktarini artirarak
NAPQI ile direkt olarak baglanmasii sagliyor veya NAPQI olusumunu Onliiyor
olabilir. NAC siilfat prekiirsorii olarak da rol oynar ve siilfat konjugasyon yolunun
doymasint 6nler.'” Bu konudaki tartismalar NAC’nin dozu, verilme yolu ve verilme
zamani ile iligkilidir. ABD’de 72 saatlik 1330 mg/kg oral rejim uygulanmaktadir.
Kanada ve Ingiltere’de ise 300 mg/kg’hik 20 saatlik intravendz (IV) rejim

uygulanmaktadir. Diger bir rejim ise 980 mg/kg 48 saat IV uygulamadir.''?

Hayvan
deneyleri, doz arttikca NAC’nin etkisinin arttigin1 géstermistir. Parasetamol alimindan
hemen sonra parasetamole esit dozda verilen NAC, biiyiilk oranda hepatotoksisiteyi
onler.'” Parasetamol alimi ve NAC baslanmas arasinda gecen siirenin azalmasi 6liimiin
ve hepatotoksisitenin énlenmesinde etkilidir.'"® On bir bin yiiz doksan bes vaka ile
yapilan bir ¢alismada hepatotoksisite orani; alimdan sonra ilk 10 saatte verilen NAC
tedavisinde % 6.1, 10-24 saat arasindaki tedavide ise % 26.4 bulunmustur.”® NAC'nin
uygulama yollar1 ile etkisi arasinda fark yoktur.'"?

2.6.3.3. Aktif Komiir Uygulamasi

Oral aktif komiir uygulamasi parasetamol zehirlenmesinin ilk 4 saatinde
uygulanir ise etkin bir tedavi yontemi olabilmektedir. Gastrik lavaj, ipeka surubu ve

aktif komiir uygulamasi arasinda 20 hasta iizerinde yapilan karsilagtirmali bir ¢alismada

aktif komiir uygulamasinin kan parasetamol diizeyini dramatik bir sekilde azalttig
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gdstermis olup diger yontemlerden iistiin bulunmustur.'” Parasetamol zehirlenmesi ile
gelen hastalarda yapilan calismalarda mide lavaji sonrasi aktif komiir vermekle, tek
basina aktif komiir verme arasinda fark bulunamamuistir. Sadece bir ¢alismada mide
lavaji sonrasi aktif komiir vermenin faydal olacag: sdylenmektedir.''* Oral aktif komiir
uygulamasi tek doz olarak 1 gr/kg olarak verilir.'”

2.6.3.4. Aktif komiir ve Oral N-asetil sistein Kombine Kullanim

Aktif  komiiriin, parasetamol intoksikasyonunda kullanilmas1  faydali
bulunmaktadir.'"* Ancak aktif kdmiiriin NAC absorbsiyonunu azaltarak onun etkinligini
azalttigini ileri siiren goriisler vardir. Retrospektif klinik ¢alismalar ve hayvan deneyleri
gostermistir ki; aktif komiir ve NAC kombine tedavisi, tek basina NAC tedavisine gore
esit veya daha fazla etkilidir. Aktif komiir ancak ilk 4 saatte verilirse parasetamol
absorbsiyonunu engeller. Son ¢alismalar aktif komiiriin parasetamoliin yliksek doz
alimindan sonraki ilk bir saatte uygulanmasim desteklemektedir.”® '"* Aktif komiir
uygulamast NAC emilimini azalttigi i¢in; eger aktif komiir verilecekse NAC
uygulamast ile aralarinda 1 veya 2 saat siire olmasi énerilmektedir.'®?

2.6.3.5. Simetidin

Simetidin CYP2E1 enzimi tarafindan metabolize olmaktadir. Parasetamolde ayni
enzim iizerinden metabolize oldugu i¢in ikisinin beraber alinmasi CYP2E1 enzimini
kompetatif olarak inhibe ederek parasetamoliin toksik metaboliti olan NAPQI iiretimini
azaltacaktir. Fakat Slattery ve arkadaslari yaptiklar1 bir c¢alismada parasetamol
alimindan 8 saat sonra 300 mg simetidin kullaniminin NAPQI iiretimini azaltmadigin
gostermis olup bu da bize simetidin uygulamasinin erken saatlerde baglanmasini

, . 114,115
gostermektedir.” ™
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2.6.3.6. Metiyonin

Metiyonin de parasetamol zehirlenmesinde etkilidir. Oral (4 x 2.5 gr 12 saat)
olarak yaygin bir sekilde kullanilir. Eger hastaya oral aktif komiir verilirse veya
hastanin kusmalar1 varsa etkinligi azalir. Metiyonin de hiicre ici GSH’1n yenilenmesi ile
etkili olur. NAC gibi diger hiicre koruyucu mekanizmalarda rol oynar. Metiyonin
tedavisinin de, NAC tedavisinde oldugu gibi parasetamol alimindan sonra on saati
gecmisse etkinligi azalir.''

2.6.3.7. Pentoksifilin (PTF)

Calismalar fosfodiesteraz inhibitorlerinin karaciger hasar modellerinde koruyucu
oldugunu gdstermistir. PTF nin karacigerde kan akimini diizenleyerek, TNF-a iiretimini
inhibe ederek ve lipopolisakkaride bagli sitokrom p450 enzim down regiilasyonunu
Onleyerek karaciger iizerinde koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir. Ayrica PTF’ nin
karaciger fibrozisini Onleyici etkisi deneysel karaciger fibrozis modellerinde
tanimlanmistir.  PTF adezyon, degraniilasyon, siiperoksit iiretimi gibi notrofil
fonksiyonlarin1 baskilar. Interlokin-1 (IL-1)’in proinflamatuar etkisini azaltir. IL-6
{iretimini baslatir. Makrofajlar iizerine inhibe edici etkisi mevcuttur.''” PTF oral
uygulamadan sonra mide-barsak kanalindan hizlica absorbe edilir. ilk gecis klirensi
yiiksek oldugundan oral preparatlarin biyoyararliligi % 20-30’dur. Oral uygulamadan
sonra ¢esitli PTF plazma seviyeleri bildirilmistir.""” Karacigerde metabolize edilmek
suretiyle inaktive edilir. Eliminasyon yarilanma &mrii yaklagik 2 saat kadardir.'™®

2.6.3.8. Diyaliz

Parasetamoliin ekstrakorporal eliminasyonu parasetamol toksisitesi tedavisinde
tartismalidir ve var olan datalar karisiktir.'"” Hemodiyaliz; siddetli parasetamol
toksisitesinde kullanilmig olup hemodiyalizin hepatotoksisiteyi Onledigini veya

azalttigin1 gosteren giivenilir bir data elde edilememistir.''® Hemodiyalizin parasetamol
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toksisitesinde yararli olamamasimmin en Onemli nedeninin ise yiliksek doz alman
parasetamoliin karacigere hemen ugrayip hasara baslamas olabilir.'*’

2.6.3.9. Karaciger Transplantasyonu

Karaciger tranplantasyonu parasetamol toksisitesine bagli olarak gelismis yaygin
karaciger hasarindaki altin standart tedavi yontemidir.'*' Cok az parasetamol toksisitesi
gelismis hastada karaciger transplantasyonu gerekmemektedir. Transplantasyon sonrasi
geriye donlisimii  olmayan Omiir boyu sliren bir immiinosiipresif tedavi

gerekmektedir.'*

King College Hospital (KCH) kriterlerine gore karaciger
transplantasyonu gereken hastalarin transplantasyonsuz mortalite oran1 % 90’lara
yaklagmaktadir.'*® Toksik dozda parasetamol alan hastalarin % 4’iinde ciddi hepatik
yetmezlik ve bu hastalarin da yarisindan daha azinda, O6lim veya karaciger
transplantasyonu gerekmektedir.®”’

2.6.4. Prognoz

Zamaninda ve uygun miidahale yapilirsa, ciddi sonuglar ortaya ¢ikmaz.®’
Parasetamoliin asir1 dozunu almis, hepatotoksisite gelismis veya gelismemis hastalarin

% 90’1 tam anlamuyla sagligna ulasir.'”

NAC alanlarda, almayanlara oranla koma
gelisme olasihil 3/4 oraninda daha az bulunmustur.''® Hepatotoksisite gelismis
hastalarin % 80’1 ilk 12 saatte NAC uygulamasi ile iyilesmis olup eger NAC verilmezse
bu iyilesme % 48’lerde kalmaktadir.” KCH kriterlerini tam karsilamayan hastalarin
% 90-93°i sag kalmakta olup parasetamol harici gelisen akut hepatik hasarlarin
oranindan ¢ok daha iyidir. Parasetamolle indiiklenen karaciger hasarinda karaciger
transplantasyonsuz sag kalm orani % 65-73 arasinda degismektedir."' Parasetamol
alimindan sonraki ilk 24 saatte hastane yogun bakimlarinda tedaviye alinanlarin sag

kalim oranit sonraki zaman periyodunda gelenlerden oldukca yiiksektir. Hepatik

ensefalopati derecesi arttikca sag kalim oran1 azalmaktadir.”
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AIDS’lilerde, kronik alkol kullananlarda, malnutrisyonlu veya anoreksia
nevroza’ll hastalarda morbidite riski yiiksektir. Ciinkii bu hastalarda GSH depolar1
yetersizdir.®” *® Karbamazepin, fenitoin, izoniazid, fenobarbital, rifampin gibi ilaclari
kullanan hastalarda p450 enzim aktivitesi azaldigi icin morbidite artar.’” ''® Bes
yasindan kiiciik cocuklarda GSH deposu parasetamol ve konjugasyon kapasitesi daha
fazla oldugu icin parasetamol zehirlenmesi daha iyi seyreder.’® %% 11

Parasetamol ile indiiklenen karaciger hasarinda karaciger transplantasyon
ihtiyaci diger nedenlerle olusan karaciger hasarindaki karaciger transplantasyon
ihtiyacindan oldukca diigiiktir.'**

2.7. Nigella sativa L. (Corek Otu)

Nigella sativa L., Ranunculaceae (diigiin ¢icegigiller) familyasindan olup
giinlimiizde basta Dogu Akdeniz {ilkeleri olmak tizere bir¢ok iilkede yaygin olarak
tarimi yapilan yillik otsu bir bitki tiirtidiir. Tiirkiye’de 12 Nigella tiirii yetismektedir.
Cogunun kimyasal ve farmakolojik 0Ozellikleri heniiz incelenmemistir. Bunlardan
Nigella sativa L., Nigella damascena ve Nigella arvensis’in tohumlar1 halk
hekimliginde ve baharat olarak daha yaygm bir bicimde kullanilmaktadir.”® Ulkemizde
de tarimi yapilan ve ticarete konu olan tek tiir yalnizca Nigella sativa L.’ dir. Tiirkiye’de
yaygn olarak Afyon, Isparta, Burdur ve Konya yorelerinde tarimi yapilmaktadir.'*> '2°
Nigella sativa L., ¢orek otu ililkemizde ‘Gliimden baska her derde deva’ olarak bilinen
bir bitkidir. Diger iilkelerde de birgok isim almistir. Ornegin, eski Latince de 'Her derde
deva' anlaminda, Arapga da 'bereket tohumlar1' anlaminda 'Habbah Sevde' veya 'Habbat
El Baraka' olarak, Cin'de 'hepsi tedavi' anlaminda 'Hak Jung Chou' olarak anilir. Bunlar
arasinda, Nigella sativa L. lizerinde tedavi amacli incelemeler giiniimiizde ¢okca

yapilmustir ve yapilmaktadir.'”” Diigiin gigegigiller familyasmnin bir {iyesi olan Nigella

sativa L.’nin tohumlar1 tiim diinyada geleneksel tipta kullanilir. Nigella sativa L.
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(“black cumin” ya da “black caraway”) tibbi alanda ve yiyecek formiilasyonlarinda
Nigella damascena ile karsilastirildiginda ¢ok daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
yiizden Nigella sativa L. daha kapsamli olarak arastiriimaktadir.'

Bitkinin geleneksel olarak kullanimi yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarla
bilimsel temele dayandirilmaktadir. Su ana kadar bu konuyla ilgili birgok literatiir

mevcuttur. Yapilan calismalar Nigella sativa L. tohumu ve bilesenlerinin antioksidan,'™

20, 128-132 k 133, 134 15, 125, 133-135
>

antiallerji antiinflamatuar, analjezik,"”® immiinmodiilatr

(immunolojik durumlar1 ve immiinopatolojik reaksiyonlar: istenilen etkinlik diizeyine

137-139 1 140, 141
3

getiren ilag), antibakteriye antifungal,'*? antiviral,"> antisestod (anti-

143 131, 144, 145 k129, 134, 146
9

helmintik), ™ antitiimor, antidiyabetik,*" antihepatonefrotoksi
kardiyovaskiiler sistem ve kan iizerine etki,m’ 8 GIS iizerine e‘tki,149 antiiilserojenik,15 0

anti aflatoksin,'* antinosiseptif (agrili uyaran: azaltma veya durdurma etkisine sahip

136 151

olma), ” noroprotektif (néron koruyucu) ™ ve antikonviilzan (spazm veya kasilma
nobetlerine kars)'>? etkiler gibi bircok faydali farmakolojik etkiye sahip oldugu
belirlenmistir.

2.7.1. Nigella sativa L.’nin i¢inde Bulunan Degerli Bilesenler

Nigella sativa L. tohumunun kimyasal i¢erigi bitkinin hasat mevsimine, ¢esidine
ve yetistirildigi iklime gore degismektedir. Nigella sativa L. tohumlar1 bdlgenin
iklimine bagli olarak farklilik gostermekle birlikte Nigella sativa L. tohumlarinin
yapisinda; ucucu yaglar (% 0.4-0.45), sabit yaglar (% 32-40) proteinler (% 16-19.9),
aminoasitler, alkoloidler, tanenler, saponinler, lifler (% 5.5), karbonhidratlar (% 33.9),
mineraller (% 1.79-3.44), askorbik asit, tiamin, niasin, pridoksin ve folik asit
bulunmaktadir. Kahire yakinlarinda yetistirilen Nigella sativa L. tohumlarindan elde

edilen ugucu yagda, p-simen, timokinon, a-pinen ve -pinen gibi bilesikleri ihtiva ettigi

ve bunlarin miktarca en énemli bilesenler oldugu belirlenmistir.'*° Diger bir calismada
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ise ugucu yagin yapisinda nigellon, karvakrol, p-simen, d-limonen, o ve B-pinen’in yani
sira farmakolojik olarak aktif temel bilesenlerden baslica timokinon, ditimokinon,
timohidrokinon ve timol yer almaktadir.'> '** Sabit yagin yapisinda doymamis yag
asitlerinden oleik asit, linoleik asit, eikozadienoik, arasidonik asit ve linolenik asit
bulunurken, doymus yag asitlerinden ise miristik asit, palmitik asit ve stearik asit
bulunmaktadir. Ulkemizde yapilan bir arastirmada; Nigella sativa L. tohumlarinda
% 6.4 su, % 4 kiil, % 32 yag, % 20.2 ham protein, % 6.6 ham lif ve % 3.4 karbonhidrat
bulundugu belirlenmistir. Sabit yagin; % 1.2 miristik, % 8.4 palmatik, % 2.9 stearik,
% 17.9 oleik, % 60.8 linoleik, az miktarda arasidik ve % 1.7 eikozadienoik asitlerden
olustugu bildirilmistir.141 Nigella sativa L. tohumunda ayrica az miktarda B;, B, ve B¢
vitamini, proteinlerin yapi tast olan aminoasitler ve iz elementler olarak bilinen ve
organizmada pek ¢ok dnemli metabolik faaliyetlerde rol alan, besin ve su ile disaridan
alinmasi gereken demir, kalsiyum, magnezyum, ¢inko ve selenyum gibi mineraller de
vardir. Nigella sativa L. tohumlarindaki etkin madde nigellon ancak 1959'da kristal
halinde izole edilebilmistir.'*® Son yillarda modern tipta yaygin olarak, Nigella sativa L.
tohumlarindaki sabit yagin ve ugucu yagin g¢esitli etkilerden dolayr arastirildigi
bildirilmektedir."**

Merfort ve arkadaslar®' tarafindan 1997 yilinda yapilan bir arastirmada Nigella
sativa L. Tohumlart % 70’lik etanolle eksrakte edilmis ve bu eksraktan ii¢ yeni
flavonoit glikoziti izole edilmistir. Bu bilesikler; kuersetin — 3 — O — 3 — glukopiranozil
(1-2) — O — B — galaktopiranozil (1—2) — O — 8 — glukopiranozil, kaempferol —3 — O —
B — glukopiranozil (1—2) — O — B — galaktopiranozil (1—2) — O — 3 — glukopiranozit ve
kuersetin — 3 — O — (6 — feruloil — 3 — glukopiranozil) (1—2) — O — B — galaktopiranozil
(1-2) — O — B — glukopiranozit'tir. Bu yeni bilesiklerle birlikte kuersetin-3-glukozit,

kaempferol-3-glukozit ve rutin de izole edilmistir. Nigella sativa L. tohumlarinin etanol

34



ekstresinin kuersetin agisindan zengin oldugu goze ¢arpmaktadir. Diger bir calismada
da Nigella sativa L. tohumlarinda izolasyon ile ¢esitli fenolik glikozitler izole edilmistir
ve bu glikozitlerin aglikonlarini olusturan fenoliklerinin 6zellikle kuersetin ve
kaempferol oldugu ayrica rutinin de oldugu goze ¢arpmaktadir.”

Bu kadar zengin bilesene sahip Nigella sativa L. tohumlarinin bir¢ok ¢oziicii ile
ekstraksiyonlar1 yapilarak g¢esitli polar ve non-polar bilesikler elde edilmeye calisiimig
ve bunun da otesine gidilerek etken maddeler izole edilerek karakterize edilmistir.
Fenolik icerigi sunmasi anlaminda etanol en ¢ok tercih edilen ekstraksiyon cesidi
olmustur. Nigella sativa L. tohumlarinin etanol ekstresi alinmasi suretiyle bitkinin
fenolik igerigi biiyiik oranda ekstrakte edilmistir. Bu ekstraksiyondan elde edilen baskin
fenolik bilesenler kuersetin ve kaempferoldiir.*’

2.7.1.1. Flavonoidler

Sar1 renkli olmalar1 nedeniyle Latince’de sar1 anlamina gelen ‘'flavus'
sozcligiinden tiiretilerek flavonoid adimi almislardir. 15 C atomlu 2-fenil benzopiron
(difenil propan) yapist (C¢-C3-Cg) gosterirler. Bu yapilar1 nedeniyle polifenolik bilesik
olarak kabul edilirler. Flavonoidleri P vitamini olarak kabul eden goriisler de vardir.'>
Flavonoidler fenolik yap1 gosteren dogal fitokimyasallardir. Bitki c¢igeklerine renk
veren, bitkiyi UV-B 1sinlarinin zararl etkilerinden ve mikrobiyal saldiridan koruyan
flavonoidler hayvan hiicrelerinde sentez edilemediginden, insanlar tarafindan bitkisel

besinlerin titketimi yoluyla alinmaktadir.'*®

Flavonoidler viicuda girdikten sonra cesitli
reaksiyonlarla aglikon, glikozit ve metillenmis formlara dondiiriilerek metabolize
edilir."”’” Giiniimiizde bilinen ¢ok fazla sayida farkli flavonoid vardir. Birgok alt gruplar
olmakla birlikte, heterosiklik oksijen halkalarinin yapisal farkliligina gore 6 temel
flavonoid grubu vardir:  Flavonlar, flavonoller, flavononlar, flavanoller,

155, 158

dihidroflavonoller ve biflavonoidler. Flavonoidlerin gosterdikleri aktivitelerin
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cesitliligi cogunlukla bu yapisal farkliliklardan kaynaklanmaktadir.'>® Kuersetinin de
aralarinda bulundugu flavonoidler dogada yaygin olarak bulunan polifenoller i¢cinde yer

alan diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir.'”

Sekil 2.4. Flavonoid molekiil yapisi

Tablo 2.3. Farkl iskelet yapilarina gore esitli flavonoidler'®

Flavonoid Tiiri Flavonoidler

Flavonlar Chrysin, Apigenin, Luteolin

Flavonoller Kuersetin, Kaempferol, Rutin, Rhamnetin
Flavononlar Naringenin, Eriodiktol, Hesperidin
Flavanoller Katesin, Epikatesin

Dihidroflavonoller Taksifolin, Slibin

Biflavonoidler Amentoflavon

Flavonoidler antitoksidan 6zelliklerini serbest radikallerle reaksiyona girip onlar1
etkisiz hale getirerek gosterirler. Flavonoidlerin etki mekanizmalarin;

1. Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerini inhibe ederek, " '%

2. Siiperoksit radikalini (O,"), hidroksil radikalini (OH") ve singlet oksijeni ('0,)
temizleyerek,'® 1

3. Peroksil radikalini (ROO") ve alkoksil radikalini (RO") yakalayarak, lipid
peroksil zincirini kirarak, '+’
4. Protein kinaz enzimini inhibe ederek,155

5. Demir ve bakir gibi ge¢is metallerini selatlayarak,168

6. Laktat transportunu engelleyerek,'”
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7. Enzim fonksiyonlarina bagimli kalsiyum modiilasyonuyla hiicresel
regiilasyonda onemli rol oynayan kiigiikk bir asidik protein olan kalmodiilini inhibe
ederek'> gosterdiklerini sdyleyebiliriz.

Flavonoidlerin serbest radikal yakalama ve antioksidan 6zelliklerinin yapilarinda
bulunan;

1. Radikal hedef yeri olan B halkasindaki o-dihidroksi grubu,

2. Elektron delokalizasyon i¢in C halkasindaki 4-okzo grubu ile 2-3 ¢ift bagi

3. Maksimum radikal yakalama ve metal selatlama igin gerekli 3 ve 5 hidroksil
grubu olarak sayilabilecek ii¢ gruptan ileri geldigi 6ne siirilmektedir.'*

Kuersetin iizerinde bu ii¢ grubu gorebiliriz. Bu ii¢ gruba sahip olan kuersetin vb.
flavonoidler maksimum aktivite gosterirken eksik gruba sahip olanlarin aktiviteleri daha
diisiiktiir. Yani ayn1 konsantrasyonda kuersetinin MDA olusumu iizerindeki inhibisyonu
rutine gore daha fazladir. Yine ayni konsantrasyondaki diosminin inhibisyon orami
kuersetin ve rutine gore ¢ok diisiiktiir.'® Rutin bilesigi ise bir flavonol olan kuersetinin
3. C atomuna bagli OH grubuna rutinozun konjugasyonuyla olusan bir flavonoiddir.'®

Kuersetin

Sekil 2.5. Kuersetin
[2-(3,4-dihidroksifenil)-3,5,7-trihidroksi-4H-kromen-4-on; C;sH;00O7]

Kuersetin bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan fenolik bir flavonoiddir.'”* '™

Merfort ve arkadaslar® tarafindan 1997 yilinda yaptiklar1 bir arastirmada Nigella

sativa L. Tohumlarimin % 70’lik etanolle ekstraksiyonundan elde ettikleri flavonoid
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glikozitleri arasinda kuersetinin de varligi bildirilmistir. Kuersetin enzimatik olmayan
antioksidanlardan biridir. Dogal bir flavonol olan kuersetin gii¢lii bir antioksidandir.
Oksidatif stresin neden oldugu hasarlara karsi hiicreyi korumada reaktif oksijen
tiirlerinin  siipiiriilmesi ve metal katyonlarimin selatlanmasi {izerinden etkilidir.'”
Chengelis ve ark.'” yaptiklar1 bir ¢calismada pestisitlerin neden oldugu oksidatif stresi
azaltmak ya da tamamen ortadan kaldirmak i¢in kullanilan antioksidan maddelerden en
Oonemlileri arasinda kuersetinin de yer aldigimi bildirmislerdir. Ayrica antibakteriyal,
antiviral, antioksidan, antiinflamatuar, antikarsinojenik etkileri vardir.'™* Bu bilesikler
serbest radikalleri ortamdan uzaklastirarak bilayer o6zellik goOsteren hiicre zarinda

175 Fenolik asit

bulunan fosfolipitleri lipit peroksidasyonuna karst korurlar.'>
bakimindan zengin besinler antioksidan, antiinflamatuar, antibakteriyel, antiallerjik,
antiviral 6zellik gosterirler. Fenolik bilesenlerden zengin besinlerin karaciger lizerinde
de koruyucu etkileri vardir.'’®

Pawlikowska-Pawlega ve arkadaslar'’’ yaptiklar1 bir calismada kuersetinin
farelerde eritrosit membranlarin1 oksidatif hasara karsi korudugunu bildirmisler ve
kuersetinin apoptozu indiikleyip tiimor gelisimini engelledegini, fosfolipaz A2 ve
protein kinazlari inhibe ettigini, membran akiskanligini arttirdigini belirtmislerdir. Ek
olarak, kuersetinin de arasinda bulundugu flavonoidler diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) oksidasyonunu engellerler ve NOS aktivitesini takiben vazodilatasyona neden
olan NO seviyesini arttirirlar.'”®

inal ve arkadaslan'” yaptiklar1 bir calismada UV A ile deride irritasyon
meydana getirmigler ve bunun sonucunda MDA seviyesinde artis, CAT, SOD
seviyelerinde azalma meydana geldigini gozlemislerdir. UV A ile birlikte kuersetin

verilen grup ile sadece UV A'ya maruz kalan grup karsilastirildiginda MDA diizeyinde

azalma, CAT ve SOD enzim aktivitelerinde ise artis gdzlemlemislerdir.'” Ratlara
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cisplatin ile beraber kuersetin uygulandiginda sadece cisplatin verilen gruba gore viicut
agirhiginda ve membran bagimli  ATPaz'larin  aktivitesinde artis ve lipit
peroksidasyonunda ise azalma meydana geldigini belirtmislerdir.'"®™ Baska bir
calismada; haftada 5 giin olacak sekilde 22 hafta boyunca Wistar cinsi ratlara
subkutan6z yolla nikotin uygulanmis grup kontrolle karsilastirilmis ve nikotin
uygulanan gruptaki ratlarin viicut agirliginda azalma ve karaciger dokularindaki SOD,
CAT aktivitelerinde azalma oldugunu goézlemlenmistir. Nikotinle beraber kuersetin
uygulandiginda nikotin grubuna gore viicut agirliginda kazanim ve SOD, CAT enzim
aktivitelerinde anlaml bir artis meydana geldigi gozlemlenmistir.'®!

Kuersetinin iskemi-reperfiizyon hasarina kars1 koruyucu rolii de vardir. Yapilan
bir arastirmada kuersetin uygulanan gruplarda reperfiizyon periyodunun her fazinda
biyokimyasal parametrelerin kontrol grubuna kiyasla belirgin olarak daha iyi
miyokardiyal iyilesmeyi sagladigi belirtilmistir. Sonu¢ olarak kuersetinin antioksidan
etkinligi ile oksidatif strese bagli doku hasarini azaltarak iskemi sonrasi iyilesmeyi
arttirdigim belirtmislerdir. '

Kaempferol

OH O

Sekil 2.6. : Kaempferol (3,3',5,7,tetrahidroksiflavon; C;sH;¢Og)

Dogal bir antioksidan bilesik olan kaempferol flavonol smifinda yer alir.'®

Pannala ve arkadaglar'® yaptiklar1 bir c¢alismada flavonoidlerin kimyasal ve
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antioksidan 6zelliklerini incelemisler ve kaempferoliin 4'-OH ve 3-OH gruplarina bagh
olarak yiiksek antioksidan aktivite gosterdikleri belirtmislerdir.

Kaempferol, kuersetin ve rutin ile benzer sekilde radikal tutucu aktivitesiyle lipid
peroksidasyonunu engelleyici 6zellik gdstermektedir.'™®

Nigella sativa L. etanol ekstresi igerisinde de bulunan kuersetin, kaempferol ve
rutin flavonoidlerinin antioksidan aktiviteleri baz1 sentetik kaynakli antioksidanlarla
karsilastirildiginda antioksidan 6zelliklerinin daha yiiksek oldugu gozlemlenmektedir.
Yapilan bir calismada bu antioksidan aktiviteler karsilastirilmis ve Tablo 2.4.'de

gosterilmistir.
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Tablo 2.4. Antioksidan bilesiklerin antioksidan kapasitelerinin karsilastiriimasi'”!

Antioksidan Antioksidan aktivite £ SD (%)
» Biitil hidroksi toluen 99,51 £ 0,81
2 Biitil hidroksi anisol 98,61 + 0,04
E Etoksikuin 86,14 + 0,99
z Propil Gallat 85,01 + 0,89
Luteolin 98,65 + 0,04
Kuersetin 92,91 + 0,40
Karnosol 92,36 £ 0,17
Vitamin E 91,61 + 0,60
Fisetin 86,32 + 0,66
Kaempferol 85,88 + 0,62
Mirisetin 80,54 + 0,54
Rutin 70,46 + 2,95
- Vitamin C 68,79 + 0,99
20 Siyanidin klortir 60,52 + 1,98
a Epikatekin 48,58 + 1,89
Flavon 42,33 +£3,78
Gallik asit 33,42 +3,11
Kafeik asit 32,55+1,36
Taksifolin 30,51 +1,22
Naringenin 28,54 £ 6,46
Klorojenik asit 2491 £2,32
Vitamin A 18,95 £ 1,49

Sinnamik asit

10,48 £ 1,69

2.7.2. Nigella sativa L.' nin Hepatoprotektif Etkisi

Nigella sativa L.'deki ugucu ve sabit yagin hepatoprotektif etkisi karbon
tetrakloriir (CCly) ile indiiklenen modelde test edilmistir. Karacigerin histopatolojik
incelenmesi sonucunda belirgin bir hepatoprotektif etki saptanmistir.> Nigella sativa L.
iceriginde bulunan timokinon'un izole edilmis farelerin hepatositlerinde tersiyer butil
hidroperoksit toksisitesine karsi hepatoprotektif etkisi incelenmistir. Tersiyer biitil
hidroperoksit ile hepatositlerde oksidatif hasar olusmus, hiicre icindeki GSH’nin
bosalmasina neden olmus ve ALT, AST azalmasi ile hiicre canliliginda kayiplar

olmustur. NS verilmesi ile azalan ALT ve AST degerlerinde diizelme olmustur.'®°
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2.7.3. Nigella sativa L."nin Antioksidan EtKisi

Biyolojik yapilarda olusan oksitleyici hasarlar, 6zellikle kardiyovaskiiler hastalik
ve kanser gibi bir¢ok hastaligin nedenidir. Bu hasarin sebebi serbest radikallerdir.
Oksidan bilesikler ve asir1 oksitleyici stresin sebep oldugu serbest radikal {iretiminin
artmasi veya viicuttaki siipiirme kabiliyetinin azalmasi nedeniyle, oksidatif hasar olusur.
Serbest radikaller olan; O,”, OH" ve NO" elektriksel olarak yiiklii olup, hiicre membrani
icinden gegerek hiicrelere saldirir ve viicuttaki niikleik asitler, proteinler ve enzimler ile
reaksiyona girerek yikim olusturur. In-vitro arastirmalar, Nigella sativa L. tohum
ekstresinin yilan ve akrep zehirlerinin hemolitik etkisini 6nledigini, eritrositleri lipit
peroksidasyonuna, protein denaturasyonuna, H,O,nin sebep oldugu artan ozmotik
kirilganliga kars1 korudugunu ve laringeal karsinoma hiicrelerini lipopolisakkarit veya
kortisol tarafindan indiiklenen apoptozisten korudugunu gdstermistir.'’

2.7.4. Nigella sativa L."nin Toksik Ozelligi

Literatiirde Nigella sativa L. tohumlar1 ve bilesenlerinin olas1 toksik etkileri
{izerine yapilmis pek fazla calisma bulunmamaktadir. Zaoui ve arkadaslar1'®’ yaptiklari
calismada Nigella sativa L. i¢in farelerde akut toksiside lethal doz (LDsg) degerlerini tek
doz, oral uygulamada 28.8 ml/kg viicut agirligi, yine tek doz, i.p uygulamada ise 2.06
ml/kg viicut agirligr olarak saptamistir. Kronik toksisitede ratlar (12 hafta/giin, oral)
Nigella sativa L. ekstraktina tabi tutulmus olup LDsy degerlerinin 2 ml/kg viicut agirlig
oldugu tespit edilmistir. Deneme sonunda karaciger enzim diizeylerinde degisim ve
herhangi histopatolojik modifikasyon gozlenmedigi bildirilirken, serum kolesterol,
trigliserid ve glikoz diizeyleri ile 16kosit ve trombosit sayisininda kontrole gore belirgin
bir diisiis, hematokrit ve hemoglobin diizeylerinde ise belirgin bir artis oldugu

goriilmistir.'’
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2.8. Serbest Radikaller

Biyolojik sistemlerde dis orbitallerinde paylasilmamis elektron igeren veya
elektron kabul eden molekiiller radikal (veya serbest radikal) diye adlandirilir.'®”'*
Herhangi bir atom veya molekiiliin dis orbitallerinde bir veya daha fazla paylasilmamis
elektronun bulunmasi, s6z konusu kimyasal tiirlin reaktivitesini artirir. Serbest
radikallerin aktif oksijen tiirevlerine de oksidan denir. Oksidanlar hedef molekiillerden
elektron alma yetenekleri nedeniyle, bu hedef molekiiliin yapisin1 ve fonksiyonlarini
degistirerek hiicre zarmi, DNA, riboniikleik asit (RNA) gibi genetik materyali ve
degisik enzimatik olaylar1 etkileyerek hiicre hasarlarma yol actigi bilinmektedir.'”
Hiicre intraselliiler normal metabolizma sonucu olusan ve ekstraselliiler olarak ise UV
radyasyon, iyonize radyasyon veya kisaca ksenobiyotik etkiler sonucu siirekli olarak
serbest radikal tiirlerinin maruziyeti altindadir. Oksijenden olusan serbest radikallere
Reaktif Oksijen Species (ROS) denir. Baslica hidroksil radikali (OH"), siiper oksit
radikali (O,7), hidrojen peroksidi (H,0O,) yi icerir. Nitrojenden olusan serbest radikallere
ise Reaktif Nitrojen Species (RNS) denir.'”’ Baslica RNS tiirleri arasinda nitrik oksit
(NO"), nitrit (NOy") ve nitrat1 (NO3") sayabiliriz. ROS ve RNS’nin hiicre i¢i oksidatif
modifikasyon yapacagi hedefler arasinda DNA, lipit ve proteinleri sayabiliriz."”> Bunun
yani sira bu modifikasyonlarin sirasi ise; ROS’nin iiretim yeri, oksitlenecek molekiiliin
bagil yetenegine ve metal iyonlarmnin varligi gibi birka¢ faktdre de baglidir. ROS ve
diger serbest radikallerin saldirilarina karsi onlem igin hiicrelerde bircok savunma
sistemi vardir. Bu savunma sistemlerinden en basiti vitamin C ve vitamin E gibi diisiik
molekiil agirlikli antioksidan molekiillerdir. Bu molekiiller kendi kendine reaktif hale
gelmis az reaktif radikaller olsalar da hiicresel biyomolekiillere kars1 zarar1 dnlerler. Ote
yandan daha kompleks yaklasimlari igeren SOD, CAT, Glutatyon Peroksidaz (GPx)

191, 192

gibi enzimler ise ROS’nin miktarmi yavas bir sekilde sinirlandirir. Biyolojik
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sistemlerdeki en biiyiik radikal kaynag1 oksijendir. Cilinkii oksijen atomu orbitallerinde
iki eslesmemis elektrona sahiptir. Oksijenin bu 6zelligi onun diger serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girmesini saglarken, radikal olmayan maddelerle ise daha yavas
reaksiyona girmesini saglamaktadir. Oksijen atomu orbitallerindeki elektronlarin farkli
dizilimi ile de siiperoksit, peroksit ve singlet oksijen gibi radikallerin olusumuna da
neden olur. Ayrica serbest oksijen radikali olusumunun anahtar maddeleri arasinda
oksijenin kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metal iyonlar1 ve hidroksil
radikalleride yer almaktadir. Oksijenli (Aerobik) solunum yapan canlilar disardan
aldiklar1 besin maddelerini oksijeni kullanarak enerjiye cevirirler. Dolayisiyla aerobik
solunum yapan canlilar serbest radikallerin en fazla olustugu canli grubudur. Bu yiizden
aerobik solunum yapan canlilar serbest radikallerin etkilerine daha fazla maruz
193, 194

kalirlar.

2.8.1. Serbest radikal cesitleri

2.8.1.1. Siiperoksit radikali (O )
Oksijen molekiiliiniin igerdigi iki serbest elektrondan bir tanesini disaridan bir

elektron alarak indirgenmesi sonucu siiperoksit radikali olusur.
02 + 67 - 02'7

Siiperoksit radikali (O, ) hemen hemen biitiin aerobik hiicrelerde bulunmaktadir.
Stiperoksit radikalinin eozinofil, monosit, makrofaj ve nétrofil gibi fagositik hiicreler
tarafindan iiretilerek radikal olusunu artirdig1 bilinmektedir.'”

Stiperoksit radikali nadir olarak oksidatif hasara neden olurlar. Ciinkii SOD
enzimi ile hizli bir sekilde hidrojen peroksite (H,O;) ¢evrilir. Buna ilaveten asidik
durumlarda H,O, ve peroksil (HO;) radikallerini iireten spontan reaksiyona ugrar.
Stiperoksit radikallerinin asil zararlar1 hidrojen peroksit kaynagi ve gecis metalleri

iyonlarinin indirgeyicisi olmalaridir.'”
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Iki siiperoksit radikalinin bir araya gelmesi sonucu hidrojen peroksit olusur.
0y"+0y"+2H" — H,0, + 0O,

Stiperoksit radikali ve peroksil radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri
okside olurken digeri indirgenir. Bu dismutasyon reksiyonu sonucu da hidrojen peroksit
ve oksijen olusur.

HOy +0y"+H" — H,0, + 0,

Stiperoksit radikalinin nitrik oksit radikali ile birer eslesmemis elektronlarini

kovalent bag ile baglamalari sonucu peroksinitrit meydana gelir.'*®
0;” + NO" — ONOO" ( peroksinitrit)

Hipoklorik asit (HOCI) oksijen metabolitleri ile reaksiyona girme &zelligine
sahip olmast nedeniyle ilgi uyandirmistir. Hipoklorik asitin siiperoksit radikali ile
reaksiyona girmesi sonucunda oldukga giiclii oksidan olan OH' radikalinin olustugu
goriilmistir. '8 17

0, + HOCI — OH + CI'+ O,

Stiperoksit anyonu hem indirgeyici hem yiikseltgeyici 06zellige sahiptir.
Adrenalin, dopamin, askorbat ve hidroksilamini oksitler nitrobluetetrazolium ve
sitokrom c¢’yi indirger. Rediiktan olarak gorev yaptiginda ferrisitokrom c¢’nin
rediiksiyonunda bir elektron kaybeder ve oksijene okside olur. Oksidan olarak gorev
yaptiginda ise epinefrinin oksidayonunda bir elektron alir ve hidrojen peroksite
indirgenir.'*" 1%

Diger taraftan gecis metallerinin otooksidasyonu sonucunda da siiperoksit
radikali olusabilmektedir.'*’

Fe™ + 0, — Fe™ + 0O,

Cu"+0, » Cu™?+0,"
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Bu reaksiyonlar geri doniisiimlii redoks reaksiyonlari olup serbest radikal
reaksiyonlarinin hizlanmasinda ¢ok biiyiik dneme sahiptir.'* '?%- 2%
2.8.1.2. Hidrojen peroksit (H,O,)
Asidik ortamda molekiiler oksijenin ortamdan iki elektron almasi veya
siiperoksitin bir elektron almasi sonucu hidrojen peroksit meydana gelir.?"+ 2%
O, +e +2H — H,0,
0, +2¢ +2H — H0,
Biyolojik sistemlerdeki hidrojen peroksitin asil kaynagi herhangi bir sistem
tarafindan iiretilen siiperoksit radikalinin dismutasyon reaksiyonudur. Ayrica iirat
oksidaz, glukoz oksidaz ve D-aminoasit oksidaz gibi enzimler iki elektronunu oksijene

vererek H,O, olustururlar.'®® 2

202"+2H*SO%D H,0,+ O,

Hidrojen peroksit kendi basina c¢ok zayif oksidan ozelligi gosterir. Ciinki
ortaklanmamis bir elektron igermemektedir. H,O, gerektiginde hiicreler tarafindan
selenyum iceren glutatyon peroksidaz, katalaz ve belirli peroksidazlar tarafindan
ortadan kaldirilabilir. H,O; serbest bir radikal olmadig1 halde, ROS igine girer ve serbest
radikaller icerisinde Onemli bir rol oynar. Ciinkii Fe ve Cu gibi gecis metalleri
varliginda siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve en zarar verici serbest oksijen

radikali olan hidroksil radikali olusturmak tizere kolaylikla yikilabilir.'*>2*2

Fe™veya Cu”
H,O,+ O,” — OH + OH + O,
Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Haber-Weiss reksiyonu
katalizorlii veya katalizorsiiz olarak meydana gelebilir. Ancak katalizér olmadigi zaman
cok yavas ilerler. Bu reaksiyonda dnce ferri demir (Fe™) siiperoksit tarafindan ferro

demir’e (Fe+2) indirgenir. Daha sonra bu ferro demir kullanilarak Fenton reaksiyonu ile

46



hidrojen peroksitten OH' ve OH iiretilir’® **

reaksiyonun mekanizmasi asagidaki
sekildedir."”* 1°
Fe”+0,"— Fe”+0,
Fe"”+ H,0, — Fe" + OH + OH

2.8.1.3. Hidroksil radikali (OH")

Hidroksil radikalleri, hidrojen peroksitin gecis metalleri varliginda yani Fenton
reaksiyonu sonucu ve suyun yiiksek enerji ile iyonlarina ayrilmasi ile olusan son derece
reaktif oksidan radikaldir. Hidroksil radikali 6zellikle biyolojik molekiiller iizerine
saldiran ve olustugu yerde biiylik hasarlara neden olan olduk¢a hareketli bir
oksidandir.’”®

H,O — OH + H + ¢ — H,0,
Fe"”+ H,0, — Fe" + OH + OH

Hidroksil radikali birgok biyolojik molekiilden hidrojen atomu koparir.
Bunlardan birisi de tiollerdir.

R-SH + OH" — RS" + H,0

Meydana gelen siilfiir radikali oksijenle birleserek tiyol peroksil (RSO,) ve
siilfenil (RSO") gibi oksisiilfiir radikallerini meydana getirir. Bu radikaller de biyolojik
molekiillerde hasar yapici etkiye sahiptir.

Belki de OH' radikalinin en 1iyi tanimlanmis biyolojik hasar1 lipit
peroksidasyonunu stimiile etmesidir. Bu durum hidroksil radikallerinin membrana yakin
bir yerde liretilmesi ve membran fosfolipit zincirinin yag asidi tabakasina atak yapmasi
ile meydana gelir.

2.8.1.4. Singlet Oksijen ('O,)

Singlet oksijen eslesmemis elektron ya da elektronlara sahip olmadigindan

dolay1 bir serbest radikal degildir. Oksijenin eslesmemis elektronlardan birinin verilen
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enerji sonucu bulundugu orbitalden baska bir orbitale veya kendi spininin ters yoniinde
yer degistirmesiyle olusur. Ancak orbitalinde icerdigi elektronlarin ayni1 yonlii olmasi
singlet oksijenin diger ROS ile okside olmasini artirmaktadir. Singlet oksijen 6zellikle
fotokimyasal reaksiyonlar icin olduk¢a dnemlidir.'®"- 20627

2.8.1.5. Nitrik oksit (NO")

NO renksiz bir gaz olup, serbest radikal 6zelligine sahip basit bir molekiildiir.
NOr, L-arginin (Arg) amino asitinden in vivo olarak iiretilmektedir. NO”’nun Arg’den
sentezi Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan iki basamakla gerceklesir.
Tepkimenin ilk basamaginda Arg’in guanido azotu (Nw) hidroksillenerek Nw-Hidroksi
arjinin (Nw-OH-Arg) olusur. Bu ara iirlin olduk¢a kararlidir. Enzime sik1 bagli olan bu
ara Uriin ikinci asamada sitrullin ve NO’ya ¢evrilir. Enzimatik NO" sentezinin her iki
asamasi da enzimin birer monooksijenaz aktivitesi sayesinde gerceklesir. NOS
tarafindan 1 mol Arg’den 1 mol NO' sentezi i¢in 2 mol O, ve 1.5 mol Nikotinamid
adenin diniikleotit fosfat (NADPH) kullanilir. Kullanilan oksijenlerin iki atomu suya
indirgenirken diger iki oksijen atomu, NO ve sitrullin olusumunda kullanilir'' (Sekil
2.7.). NO' yapisindaki oksijen atamonun kaynagi, ilk monooksijenaz aktivitesi ile
Arg’ye katilan atomdur. Sitrullindeki oksijen atomunun kaynagi ise ikinci

monooksijenaz tepkimesi sirasinda kullamlan oksijendir.'”"- 2521

H,N HzN\ H, N\
\/C:NH . C-N-OH . c-0*
HN NADPH NADP HI\L 0.5 NADM5 NADP Hl\\T\
k = CH — CH, +NO
S — A~ P N P
Hzc\ 0, H,0 H;_C.\ 0, H,0 HZC\
CHy CHy CH,
H,NHC H,NHC H,NEC
COOH COOH COOH
L-Arjinin N-Hidroksi-Arjinin Sitrulin

Sekil 2.7. Nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan katalizlenen argininden nitrik oksit
olusumu
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Son yillarda, radikal olan nitrik oksit {izerinde olduk¢a fazla durulmaya
baslanmistir. Nitrik oksit eslesmemis elektronlar1 sayesinde siiperoksit, tiyol gruplari ve
nitrojen dioksit ile hizli reaksiyonlar olusturdugu gézlemlenmistir. Diger radikallerle
birlikte diabetes mellitus, septik sok, kalp bozukluklari, Alzheimer hastalig1 ve gastrik
hasar olusumunda etkili oldugu diistiniilmektedir. 2> 21212

NO ¢ok yonlii bir biyolojik haberci molekiil olup, farkli biyolojik etkilere sahip
olabilen bir kimyasal tiirdiir. Baslangicta ¢esitli biyolojik fonksiyonlarin
regiilasyonunda gorev alan, hiicre i¢i ve hiicreler arasi bir haberci molekiil olarak
tanimlanmustir.””' Bu gorevlere tipik 6rnek olarak sinir sistemindeki norotransmitter
fonksiyonu ve damar diiz kaslarinin gevsemesine olan etkileri sayilabilir. Daha sonraki
caligmalarda, l6kositlerin endotel hiicrelerine yapigmalar1 ve enflamasyonda oldugu
dokuya go¢ etmesinde, trombosit agregasyonunun inhibisyonunda, damar
permeabilitesinin kontroliinde, penil ereksiyonda, immiin sistemin fonksiyonlarinda,
barsak ve bobreklerde tuz ve su emiliminde de NO’un regiilatér fonksiyonlara sahip
oldugu gosterilmistir.””' NO’nun ayrica hiicreleri sitotoksik etkilere karsi koruyucu
etkileri de tanimlanmugtir.”"

2.8.1.6. Diger Serbest Radikaller

Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli radikaller (R),
peroksil radikalleri (ROQ"), alkoksil radikalleri (RO"), tiyol radikalleri (RS") gibi 6nemli
serbest radikallerde olusabilir. Bunlardan o6zellikle polidoymamis yag asitlerinden
meydana gelen peroksil radikali yar1 dmrii uzun olan bir radikaldir. Tiyol radikalleri de
tekrar oksijenle reaksiyona girerek siilfenil (RSO) veya tiyol peroksil (RSO,’) vb. gibi

radikalleri olusturabilirler.lgl’ 194
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2.8.2. Serbest radikal kaynaklar:

Serbest radikaller organizmanin normal yasamani siirdiirmesi i¢in gerekli olan
metabolik faaliyetlerini devam ettirmesi i¢in gerekli olan reaksiyonlarin sonunda
olusabildigi gibi stres ve radyasyon gibi c¢evresel faktorlerin etkisiyle de olusmaktadir.
Bu nedenle serbest radikal kaynaklar1 endojen ve eksojen radikal kaynaklari olmak
iizere ikiye ayrilr."*

2.8.2.1. Eksojen radikal kaynaklari

Ilag oksidasyonlar1, radyasyon, giines 15181, UV-1sinlar1 sigara dumani, egzoz
gazlari, kiikiirtdioksit, cevresel ajanlar ve stresdir.'®"2!*2!4

2.8.2.2. Endojen radikal kaynaklari

a. Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu: Normal ortamda tiyoller,
hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler, tetrahidrobiyopterin gibi pek cok bilesik
otooksidasyon reaksiyonlari ile serbest radikalleri olusturur.'*” ">

b. Enzimler ve proteinler: Bircok enzimin katalitik sikluslari sirasinda da
serbest radikaller agiga cikar. Ksantin oksidaz, aldehit oksidaz ve triptofan dioksijenaz
bdyle enzimlerden olup, serbest radikal olusumuna neden olurlar.'*® !¢

Ksantin oksidaz normalde nikotinamid adenin diniikleotid (NAD)-bagimli
dehidrogenaz olarak etki eder ve herhangi bir serbest radikal iiretimine sebep olmaz.
Fakat in vivo olarak olusturulan iskemi, enzimin dehidrogenaz formundan oksidaz
formuna doniismesine ve siiperoksit radikalinin iiretimine sebep olur. Ksantin oksidaz
enzimi oksijen varliginda hipoksantini ksantine veya ksantini {irat’a oksitler. Bu

reaksiyonda elektron alicist molekiiler oksijendir.”!"*'®

+
Hipoksantin + 2 O, — Ksantin +2 O, +2 H

+
Ksantin +2 0, —» Urat+2 0,"+2 H
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Hipoksantin-ksantin arasindaki bu tepkime sonucu olusan siiperoksitin yarattigi
en biiylik hasar vaskiiler sistemdedir. Fakat yapilan arastirmalar ksantin oksidazin
akciger, karaciger, bobrek gibi dokularda da hasara neden oldugu gozlenmistir.?'* *%°

Normalde NAD, bagimli dehidrogenaz olarak etki eder ve herhangi bir serbest
radikal olusumuna neden olmaz. Ancak ilk iskemi atagindan sonra hiicre membrani
sahte sodyum-kalsiyun pompasi olusturma egilimine girer. Hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonun artmasi proteazlarin miktar1 artsa bile devam eder. Bu sirada hiicre
ksantin dehidrogenazin (XD) ksantin oksidaz (XO)’a doniisiimiine izin verir. Bu olusan
hiicre i¢i olaylarin sonunda XD enzimi dehidrojenaz formundan oksidaz formuna
dontisiir ve siiperoksit (O;") radikalinin iiretimine neden olur. Olusan siiperoksit
radikalleri hizli bir sekilde hidrojen peroksite doniisiir. HO, giiclii bir radikal olmasa
da, Fe™? varliginda fenton reaksiyonu olusturarak giiclii bir radikal olan hidroksil
radikalinin olusmasina neden olur.'*% 2!

Ksantin + H,O + NAD" — Urik asit + NADH + H"

Ksantin + H,O +2 O, — Urik asit +2 O,”+2 H'

XD
Ca™ |
XO
Hipoksantin — O, + HO, + Urat

|

0O,

Aldehit oksidaz da yapi itibariyle ksantin oksidaza benzer ve substratlarinin

cogunu da ayni sekilde kullanarak siiperoksit radikali iiretirler.”!
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¢. Mitokondriyal elektron tasinmasi: Normalde hiicrelerde en biiyiik serbest
radikal kaynaklarindan biri elektron tasima sisteminden (ETS) sizan elektronlardir.
Mitokondriyal ETS’den elektron iki yerde sizmaktadir. Birincisi, NADPH-dehidrogenaz
basamaginda, ikinci olarak koenzim Q ya da ubikinon basamaginda elektron sizmasi
gorilmektedir. ETS’nin son basamaginda elektronlarin O;’ye tasinmasindan sorumlu
olan sitokrom oksidaz enzimi, oksijenin % 97-99’unu harcayarak suya indirger. Ancak
O,’nin % 1-3’1, elektron transport zincirinden sizan elektronlarla bir araya gelerek
siiperoksit radikalinin iiretimini arttirir. Boylece NAD" bagli substratlar, siiksinat,
adenozin di fosfat (ADP) ve oksijen gibi endojen faktorler oksidatif fosforilasyonu
regiile ederek mitokondriyal radikal iiretimine etki eder.”*

d. Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport
sistemleri: Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda ise serbest radikal iiretimi
membrana bagli sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir. Membrana bagli sitokrom
p450 ve bs, doymamis yag asitleri ve ksenobiyotikleri rediikte ederken dioksijen ve
diger substratlari ise okside ederler.””’

e. Peroksizomlar: Peroksizomlar ¢ok Onemli hiicre i¢i hidrojen peroksit
kaynagidirlar. Bu organeldeki D-aminoasit oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksilizin
oksidaz ve yag asidi acil-CoA oksidaz gibi oksidazlar O," iiretmeden, bol miktarda
H,0, iiretimine sebep olurlar. Ancak CAT aktivitesi ¢ok yiiksek oldugu i¢in bu
organelden sitozole ne kadar H,0, gectigi bilinmemektedir.'®”- 2>

f. Plazma membrani: Plazma membrani serbest radikal {iretimi i¢in kritik bir
yer olusturmaktadir. Ekstraseliiler olarak {iretilen serbest radikaller diger hiicre
komponentlerine ulasmadan once plazma memranini gegmesi gerekir. Bu gecis
sirasinda membranda toksik reaksiyonlarin olusmasina da neden olabilirler. Membranda

yer alan fosfolipitler, glikolipitler, gliseridler ve membran proteinleri serbest
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radikallerden etkilenirler. Lipit peroksidasyonu veya yapisal proteinlerin oksidasyonu
sonucu membran permabilitesinde bozukluklar meydana gelmektedir.”** **°

H,0, membranlar1 neredeyse su kadar kolay gecebilen gii¢lii oksidandir. Bu
nedenle proteinlerin ve lipitlerin hidrofobik kisimlarii daha i1yi pargalayabilecegi ve
toksik etkisinin daha fazla olacagi tahmin edilmektedir. Serbest radikallerin
nonfagositik hiicre membranlarinda NADPH-oksidaz aracilifi ile {iretiminin serbest
radikal olusumunun 6nemli bir kaynagi olarak goriilmektedir.**

Lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi plazma membraniyla baglantili enzimler ile
mikrozomlar tarafindan serbest radikal iliretimi, bu enzimlerin predominant substrati
olan arasidonik asit metabolizmasi ile iligkili pek cok yeni bulus ve biyolojik acidan
Oonemli triinlerin meydana gelmesinden dolay1 ilgingtir. Bu iiriinler prostaglandinleri,
tromboksanlari, I6kotrienleri ve anaflaksinin slow-reakting substratin1 igerir. Son
zamanlarda aragidonat metabolizmasinda yer alan bu enzimatik islemlerin otokatalitik
lipit peroksidasyonu (LPO)’nun 6nciiliik etmesi bu konuya olan ilgiyi artirmistir.

2.8.3. Serbest radikallerin etkileri

Serbest radikaller etkilerini 6zellikle canli hiicreler i¢in yasamsal oneme sahip
olan DNA, yaglar ve proteinlere saldirarak gosterirler. Mitokondride oksijenli solunum
sonucunda meydana gelen serbest radikallerin alveolar epitel tabakada ve DNA ya zarar
vererek yapisal ve metabolik ¢esitli hastaliklarin  olugsmasina neden oldugu
diisiiniilmektedir.?*” 2

2.8.3.1. Membran lipitleri iizerine etkileri

Membranlar iizerindeki bircok bilesik ve molekiiliin serbest radikallerden
etkilenmesine ragmen, radikallerin en belirgin etkileri yag asitleri iizerine etki ederek

LPO'yu baslatmalar1 olarak bilinir. LPO, polidoymamis yag asitlerinin radikaller ile

oksidasyonu sonucu baslayan ve otokatalitik zincir reaksiyonlar1 seklinde devam eden
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bircok biyolojik yapida hasarlara neden olan reaksiyon siirecidir. LPO membranlarda
olusturdugu yikic1 etkisi genellikle reaksiyon sirasinda agiga ¢ikan OH' radikalinin
membran yag asidi yan zincirlerine saldirmasiyla olusur. LPO ile meydana gelen
membran hasar geri doniisiimsiizdiir.'™" 2% %

Lipit peroksidasyonu baslatan ilk hareket membran ya da polidoymamis yag
asitlerinin icerdigi metilen grubundan (-CH,-) bir hidrojen (H) atomunun c¢ikartilmasi
ile baglar. Boylece tek elektron iceren H' 'nin uzaklastirmasi1 sonucu karbon merkezli -
CH- lipit radikali meydana gelir. Olusan lipit radikali dayaniksiz bir bilesiktir. Bir dizi
degisiklige ugrayarak molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarmin degismesiyle konjuge
dien yapilar1 ve daha sonra lipit radikallerinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu
lipit peroksil radikali meydana gelir. Lipit peroksil radikalleri, membran yapisindaki
diger polidoymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek yeni karbon merkezli radikaller
olustururken, kendileri de agiga ¢ikan H' pargacigi ile birleserek lipit hidroperoksitlerine
dontisiir ve bdylece olay kendi kendine katalizlenerek devam ederek zincir
reaksiyonlarinin baslamasina neden olur.”**

Lipit  hidroperoksitlerinin  membranlarda  birikimi  sonucu, membran
fonksiyonlarinda bozukluklar meydana gelir. Ayrica Lipit hidroperoksitleri gegis
metalleri katalizorliigiinde yikilmasi1 sonucu ¢ogu zararli olan aldehitler olusur. LPO
sonucunda ortaya ¢ikan c¢esitli aldehitlerden en iyi bilinenleri MDA ve
4-hidroksinonenal (HNE)’dir. MDA 6l¢imii  ile LPO’nun degerlendirilmesi
yapilabilmektedir. Bu bilesikler ya hiicresel olarak metabolize olurlar ya da baslangicta
etkili olduklar1 bolgeden diffiize olup hasarli hiicrenin diger boliimlerine yayarlar. Lipit
radikallerinin hidrofobik yapida olmasi dolayis1 ile reaksiyonlarin ¢ogu membrana bagh

molekiillerde meydana gelir. Peroksil radikalleri ve aldehitler, membran

komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olarak membranlarda,
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reseptorleri ve membrana bagli enzimleri inaktive etmek suretiyle membran
proteinlerinde de ciddi hasarlar meydana getirebilirler.*" >

2.8.3.2. Proteinler iizerine etkileri

Proteinler, lipitlere gore serbest radikallerden daha az etkilenirler. Proteinlerin
etkilenme dereceleri icerdikleri amino asit kompozisyonuna baglidir. Doymamis bag ve
stilfiir iceren aminoasitlerden (triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein
gibi) meydana gelmis proteinler serbest radikallerden daha ¢abuk etkilenirler.
Proteinlerin radikaller ile reaksiyona girmesi sonucu karbon merkezli radikaller ve
silfiir radikalleri meydana gelir. Bu karbon merkezli radikallerden karbonillerin
Olctlilmesi ile proteinlerde meydana gelen oksidatif hasar 6lciilebilir. Serbest radikallerin
olusturdugu hasar sonucunda proteinlerde parcalanmalar, ¢apraz baglanmalar ve
proteinlerin agregasyonu meydana gelebilir. Birgok biyokimyasal yapinin ve 6zellikle
enzimlerin yapisinda bulunan proteinlerin hasar gérmesi sonucu hiicrenin normal
fonksiyonlarinda bozukluklar ve enzim aktivitelerinde aksakliklar meydana gelir.'®" >

Doymamis halde bulunan ve siilfiir i¢eren triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin,
metiyonin ve sistein gibi amino asit iceren proteinler serbest radikallerden kolayca
etkilenirler. Bu etkilenmenin sonucunda da siilfiir radikalleri ve karbon merkezli
radikaller olusur. Bu istenmeyen reaksiyonlar sonucu immiinoglobulin G ve albiimin
gibi ¢ok sayida disiilfid bagi bulunduran proteinlerin ii¢ boyutlu yapilari bozulur ve
normal fonksiyonlarini yerine getiremezler.>****

2.8.3.3. DNA iizerine etkileri

Genetik materyalin molekiiler biitiinliiglinde ekzojen veya endojen faktorlerin
etkisiyle meydana gelen tiim degisiklikler “DNA hasar1” olarak adlandirilir.”*’ insan

genomik DNA’sinin biitiinliigli farkli DNA hasarlarina neden olan ultraviyole,

X-isinlari, kimyasal bilesikler gibi cevresel faktorlerin etkisiyle ve ayni zamanda
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hiicresel metabolizmanin yan {iriinii olarak iiretilen serbest radikaller gibi endojen
ajanlar da DNA’da farkli mekanizmalar ile; baz ve sekerde lezyonlara, tek ve ¢ift zincir
kiriklarina, abazik bolgelere, DNA-protein c¢apraz baglanmasi gibi bir takim
modifikasyonlara neden olur.”*?* Ornegin piirin kayb: ile apiirinik alanlarin olusmasi
insan genomunda gin i¢inde 10* kez meydana gelebilmektedir. Deaminasyon ile
sitozinden urasil veya 5-metil sitozinden timin olusabilir. insan viicudundaki her hiicre
DNA’sinin giinde 10° kez oksidatif hasara maruz kaldigini one siiren aragtirmalar da
243

vardir.

DNA c¢ok sayida negatif yiiklii fosfat gruplarn igerdiginden, cesitli katyonlar1

+2/+3 +142 .

baglama yetenegine sahip biiyiik bir anyondur. Fe ve Cu iyonlar1 negatif yiikli
DNA’ya siirekli bagl bulunabildikleri gibi oksidatif stres altinda hiicre i¢inde bulunan
demirli ve bakirli proteinlerden serbestleserek de DNA’ya baglanabilmektedirler.
Redoks aktif transisyon metal iyonlarmin baglanmalar1 DNA molekiiliini H,O;’in
hedefi haline getirmektedir.*** DNA’ya bagli metal iyonlar: ile H,O,’in DNA iizerinde
reaksiyonlagsmasindan olusan OH' radikalleri, OH' radikal temizleyicileri tarafindan
uzaklastirilamamaktadir. Ayrica, OH' radikal temizleyicilerinin olusturdugu radikaller
de DNAya hasar verebilmektedir.**

OH' radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve baz
modifikasyonlarina yol acar. Hidroksil radikali, niikleik asitlerde doymus karbon
atomlarindan hidrojen c¢ikarir veya cift baglara katilma tepkimeleri ile sonuglanan
tepkimelere girer ve DNA hasarina neden olurlar.** Eger hidroksil radikali DNA’nin
yakininda meydana gelirse mutasyonlara da neden olabilir. Siiperoksit anyonu giiclii bir
oksitleyici oldugundan, guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu boélgeler iceren
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molekiillerle daha kolay tepkimeye girer.”* Aktive olmus nétrofillerden

kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan kolayca gegerek ve hiicre c¢ekirdegine
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ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir.**”
8 ROS'ye bagll olarak DNA’nin oksidatif hasari sonucu yaslanma, kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, immiin sistem hastaliklari, dejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli
hastaliklar goriilebilir.'"***’

Ayni zamanda RNS’de (NO,, ONOOH, N;Os;, HNO;) DNA bazlarinin
nitrolanmasina veya deaminasyonuna neden olmaktadir. RNS etkisi ile sitozinden
urasil, guaninden ksantin ve adeninden hipoksantin olusmaktadir. ONOQO™ guaninden 8-
nitroguanin ve hipoksantin olusturabilir. 8-nitroguanin DNA yapisi i¢inde dayaniksiz
oldugundan spontan olarak depiirinasyona ugrar ve abazik alanlarin olusmasina neden
olur 250251

2.8.3.4. Karbohidratlara Etkileri

Serbest radikaller, monosakkaritlerin oto oksidasyona ugramasina neden olarak
hidrojen peroksit, peroksitler ve okzalaldehitler olusumuna yol agarlar. Bunlar 6zellikle
diabetin patogenezinde rol alirlar. Go6ziin vitr6z hiimdriinde bol miktarda bulunan
hiyaliironik asitin oksidatif hasar1 sonucu katarakt olusmasi da radikallerin
karbonhidratlar {izerindeki etkisine bir Ornektir. Okzalaldehitler; DNA, RNA ve
proteinlere baglanarak aralarinda ¢apraz baglar olusturabilme o6zelliklerinden dolay1
antimitotik etkiye sahiptirler. Boylece kanser ve yaslanma olaylarinda da énemli rol
oynarlar. >

2.8.4. Antioksidan savunma sistemleri

Canlilar serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek i¢in hem hiicre
icerisinde hem de hiicre membranin da etki gosteren bircok mekanizma
gelistirmislerdir. Bu mekanizmalar gerek radikal tiretimini engelleyerek gerekse olusan

radikallerin zararli etkilerini ortadan kaldirmak igin tasarlanmustir. Iste canli

organizmalarin olusturdugu bu sisteme antioksidan savunma sistemi veya kisaca
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antioksidanlar denilmektedir. Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak
ksenobiyotiklerin, ilaglarin, karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen
etkilerine kars1 hiicreleri koruyan maddelerdir.”** %>

Antioksidanlar dért ayr sekilde etki ederler:*

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni
molekiile ¢cevirme toplayicr etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve
kii¢iik molekdiller bu tip etki gosterirler.

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastiricl etkidir. Vitaminler,
flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki zincir kiriar etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir
kirict etki gosterirler.

4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici etkidir.

Serbest radikallere karsi islev yapan antioksidan gruplar ve ozellikleri Sekil

2.8.’de gosterilmektedir.

S et g Radikal Yakalayici Onarie1 / Yenileyici
Onleyici Antioksidanlar Antioksidanlar Antioksidanlar
Stiperoksit Dismutaz Cns B v Lipaz
Glutatyon Peroksidaz Uit Tl Proteaz
Metallerle Kompleks Albumin Karotenoidler DNA Onarict
Yapici Proteinler Eleermilir Enzimler
l l 17 Transferazlar
Radikal T 7 e l
olugumunu b llnmr et s r/l - Zaran onararak dokular
onleyerek aglamasn | filerlemesini / zincir venitlen difzenleperel
onleyerek sonunu bozarak l l
l Serbest J, Lipid l Z%ncir _ s
Radikal| — IRa dﬁiali —— | Oksidasyonu

Sekil 2.8. Antioksidanlarin serbest radikallere kars1 etkileri®*
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Antioksidanlar endojen ve ekzojen kaynakli olarak ikiye ayrilmakla beraber

serbest radikal olusumunu engelleyen ve mevcut radikalleri etkisiz hale getirenler veya

enzim ve enzim olmayanlar seklinde de siniflandirilabilmektedir.”*

Antioksidanlar \
/
Dogal antioksidanlar Sentetik antioksidanlar
/ \ BHT, BHA,
Enzimatik Enzimatik olmavan :Zlcz)llto(ﬁl;iﬁszﬁh
SOD / \ sentetik maddeler
Katalaz Endojen Eksojen
Glutatyon pcroksidaz Glutatyon E Vitamini
Glutatyon rediiktaz Seriiloplazmin -Karoten
Glutatyon-S-transferaz  Bilirubin Askorbik Asit
Ferritin Flavonoidler
Laktoferrin
Urik asit
Haptoglobinler
Albumin

Sekil 2.9. Antioksidanlarin siniflandirilmasi'”

2.8.4.1. Endojen (Dogal) antioksidanlar

Primer antioksidanlar (Enzimler)

SOD Enzimi: Bu enzim siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
doniisiimiinii katalizleyen enzimdir. SOD’nin aktivitesi yas artisiyla beraber artar. SOD
yaklagik olarak biitiin canlilarda bulunmaktadir. Memelilerde ii¢ tipi vardir. Bunlar
sitozolde bulunan dimerik bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) ihtiva eden Cu-Zn-SOD,
extraselular etki gdsteren Cu-Zn-SOD ve mitokondri de bulunan tetramerik mangan
(Mn) ihtiva eden Mn-SOD izomerlerdir. SOD’nin Fe ihtiva eden izomeri Fe-SOD ise
sadece mikroorganizmalarda ve bazi bitkilerde bulunmaktadir. SOD’nin tiim c¢esitleri

stiperoksitin dismutasyon reaksiyonunu katalizleyebilirler.zsi 236
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0y"+ 0y +2H — Hy0, + 0,

Serbest radikallerin olusturdugu yikici etkinin 6nlenmesinde SOD enziminin
katalaz enzimi ile birlikte incelenmesi gerektigi ve hatta iki enzimin bir kompleks haline
getirilip fenton reaksiyonu sonucu olusan radikallerin giderilmesinde daha etkili olacagi
diistiniilmektedir. Ciinkii SOD ile katalizlenen tepkime sonunda olusan hidrojen
peroksit oksijenin toksik tiirlerinden biridir ve katalaz tarafindan birikimi
6nlenmektedir.”’

Katalaz Enzimi (CAT): Katalaz, tiim canli hiicre tiplerinde degisik
konsantrasyonlarda bulunan, dort tane alt grup igeren ve her bir alt grubu 60,000 dalton
agirliginda olan enzimdir. Bu enzimin en 6nemli gorevi hidrojen peroksiti molekiiler
oksijen ve suya katalizlemektir.>®

CAT
2H,0p ——— 2H,0+ 0,

CAT enzimi daha ¢ok peroksizomlarda lokalizedir. CAT 1n indirgeyici aktivitesi
hidrojen peroksit ile metil, etil hidroperoksitleri gibi kii¢iik molekiillere karsidir. Biiytlik
molekiillii Lipit hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik iligi, mukoz membranlar,
karaciger ve bobreklerde yiiksek miktarda bulunmaktadir.'™’

Sekonder antioksidanlar

Glutatyon (GSH): GSH, bir¢ok hiicrede bulunur ve bir tripeptiddir. GSH L-
glutamat, L-sistein ve glisinden iki basamakta sentezlenir.

Glutatyon

L-Glutamat + L-Sistein + ATP » y-Glutamil sistein + ADP + P;
sentetaz

e .. y-Glutamilsistein
y-Glutamil sistein + Glisin + ATP » GSH + ADP + P

sentetaz
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GSH, hemoglobin ve diger eritrosit proteinlerinde bulunan sistein rezidiilerini
indirgenmis halde tutarak siilfhidril tamponu gérevini goriir. Indirgenmis glutatyon yani
GSH, aktif bolgesinde selenyum iz elementini igeren bir enzim olan GPx enzimi
katalizorliigiinde H,O, ve organik peroksitlerle reaksiyona girerek antioksidan etki
sergiler ve HO,’yi alyuvarlardan uzaklastirir. H,O, birikmesi hemoglobinin
methemoglobine  oksidasyon hizim1  artirarak  alyuvarlarin = yasama  siiresini
azaltabildiginden bu tepkime ¢ok Onemlidir. Ayrica alyuvarlarda hemoglobinin
methemoglobine otooksidasyonu ile siiperoksit olusurken diger dokularda ise bu CYP-
450 rediiktaz ve XO gibi enzimlerle olusur.?*% >

GSH, H,0;’yi veya organik oksitleri kimyasal olarak detoksifiye edebilir. GSH
peptid bagindan dolay1 diistik enerjili bilesikler arasinda kabul edebiliriz. GSH, hiicre
proteinlerini indirgemis sekilde tutan disiilfit-siilfidril degisimi tepkimelerinde etki
gosterir. Belirli oksidaz tepkimeleriyle olusan hidrojen peroksidi uzaklastiran enzim
GPx’e substratlik yaparak proteinlerin siilfidril gruplarim1 da korur. GSH yoklugunda
H,0; birikir. GSSG, glutatyon rediiktaz tarafindan siirekli GSH’ye indirgenerek GSH
miktart diizenlenir. >

2.9. Oksidatif Stres Hipotezi

Oksidatif stresin genel bir tanimi, prooksidan-antioksidan dengesinin prooksidan
yoniine kaymasi sonucu potansiyel hiicresel hasarlara yol agmasi durumudur.'®
Organizmada serbest radikallerin olusumu ile bunlarin ortadan kaldirilmasi siirekli bir
denge halindedir. Oksidatif denge dedigimiz bu durum siirdiiriilebildigi siirece serbest
radikaller organizmada herhangi bir patolojik sonu¢ dogurmamaktadir. Ancak serbest
radikallerin olusum hizinda artis ya da ortadan kaldirilma hizinda bir azalma oldugunda
‘oksidatif stres’ olarak adlandirilan siire¢ gozlenmekte ve bu durum doku hasar ile

sonuglanmaktadir.”®' Bununla birlikte, oksidatif stres durumunun 6l¢iimii, diizeltme ve
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onarimi yapan kompleks endojen savunma sistemlerin olmasindan dolay1 zor olabilir.
Oksidatif stres, serbest radikal tiretiminin artis1 ve antioksidan savunmanin azalmasi
sonucu olabilir. Bu nedenle, oksidatif stres biyobelirteci olarak antioksidan tiiketiminin
arastiritlmasi antioksidan miktarlarindaki azalis veya onlarin metabolitlerindeki artisin
degerlendirilmesi ile olabilir.*®*

2.10. Biyokimyasal Parametreler

2.10.1. Aminotransferazlar (Transaminazlar)

Klinik biyokimyada 1950 yillarinda kullanilmaya baslanmis ve enzim testleri
bundan sonra biiyiik bir hizla gelismistir.**®

ALT enziminin etkisi ile alaninin alfa amino grubu alfa-ketoglutarata aktarilarak
glutamik asit ve piriivik asit olusmakta; AST ise aspartik asitin alfa amino grubunu alfa
ketoglutarata aktararak glutamik asit ve okzalasetik asit meydana gelmektedir. Bu iki
reaksiyon ¢ift yonlii olup her iki enzim de kofaktor olarak piridoksal-5-fosfata (Bg
vitamini) gereksinim gostermektedirler.”®> Bu vitaminin alimindaki yetersizlik enzim
aktivitesinde azalmaya sebep olur.”** Hepatositlerde, AST’nin % 80’i mitokondri ve
% 20’si sitozolde bulunurken, ALT sadece sitozolde bulunmaktadir. AST,
miktarlarindaki azalma sirasina gore karaciger, miyokard, iskelet kasi, bobrek, beyin,
pankreas, akciger, 10kosit ve eritrositlerde mevcuttur. ALT ise en yliksek miktarlarda
karacigerde bulunmaktadir; bu nedenle karaciger hasarmmin daha spesifik bir
gostergesidir.?®> 2 Orta dereceli bir doku hasarinda sitozoldeki enzimler, agir doku
hasarinda ise hem sitozol hem de mitokondrideki enzimler seruma gecer. Bunun ig¢in
AST ve ALT testlerini birlikte kullanmak daima daha degerlidir. AST ve ALT tayin
edilerek De Ritis oranit AST/ALT hesaplanir. Ayica tani i¢in bu oran 6nemlidir.
ALT’nin yar1 émrii AST den daha uzun oldugu i¢in serum diizeyinin yiiksekligi uzun

. 263
sire devam eder.
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Pek spesifik olmayan karaciger hastaliklarinda transaminaz degerlerinde 300
U/L’ye kadar yiikselmesi goriilebilir. Eger transaminazlar 1000 U/L’yi asarsa ciddi
karaciger hasar1 anlamina gelmektedir. Genellikle akut viral hepatitler, iskemik
karaciger hastalilari, toksik ve ilaca bagl karaciger hastaliklarinda bdylesine yiiksek
transaminaz degerlerine rastlanabilir. AST ve ALT yiikselme sekilleri farkli karaciger
hastalilarinda degisik 6zellikler gosterebilir. Ornegin cogu karaciger hastaliklarinda
ALT, AST’den daha yiiksektir. Bir kronik karaciger hastaliginda AST/ALT oran1 1’1
geciyorsa olayin siroza ilerledigi diisiiniilebilir. Alkolik hepatitlerde AST/ALT orani 2,
hatta 3’1 gecer. AST nadiren 300 U/L’den yiiksektir. ALT normale yakin bulunur.
Tikanma sariliklarinda genellikle transaminazlar ¢ok yiiksek degerlere ¢ikmaz.>®

2.10.1.1. Aspartat Aminotransferaz (AST, SGOT)

AST; eski adiyla serum glutamik okzaloasetik transaminaz (SGOT) organa
spesifik olmayan bir enzimdir. Daha ¢ok hepatositlerde olmak {izere, kalp kasinda,
iskelet kaslarinda, bobrek dokusunda ve plasentada bulunur.”®’” Bu dokularda nekroz
gelistiginde serum AST konsantrasyonunda artig goriiliir. Hepatositlerin i¢inde bulunan
ASTnin % 60-80’1 mitokondri icinde bulunurken diger boliimii ¢Oziiniir formda
sitoplazma i¢inde bulunur. AST'nin mitokondriyel formunun salinimi i¢in membran
permeabilitesinde degisime neden olan harabiyetten daha siddetli bir bozuklugun olmasi
gereklidir. Bunun sonucu olarak AST aktivitesindeki artis, ALT'nin artisindan daha geg
gerceklesir. AST'nin konsantrasyonundaki artis en yaygin olarak hepatoseliiler
hastaliklarda gérﬁlﬁr.268 AST'nin sitozolik (AST1) ve mitokondriyal (AST2) iki

izoenziminin ¢ok sayida formlar vardir.*®

AST pek cok yumusak dokuda
bulundugundan (iskelet kaslari, kalp kasi1 ve karacigerde yiiksek konsantrasyonda;

eritrositler ve bobreklerde daha az) serum aktivitesinde yiikselme yumusak doku
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hasarimin bir gostergesidir.”’® Tiim hayvanlarda yumusak doku nekrozunun spesifik
olmayan indikatoriidiir.

2.10.1.2. Alanin Aminotransferaz ( ALT, SGPT)

ALT; eski adiyla serum glutamik pirtivik transaminaz (SGPT) sitoplazmik bir
enzimdir. Hepatoseliiler membran permeabilitesinin artisinda hiicre disina salinimi
artar. Yiksek serum alanin aminotransferaz seviyesi hepatoseliiler hasarin siddetli
oldugunu gosterir. ALT transferazlar grubunda yer alir ve albumin metabolizmasinda
aspartat aminotransferaz ile birlikte gorev alir. ALT, hiicre sitoplazmasinda L-alanin ve
ketoglutarat’in piruvat ve glutamata geri doniistimlii transaminasyonunu katalize eder.
Serum ve spinal sivida ALT aktivitesi olmasina ragmen, c¢ok diisiik renal spesifik
aktivitesi nedeniyle idrarda AST aktivitesi yoktur. AST ve ALT’nin serumdaki
yiikselmis aktiviteleri genellikle klinik pratikte ve saglik taramalarinda karaciger
hastaliklarinin belirteci olarak kullanilir.”®® Bu bozukluklar yiiksek alkol alimi ve hepatit
virlisi enfeksiyonu olmadan rastlanan alkolik olmayan karaciger yaglanmasinin
taniminda Onemlidir. Diyabetli hastalarda serum aminotransferazlarinin yiikselmesi
siklikla gozlenmekte ve bu c¢ogunlukla karacigere yag infiltrasyonundan
kaynaklanmaktadir. Sismanlikta da serum aminotransferazlarinin 6zellikle de ALT
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aktivitesinin yiikseldigi bilinmektedir.”"" Diyabette serum glikoz konsantrasyonu; AST

aktivitesi ile birlikte serum ALT diizeylerinde de 6nemli oranda yiikselmektedir.?”?
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3. MATERYAL VE METOT

Bu ¢alisma, Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvari ve
Atatiirk Universitesi T1ip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Molekiiler Farmakoloji
Aragtirma Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu calismamizda Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi (ATADEM) biinyesindeki deneysel hayvan laboratuvarindan temin edilen
toplam 48 adet ve agirliklart 200-220 gram arasinda degisen Albino Wistar cinsi disi
sigan kullanildi. Deney siiresince, siganlara yeteri kadar (ad libitum) su ve yem (Yem
Kurumu, Standart Sican Yemi) verildi. Hayvanlar deney Oncesi gruplar halinde
laboratuvarda normal oda sicakliginda (22 'C) barmndirildi ve beslendi. Calismalarimizin
tiim asamalarinin etik kurallara uygun oldugu, Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulunun 22.02.2012 tarih ve 140 sayili yazis1 ve Atatiirk Universitesi
Saglik Bilimleri Etik Kurulunun 24.02.2012 tarih ve 2012.2.17 numarali karar1 ile
onaylanmustir.

3.1.2. Kullanilan Ilaclar

Parasetamol: Calismada, parasetamoliin rat bagina 2 g/kg dozu 2 ml’ye tekabiil
edecek sekilde PBS’in (phosphate buffer saline) % 1 lik CMC (Karboksi Metil Seliiloz)
cOzeltisinde siispanse edilerek hazirlandi. Hazirlanan silispansiyon gastrik sonda
yardimiyla oral olarak uygulandi. (Parasetamol, Doga [la¢ Hammadde Ltd. sirketi, Ist.)

Nigella sativa L. Etanol Ekstrakti: Bitki aktardan temin edilip Agr1 Ibrahim
Cecen Universitesi Farmakognozi Anabilim Dalinda Yrd. Dog. Dr. Yal¢in Karagoz
tarafindan teshis edildikten sonra 200 gr tartilarak 50 *C’de 500 ml’de % 70 etanolde ii¢

kere 24 saat boyunca geri sogutucu altinda ekstrakte edildi. Ardindan etanol kismi ve
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bir miktar su evaprator ile uzaklastirildiktan sonra koyu kahverengi renginde yaklasik
% 25 verim ile 200 ml NS etanol ekstresi elde edildi. Elde edilen ekstrakt 250, 500 ve
1000 mg/kg’lik dozlarda ratlara verilmek iizere +4 “C buzdolabinda muhafaza edildi.
Doz hesab1 yapilabilmesi i¢in 1 ml Etanol ekstresi 50 °C’de etiivde tutularak tiim su
icerigi uzaklastirildi. 1 ml etanol ekstresinin kuru agirligit 195 mg olarak belirlendi.
Buna gore her bir mlI’de 195 mg madde oldugu kabul edilerek ratlara verilecek dozlar

ayarlandi. Ekstreler oral yoldan gastrik sonda ile her rata 1 ml olacak sekilde uygulandi.

N-asetil Sistein (NAC): 600 mg tablet NAC (Mentopin, Hermesarzneimittel

Gmbh, Miinih-Almanya) uygun dozda gastrik sonda yardimiyla oral yoldan uygulandi.

Tiyopental sodyum: Calismada i.p. olarak 6tenazi i¢in 50 mg/kg Tiyopental

sodyum (IE ULAGAY) verildi.

3.1.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cihazlar

Eliza Okuyucu
Mikroplate Yikayici
Santrifiij (Sogutmalr)
pH Metre

Manyetik Karistiric
Doku Homojenizatorii
Hassas Terazi

Etiv

Karistirict

Buzdolabi (-86 °C)
Otomatik Multikanal Pipet

Pipet Seti

Modeli ve Firmasi

Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek, USA
Stat Fax 2600 Microplate Washer, USA
Hettich Zentrifugen 320R, Germany
SCHOTT Instruments Lab 850, Germany
Wisd WiseStir MSH-20A, Germany
Ika-Werke

Shimadzu ATX224, USA

Memmert WNB 7-45, Germany

IKA-MS 3 basic, USA

Nuaire NU-9483E, USA

Eppendorf Research Pro (20-300p)

Eppendorf Research Plus
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3.2. Metot
3.2.1. Deney Plani
Calismada, 8 deney grubu ve bir kontrol grubu olusturuldu. Her bir grupta 6 adet
olmak tizere toplam 48 adet sigan kullanildi. Deney plani, Tablo 3.1.'de verilmistir.
Deney Oncesi tiim gruplar 16 saat a¢ birakildi.
Ag kalan hayvanlar asagidaki gruplarda belirtilen deney protokollerine alindi:
Grup I: Saglikli grubu. 2 ml PBS (% I’lik CMC igeren), oral gavaj ile oral yoldan
verildi.
Grup II: Saglikli + Nigella sativa L. 1000 mg/kg etanol ekstresi grubu. 1000 mg/kg
dozunda Nigella sativa L. etanol ekstresi, gavaj yardimiyla oral yoldan verildi.
Grup III: Saglikli + NAC 140 mg/kg grubu. 140 mg/kg NAC oral yoldan verildi.
Grup IV: Parasetamol 2 g/kg Kontrol grubu. 2 g/kg dozunda 2 ml parasetamol
¢oOzeltisi, gavaj yardimiyla oral yoldan verildi.
Grup V: NAC 140 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg grubu. 140 mg/kg N-AsetilSistein oral
yoldan verildikten 1 saat sonrasi 2 g/kg dozunda 2 ml parasetamol ¢ozeltisi, oral gavaj
ile oral yoldan verildi.
Grup VI: Nigella sativa L. 250 mg/kg etanol ekstresi + Parasetamol 2 g/kg (oral)
Grup VII: Nigella sativa L. 500 mg/kg etanol ekstresi + Parasetamol 2 g/kg (oral)
Grup VIII: Nigella sativa L. 1000 mg/kg etanol ekstresi + Parasetamol 2 g/kg (oral)
Calismada uygulanan biitlin parasetamol dozlari, ilgili literatiire gore

belirlenmistir.”"> 2™

Parasetamol uygulamasindan 4 saat sonra tiim gruptaki ratlara
deney sonuna kadar, yeteri kadar (ad libitum) su ve yem (Yem Kurumu Standart Sigan

Yemi) verildi. 2 g/kg dozunda oral gavaj ile 2 ml uygulanan parasetamol ile 24 saat

bekledikten sonra karaciger toksisitesi olusturuldu.
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Tablo 3.1. Deney Plani

Gruplar Hayvan Tedavi Doz

Sayisi
I 6 Saglikli 2 ml PBS
1T 6 Saglikli + Nigella sativa L. etanol ekstresi 1000 mg/kg
I 6 Saglikli + NAC 140 mg/kg
v 6 Parasetamol 2 g/kg
A% 6 NAC + Parasetamol 140 mg/kg + 2 g/kg
VI 6 Nigella sativa L. etanol ekstresi + Parasetamol 250 mg/kg + 2 g/kg
VII 6 Nigella sativa L. etanol ekstresi + Parasetamol 500 mg/kg + 2 g/kg
VIII 6 Nigella sativa L. etanol ekstresi + Parasetamol 1000 mg/kg + 2 g/kg

Tiim gruplara parasetamol uygulamasindan 24 saat sonra yiiksek doz tiyopental
(50 mg/kg) ile 6tanazi uygulanarak deney sonlandirildi. Tiim gruplardaki hayvanlarin
karacigerleri ve kan ornekleri alindi. Alinan karacigerlerin biyokimyasal analizlerinin
yapilmast i¢in -80 °C dondurucuda muhafaza edildi. Toplanan kanlar 4000 g’de
santrifiij edilerek serumlar1 elde edildi ve serumlar -80 °C dondurucuda muhafaza
edildi.

3.2.2. Biyokimyasal Calismalar

3.2.2.1. Karaciger Dokusunda Yapilan Analizler

Makroskopik analizlerden sonra, rat dokulart1 -80 °C’de saklandi. Her ratin
karacigeri teker teker sivi azot esliginde havanda homojenize edildi. Daha sonra her bir
karaciger dokusu Ol¢limii i¢in yaklasik 100 mg doku spesifik homojenat tamponunda
ultra-turraks doku homojenizatorii ile homojenize edildi. Daha sonra yontemdeki
direktiflere gore santrifiij edildi. Karacigerdeki biyokimyasal calismalar i¢in her
slipernatanttan SOD enzim aktivitesi yliksek hassasiyetteki Cayman Chemical
Superoxide Dismutase Assay Kit Item Number 706002 ELISA kitiyle, MDA seviyeleri

yiiksek hassasiyetteki Cell Biolabs OxiSelect™ TBARS Assay Kit (MDA Quantitation)

68



STA-330 ELISA kitiyle, GSH seviyesi ise Sedlak ve arkadaslarinin gelistirmis oldugu
yontemin ELISA’ya modifiye edilerek 96°lik well plate’te her bir rat karacigeri ikiser

"> Ayrica her bir parametre icin homojenize edilmis tiim

tekrarlamali olarak Olgiildii.
karaciger siipernatantlarinda protein seviyesi Olgiildii ve ortalama + standart sapma
olarak gosterildi.
Protein tayini: Protein konsantrasyonlar ticari protein standartlar1 kullanilarak Lowry
metodu ile tespit edildi. (Sigma Aldrich, Total protein kit-TP0300-1KT-USA).
Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivite tayini
Kullanilan Reaktifler: Assay buffer (50 mM Tris-HCI, pH:0.8, 0.1 mM diethylene
triamine penta acetic acid (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’in Siiperoksit Dismutaz Assay kiti kullanildi. Bu
metotta, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile liretilen siiperoksit radikalleri Tetrazolium'u
indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu kompleks 460 nm'de maksimum absorbans
verir. Enzimin olmadigi ortamda meydana gelen indirgenme mavi-mor renk
olusturmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise Tetrazolium indirgenmesi tam olmayip

enzim miktar ve aktivitesine bagl olarak acik renk olugsmakta, buradan aktivite hesab1

yapilabilmektedir.
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Deneyin yapilisi:

Doku homojenizasyonu;

1.

Dokular kirmizi kan hiicresi ve pihtilarini uzaklastirmak icin PBS ile yikandi

2. Siv1 azot altinda dokularimizi homejenize edildi

3.

70 mM siikroz, 210 mM mannitol ve 1 mM Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)
iceren pH’1 7.2 olan doku basina 1 ml soguk HEPES buffer ile ultra-turrax
homojenizatérde buz iistiinde 1 dakika homojenize edildi.
Tiim numuneler islem bitene kadar + 4 °C'de muhafaza edildi.
+4 °C'de 1,500x g’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.

Stipernatant kisminda 6l¢tim yapildi.

Calisma 96 kuyucuklu plate'lerde gerceklestirildi.

. Ornek Kuyularina 20 pl érnek ve standartlardan eklendi.

. 200ul Seyreltilmis Radikal Detektor tiim kuyulara eklendi ve 10 dk. calkalayiciya

(karistiriciya) konuldu.

Reaksiyonu baslatmak i¢in 20 pl seyreltilmis Xantin Oksidaz eklendi.

. Birkag saniye plate’in iistii kapali sekilde ¢alkalayicida bekletildi.

Oda sicakliginda 20 dk boyunca inkiibe edildikten sonra 460 nm’de Elisa reader

da okutuldu.

SOD aktivitesinin hesaplanmasi: Olugsan mavi-mor rengindeki formazon boyasindaki

azalmanin absorbans miktarlar1 460 nm’de 96’lik well plate kullanilarak okundu ve

seyreltme katsayilart dikkate alinarak onceden hazirlanan SOD stok ¢ozeltisi ile

olusturulan standart grafikten yararlanarak ol¢iimler hesaplandi. Numunelerin SOD

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

yapilarak belirlendi. Egrinin denklemi y = - 0,000617x + 0,561 ve R? degeri ise 0,986

olarak bulundu.
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Total Glutatyon (GSH) tayini
GSH miktarmin dl¢iilmesi ve prensibi: Sedlak ve arkadaslarinin gelistirdigi yontem
esas alinarak ger(;eklestirildi.275 Olgiim ortamindaki DTNB 5,5'-Ditiyobis (2-
nitrobenzoik asit) disiilfit bir kromojendir ve siilthidril gruplu bilesikler tarafindan
kolayca indirgenir. Meydana gelen sart renk 412 nm spektrofotometrik olarak
Olciilebilir.
GSH miktarimin 6l¢iilmesi: Sedlak ve arkadaslarinin gelistirdigi yontem esas alinarak
ELISA’ya uyarlanarak gerceklestirildi. 0.1 g doku iizerine 4.5 ml 50 mM Tris-HCI (pH
7.4) ilave edilerek homojenize edildi. Homojenatlar, 12000 g 4 °C'de 10 dakika santrifiij
edildi ve silipernatantlar, GSH miktarinin belirlenmesinde kullanildi. 96’lik elisa plate
icerisine 150 pl 6l¢lim tamponu (0.2 mM EDTA igeren 200 mM Tris-HCL, pH = 8.2),
25 pl siipernatant ve 10 ul DTNB pipetlenerek karistirildi. Karisim 37 °C'de 30 dakika
inkiibasyona birakildi ve sonra 412 nm’de dl¢timleri alind1.
GSH miktarimin hesaplanmasi: Olusan sar1 renk miktarlar1 412 nm’de 96’lik well
plate kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak 6nceden hazirlanan
GSH stok ¢ozeltisi ile olusturulan standart grafikten yararlanarak dl¢timler hesaplandi.
Numunelerin GSH miktarlari, nmol/mg protein olarak tarif edildi. Her bir doku
faktorlinlin etkisi 2 kez tekrar yapilarak belirlendi. Egrinin denklemi y = 1,67x + 0,581
ve R? degeri ise 0,983 olarak bulundu.

Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS) miktarinin tayini
Kullanilan reaktifler: MDA standart (malondialdehyde bis), Thiobarbituric acid
(TBA), SDS lysis solution, TBA acid diluent, Sodyum hidroxide soliisyonu, BHT
soliisyonu (Igerisinde % 5 lik butylated hydroxytoluene)
Deneyin Prensibi: Cellbiolabs’in oxiselect MDA quantitation kitine gore ¢alisildi. En

cok kullanilan lipid peroksidasyon tayin yontemidir. Asidik ortamdaki tiyobarbitiirik
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asit ile 90-95 °C’de reaksiyona giren malondialdehit (MDA) ve TBARS, pembe renkli
kromojen meydana getirir. 15 dakika kaynatildiktan sonra hizla sogutulan numunelerin
absorbanslar1 532 nm'de spektrofotometrik olarak okundu.

Deneyin Yapihsi:

Doku homojenizasyonu;

1. Dokular kirmiz1 kan hiicresi ve kan pihtilarini uzaklagtirmak i¢in PBS ile yikanip,

2. Sivi azot altinda dokularimizi homejenize edildi.

3. Homojenize dokulardan 100'er mg tartilarak tiiplere konuldu. Her tiipe
hazirladigimiz 1X BHT in PBS soliisyonundan 1 ml eklendi.

4. Tiipler buz i¢ine konularak homojenizatdrde 30 sn homojenize edildi.

5. Homojenize dokular 10.000 g de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatantlar1 toplandi.

Calisma 96 kuyucuklu platelerde yapilda.

1. Santrifiij sonrasinda elde ettigimiz siipernatantlar1 yeniden numaralandirdigimiz
bagka tliplere 100 pul hacminde eklendi. Bunun yaninda standartlarimiz da ayri
tiiplere 100 er ul olacak sekilde koyuldu.

2. Kristalize durumdaki SDS lysis solutionunu ¢6zdiirdiikten sonra her bir
numunemize (standartlar da dahil) 100 er ul eklendi.

3. Oda sicakhiginda 5 dk. Inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra &lgiim
yapacagimiz her tiipe 250 pul TBA reagent eklendi.

4. Tiplerin agzin1 kapatip 95 °C'de 45 ila 60 dk inkiibasyona birakildu.

5. Inkiibasyon sonrasinda tiipler 5 dk buz iizerinde bekletildi.

6. Daha sonra tiim tiipler 3000 rpm de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatanti alind1.

7. 96 well plate’e numuneler 200 pl yiiklendi ve 532 nm Abs'de okutuldu.

Hesaplama: 20 mM/L stok standat ¢6zeltisinden degisik konsantrasyonlarda hazirlanan

standartlar, numunelerle ayni sartlarda calisildi ve olusan pembe renk miktarlar1 532
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nm’de 96’lik well plate kullanilarak okundu elde edilen sonuglar ile standart grafigi
cizildi. Bu grafikten elde edilen egim sabiti numunelere uygulanarak TBARS miktar1
yas gram doku basimma nanomol olarak hesaplandi. Daha sonra numunelerin TBARS
miktarlari, nmol/mg protein olarak tarif edildi. Her bir doku faktoriiniin etkisi 2 kez
tekrar yapilarak belirlendi. Egrinin denklemi y = 0,00285x + 0,278 ve R? degeri ise
0,964 olarak bulundu.

3.2.2.2. Serumda Yapilan Analizler
TNF-a olciimii icin serumun elde edilmesi: Biyokimya tiipline konulan kanlar 4000
rpmde 10 dk +4 °C'de santifiij edildi. Analiz yapilana kadar -80 °C'de saklandi. Her bir
ornegin rat TNF-a seviyeleri ikiser kere tekrarlamali olarak yliksek hassasiyetteki
ELISA kitiyle (Invitrogen-KRC3011-USA) o6lgildii.
AST, ALT olciimii icin serumun elde edilmesi: Biyokimya tiipiine konulan kanlar
4000 rpm de 10 dk +4 "C'de santifiij edildi. Analiz yapilana kadar -80 “C'de saklandi.
Her oOrnegin rat AST ve ALT seviyeleri ikiser kere tekrarlamali olarak yiiksek
hassasiyetteki ELISA kitiyle (USCN life science-E90207Ra, E91214Ra (China)
olgiildii.

TNF-a Miktari
Kullanilan reaktifler: Rt TNF-a Standart (% 0.1 sodyum asid igerir), Standart diluent
buffer (% 0.1 sodyum asid igerir), inkiibasyon buffer, Rt TNF-a High ve low kontrol,
Rt TNF-o Biotin conjugate (Biotinlemis anti- TNF-a ), Streptavidin-HRP (3.3 mM
Tymol), Streptavidin-HRP Diluent, Wash buffer, Stabilize chromogenTetrametil
benzidin(TMB), Stop solution.
Deney prensibi: Bu calismada Invitrogen Rt TNF-o kiti kullanildi. Kit i¢ginde mevcut
olan platelerin kuyular1 Rt TNF-o’ya spesifik monoklonal antikorlar ile kaplidir.

Standartlar ve numunelerin kuyulara eklenmesi ile TNF-o’lar spesifik antkorlara
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yapisirlar. Bu komplexe 6zgii biotinlenmis antikorlar eklenerek immobilize TNF-a’ya

yapismasi saglanir. Daha sonra Streptavidin—Peroxidase (ikincil antikor) eklenerek

komplexe yapismasi saglanir. Substrat soliisyonu eklenir ve komplekse bagli enzim ile

etkileserek renk olusturur. Reaksiyonu durdurmak i¢in stop soliisyonu eklenir.

Deneyin yapilisi:

1.

2.

10.

11.

12.

Blank kuyusuna 100 pl Standart Diluent buffer eklendi.
Standartlar, numuneler ve kontrollerden kuyulara 100 pl eklendi. Plate’in iizeri

kapatildiktan sonra 2 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

. Tiim s1vilar aspire edildi ve yikama iglemi uygulandi.

. Kor kuyusu hari¢ diger kuyulara 100 pl biotinlenmis Rt TNF-a biotin konjugat

eklendi.

. Plate’in iizeri kapatildiktan sonra 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

. Tiim sivilar aspire edildi ve yikama islemi uygulandi. Kor kuyusu hari¢ diger

kuyulara 100 pl Streptavidin HRP working solution eklendi.

Plate’in lizeri kapatildiktan sonra yarim saat oda sicaklifinda inciibasyona
birakildi.

Tim sivilar aspire edildi ve yikama islemi uygulandi.

Her kuyuya 100 pl Stabilize Chromogen eklendi ve sivilarda ki renklenme mavi
olmaya basladi.

Plate’in lizeri kapatildiktan sonra yarim saat oda sicakliginda karanlikta

inkiibasyona birakild1.
Her kuyuya stop solution eklendi. Sivilardaki renklenme sar1 renge doniistii.

450 nm’de dl¢lim yapildi.

Hesaplama: Olgiimler Epoch Elisa reader cihazinda yapildi. Cihazin Gen 5 programi

kullanilarak hesaplama yapildi. Standartlara uygun lineer egri hazirlandi. Y axis: TNF-a
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kons., X axis: abs. ve numunelerimizin konsantrasyonlar1 belirlendi. Konsantrasyonlar
pg/ml olarak hesaplandi.
AST Olgiimii
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 kullanildu.
Rat AST ’sine Ozgiin antikorlar ile kapli olan plate’lere standart ve numunelerin
eklenmesi ile antijen antikor birlesmesi olmaktadir. Bu AST’ye spesifik olan biotin
konjugatli polyklonal antikorlart 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 yapilisi:
1. Kuyulara Standart, kor ve numunelerden 100 pl eklendi. Plate’in istii
kapatildiktam sonra 2 saat 37 “C'de inkiibasyona birakildi.
2. Yikama islemi 3 kere yapildiktan sonra, her kuyuya 100 pl Detection Reagent A
soliisyonu eklendi. 1 saat 37 °C'de inkiibasyona birakildu.
3. Yine yikama islemi 3 kere yapildiktan sonra her kuyuya 100 pl Detection Reagent
B soliisyonu eklendi. 30 dk. 37 °C'de inkiibasyona birakildi.
4. Solusyonlar kuyulardan alind1 ve yikama islemi uygulandi.
5. Her kuyuya 90 pul Substrat eklendi. 15-20 dk. 37 °C'de inkiibasyona birakild.
6. Her kuyuya 50 pl stop soliisyonu eklendi ve sivilarda sari renk gézlendi.
7. 450 nm’de 6l¢iim alind.
Hesaplama: Olgiimler Epoch Elisa reader cihazinda yapildi. Cihazin Gen 5 programi

kullanilarak hesaplamalar yapildi. Standart Log-Log egri hazirlandi. Y axis: AST kons.,
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X axis: abs. Standartlara en uygun sekilde bir dogru ¢izildi ve Numunelerimizin
konsantrasyonlar1 belirlendi. Konsantrasyonlar ng/ml olarak hesaplandi.
ALT Ol¢iimii
Kullanilan reaktifler: Standart(dondurulmus), Detection reagent A(green), Detection
reagent B(red), TMB substrate, Wash buffer, Standart diluent, Assay Diluent A, Assay
diluent B, Stop solution.
Deney prensibi: USCNK Life Science Alanin Aminotransferaz (ALT) kiti kullanildu.
Rat ALT’sine 0zglin antikorlar ile kapli olan plate’lere standart ve numunelerin
eklenmesi ile antijen antikor birlesmesi olmaktadir. Bu ALT ye spesifik olan biotin
konjugatli polyklonal antikorlar1 ALT ile birlesir. Daha sonra bu antikor HRP iceren
avidin konjugatina baglanir. TMB substrat soliisyonu biotinlenmis antikor ve HRP
avidini etkileyerek renk olusumuna sebep olur. Enzim substrat reaksiyonuna siilfirik
asid ile son verilir.
Deneyin yapilisi:
1. Standart, blank ve numunelerimizden her kuyuya 100 pl eklendi. 2 saat 37 “C'de
inkiibasyona birakildi.
2. Tiim swvilar alind1, yikama islemi uygulanmadi.
3. Her kuyuya 100 pl Detection Reagent A soliisyonu eklendi. lsaat 37 °C'de
inkiibasyona birakildi.
4. Solusyonlar kuyulardan alind1 ve yikama islemi uygulandi.
5. Her kuyuya 100 pl Detection Reagent B soliisyonu eklendi. 30 dk. 37 “C'de
inkiibasyona birakildi.
6. Solusyonlar kuyulardan alind1 ve yikama islemi uygulandi.
7. Her kuyuya 90 pl Substrat soliisyonu eklendi. 15-20 dk. 37 °C'de karanlikta

inkiibasyona birakild1.
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8. Her kuyuya 50 pul stop soliisyonu eklendi ve sar1 renk gézlenmeye baslandi.

9. 450 nm’de 6l¢iim alindi.
Hesaplama: Olgiimler Epoch Elisa reader cihazinda yapildi. Cihazin Gen 5 programi
kullanilarak hesaplama yapildi. Standartlara uygun Log-Log egrisi hazirlandi. Y axis:
ALT kons., X axis: abs. Numunelerimizin konsantrasyonlar1 belirlendi. Numune

konsantrasyonlar ng/ml olarak hesaplandi.

3.2.3. Istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verildi ve
p<0.05 degerleri istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi. Gruplar arasi farkin
onemlilik derecesi One-Way ANOVA testinde Post Hoc Coklu karsilastirmali testlerden
Duncan’a gore yapildi. p<0.05 anlamli olarak kabul edildi. Her bir farkli harf diger
gruptan istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir. Aymi harfler anlamsiz

oldugunu gostermektedir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular
4.1.1. ALT, AST ve TNF-a Analizleri

Tablo 4.1. Rat serumunda 6lgiilen ALT, AST ve TNF-a sonuglart.

GRUPLAR ALT (U/L) AST(U/L) TNF-a (pg/ml)

Saghkh 37.19+822*  72.19+11.95° 34.13 + 8.84°
Saglikh + NS 1000 mg/kg 40.63+ 1028  75.94+7.82% 33.38 + 5.80°
Saghikh + NAC 140 mg/kg 4525+5.87"  77.94+18.80™ 37.38 + 6.25°

191.88 + 39.65¢
96.63 + 14.61°
80.15 + 11.63%
82.63 + 12.07%
64.25 +17.52°

184.50 + 50.40°  225.13 + 52.22¢
91.75+11.03¢  116.63 + 18.09°
69.30 £ 10.50°  121.63+11.67°
67.11+13.18°  99.94+6.01™

60.90 £9.33" 92,50 + 14.10™

Parasetamol 2 g/kg

NAC 140 mg/kg + Prst 2 g/kg
NS 250 mg/kg + Prst 2 g/kg
NS 500 mg/kg + Prst 2 g/kg
NS 1000 mg/kg + Prst 2 g/kg

NS: Nigella sativa L., Prst: Parasetamol, NAC: N-asetilsistein. Sonuclarin istatistii One-Way ANOVA
testinde Post Hoc Coklu karsilagtirmali testlerden Duncan’a gore yapildi. p<0.05 anlamli olarak kabul
edildi. (Degerler: Ortalama + Standart Sapma)

4.1.2. SOD, GSH ve MDA Analizleri

Tablo 4.2. Rat karaciger dokusunda 6l¢iilen SOD, GSH ve MDA sonuglart.

SOD GSH MDA
GRUPLAR (U/mg protein) (nmol/mg protein) (nmol/mg protein)
Saghkh 30.80 = 6.58¢ 539+ 1.63% 1.46 +0.29°
Saghkli + NS 1000 mg/kg 32.80 + 4.83¢ 5.57+2.07" 1.41 + 0.49°
Saghkli + NAC 140 mg/kg 28.81 + 5.23% 5.85+1.12° 1.51 +£0.59°
Parasetamol 2 g/kg 17.08 £4.96" 2.05+0.59" 3.93 £ 1.66"
NAC 140 mg/kg + Prst 2 g/lkg ~ 21.40 + 5.54° 5.05+0.98" 2.17+0.97
NS 250 mg/kg + Prst 2 g/kg 22.12+4.78% 4.04 + 1.44° 2.07£0.78"
NS 500 mg/kg + Prst 2 g/kg 24.80 + 4.52" 5.25+0.87™ 1.96 £ 0.62°
NS 1000 mg/kg + Prst 2 g/lkg ~ 28.56 +6.71° 548+ 1.77™ 1.79 +0.38"

NS: Nigella sativa L., Prst: Parasetamol, NAC: N-asetilsistein. Sonuclarin istatistii One-Way ANOVA
testinde Post Hoc Coklu karsilagtirmali testlerden Duncan’a gore yapildi. p<0.05 anlamli olarak kabul
edildi. (Degerler: Ortalama + Standart Sapma)
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Saglikli, Sagliklt + NS 1000 mg/kg, Sagliklt + NAC 140 mg/kg, Parasetamol 2
g/kg, NAC 140 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, NS 250 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, NS
500 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, NS 1000 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg deney
gruplarindaki ALT seviyeleri sirasi ile; 37.19 U/L protein, 40.63 U/L protein, 45.25 U/L
protein, 184.50 U/L protein, 91.75 U/L protein, 69.30 U/L protein, 67.11 U/L protein,
60.90 U/L protein olarak 6l¢iildii (Tablo 4.1.).

Saglikli grubuna gore Parasetamol 2 g/kg verilen grubun ALT seviyesinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 belirlendi (p<0.05). Saghkli rat
gruplarimiza NAC ve NS uygulamalar1 sonucu ALT seviyelerinde ise saglikli grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadig1 goriildi (p>0.05).
Parasetamol 2 g/kg grubunda artmis olan ALT seviyeleri parasetamol uygulanan 250,
500 ve 1000 mg/kg NS gruplarinda ve NAC grubunda istatistiksel olarak anlamli
sekilde diisiik oldugu belirlendi (p<0.05). Istatistiksel olarak en etkili doz ise NS 1000

mg/kg + Parasetamol 2 g/kg grubunda oldugu acik bir sekilde goriildi.
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Sekil 4.1. Rat serumunda oOlgiilen ALT miktarinin grafikle gosterilmesi

NS: Nigella sativa L., NAC: N-Asetilsistein, Prst: Parasetamol. Ayni siitunda ayni harf veya harflerle
gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark
yoktur (p<0.05).
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Saglikli, Saglikli + NS 1000 mg/kg, Saglikli + NAC 140 mg/kg, Parasetamol 2
g/kg, NAC 140 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, NS 250 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, NS
500 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, NS 1000 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg deney
gruplarindaki AST seviyeleri sirast ile; 72.19 U/L protein, 75.94 U/L protein, 77.94 U/L
protein, 225.13 U/L protein, 116.63 U/L protein, 121.63 U/L protein, 99.94 U/L protein,
92.50 U/L protein olarak 6l¢iildii (Tablo 4.1.).

Calismamizda Saglikli grubuna gore Parasetamol 2 g/kg verilen grubun AST
seviyesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 belirlendi (p<0.05). Saglikli rat
gruplarimiza NAC ve NS uygulamalar1 sonucu AST seviyelerinde ise saglikli grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadig1 goriildii (p>0.05).
Parasetamol 2 g/kg grubunda artmis olan AST seviyeleri parasetamol uygulanan 250,
500 ve 1000 mg/kg NS gruplarinda ve NAC grubunda istatistiksel olarak anlamli
sekilde diisiik oldugu belirlendi (p<0.05). Istatistiksel olarak en etkili doz ise NS 1000

mg/kg + Parasetamol 2 g/kg grubunda oldugu acik bir sekilde goriildi.
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Sekil 4.2. Rat serumunda oOlgiilen AST miktarinin grafikle gosterilmesi

NS: Nigella sativa L., NAC: N-Asetilsistein, Prst: Parasetamol. Ayni siitunda ayn1 harf veya harflerle
gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark
yoktur (p<0.05).
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Saglikli, Saglikli + NS 1000 mg/kg, Saglikli + NAC 140 mg/kg, Parasetamol 2
g/kg, NAC 140 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, NS 250 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, NS
500 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, NS 1000 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg deney
gruplarindaki TNF-a seviyeleri sirasi ile; 34.13 pg/ml protein, 33.38 pg/ml protein,
37.38 pg/ml protein, 191.88 pg/ml protein, 96.63 pg/ml protein, 80.15 pg/ml protein,
82.63 pg/ml protein, 64.25 pg/ml protein olarak Sl¢iildii (Tablo 4.1.).

Saglikli grubuna gore Parasetamol 2 g/kg verilen grubun TNF-a seviyesinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 belirlendi (p<0.05). Saglkli rat
gruplarimiza NAC ve NS uygulamalar1 sonucu TNF-o seviyelerinde ise saglikli
grubuyla karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadigi goriildi
(p>0.05). Parasetamol 2 g/kg grubunda artmis olan TNF-o seviyeleri parasetamol
uygulanan 250, 500 ve 1000 mg/kg NS gruplarinda ve NAC grubunda istatistiksel
olarak anlaml sekilde diisiik oldugu belirlendi (p<0.05). Istatistiksel olarak en etkili doz

ise NS 1000 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg grubunda oldugu acik bir sekilde goriildii.
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Sekil 4.3. Rat serumunda 6lgiilen TNF-a miktarinin grafikle gosterilmesi

NS: Nigella sativa L., NAC: N-Asetilsistein, Prst: Parasetamol. Ay siitunda ayni1 harf veya harflerle
gosterilen degerler arasinda Duncan c¢oklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark
yoktur (p<0.05).
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Saglikli, Saglikli + NS 1000 mg/kg, Saglikli + NAC 140 mg/kg, Parasetamol 2
g/kg, NAC 140 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, NS 250 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, NS
500 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, NS 1000 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg deney
gruplarindaki SOD aktiviteleri sirast ile; 30.80 U/mg protein, 32.80 U/mg protein, 28.81
U/mg protein, 17.08 U/mg protein, 21.40 U/mg protein, 22.12 U/mg protein, 24.80
U/mg protein, 28.56 U/mg protein olarak 6l¢iildii (Tablo 4.2.).

Bulgularimiz sonucunda Saglikli grubuna gore Parasetamol 2 g/kg verilen
grubun SOD aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi belirlendi
(p<0.05). Saglikl1 rat gruplarimiza NAC ve NS uygulamalar1 sonucu SOD aktivitesinde
ise sagliklt grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
olmadig1 goriildii (p>0.05). Parasetamol 2 g/kg grubunda azalmis olan SOD aktivitesi
parasetamol uygulanan 250, 500 ve 1000 mg/kg NS gruplarinda ve NAC grubunda
istatistiksel olarak anlaml sekilde yiikseldigi belirlendi (p<0.05). Istatistiksel olarak en
etkili doz ise NS 1000 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg grubunda oldugu agik bir sekilde

goriildii.
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Sekil 4.4. Rat serumunda 6lgiilen SOD aktivitesinin grafikle gosterilmesi

NS: Nigella sativa L., NAC: N-Asetilsistein, Prst: Parasetamol. Ayn siitunda ayni harf veya harflerle
gosterilen degerler arasinda Duncan c¢oklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak onemli bir fark
yoktur (p<0.05).
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Saglikli, Saglikli + NS 1000 mg/kg, Saglikli + NAC 140 mg/kg, Parasetamol 2
g/kg, NAC 140 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, NS 250 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, NS
500 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, NS 1000 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg deney
gruplarindaki GSH seviyeleri sirasi ile;5.39 nmol/mg protein, 5.57 nmol/mg protein,
5.85 nmol/mg protein, 2.05 nmol/mg protein, 5.05 nmol/mg protein, 4.04 nmol/mg
protein, 5.25 nmol/mg protein, 5.48 nmol/mg protein olarak dl¢iildi (Tablo 4.2.).

Calismamizda Saglikli grubuna gore Parasetamol 2 g/kg verilen grubun GSH
seviyesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig1 belirlendi (p<0.05). Saglikli
rat gruplarimiza NAC ve NS uygulamalart sonucu GSH seviyesinde ise saglikli
grubuyla karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadigi goriildi
(p>0.05). Parasetamol 2 g/kg grubunda azalmis olan GSH seviyesinin parasetamol
uygulanan 250, 500 ve 1000 mg/kg NS gruplarinda ve NAC grubunda istatistiksel
olarak anlamli sekilde yiikseldigi belirlendi (p<0.05). Istatistiksel olarak en etkili doz ise

NS 1000 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg grubunda oldugu acik bir sekilde goriildii.
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Sekil 4.5. Rat serumunda 6lgiilen GSH (Glutatyon) seviyesinin grafikle gosterilmesi

NS: Nigella sativa L., NAC: N-Asetilsistein, Prst: Parasetamol. Ayni siitunda ayni1 harf veya harflerle
gosterilen degerler arasinda Duncan c¢oklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark
yoktur (p<0.05).
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Saglikli, Saglikli + NS 1000 mg/kg, Saglikli + NAC 140 mg/kg, Parasetamol 2
g/kg, NAC 140 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, NS 250 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, NS
500 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, NS 1000 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg deney
gruplarindaki MDA seviyeleri sirast ile; 1.46 nmol/mg protein, 1.41 nmol/mg protein,
1.51 nmol/mg protein, 3.93 nmol/mg protein, 2.17 nmol/mg protein, 2.07 nmol/mg
protein, 1.96 nmol/mg protein, 1.79 nmol/mg protein olarak ol¢iildii.

Saglikli grubuna gore Parasetamol 2 g/kg verilen grubun MDA seviyesinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttif1 belirlendi (p<0.05). Saghkli rat
gruplarimiza NAC ve NS uygulamalar1 sonucu MDA seviyesinde ise saglikli grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadig1 goriildi (p>0.05).
Parasetamol 2 g/kg grubunda azalmig olan MDA seviyesinin parasetamol uygulanan
250, 500 ve 1000 mg/kg NS gruplarinda ve NAC grubunda istatistiksel olarak anlaml
sekilde diistiigii belirlendi (p<0.05). Istatistiksel olarak en etkili doz ise NS 1000 mg/kg

+ Parasetamol 2 g/kg grubunda oldugu acik bir sekilde goriildii.
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Sekil 4.6. Rat serumunda oOlgiilen MDA seviyesinin grafikle gosterilmesi

NS: Nigella sativa L., NAC: N-Asetilsistein, Prst: Parasetamol. Ayni siitunda ayni1 harf veya harflerle
gosterilen degerler arasinda Duncan c¢oklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark
yoktur (p<0.05).

84



5. TARTISMA

Karaciger aminoasitlerin, karbonhidratlarin, lipitlerin islenip depolanmasi ve
bircok plazma proteininin ve safra asidinin sentezlenmesi gibi yasam icin gerekli olan
hayati bir organdir. Karaciger yoklugunda veya islev yitiminde, diyalizle ¢cok kisa bir
siire fonksiyonlar1 devam ettirilebilir fakat karacigerin fonksiyonunu, uzun siireli
yoklugunda telafi edebilmenin higbir yolu yoktur.”’”® Ayn1 zamanda karaciger ilaglar ve
toksinler gibi tiim ekzojen bilesiklerin doniistiiriilmesinde yani ksenebiyotik
metabolizmasinda, lipofilik maddelerin hidrofilik yapiya doniistiiriilmesi olarak bilinen
biyotransformasyon islemlerinin gerceklestigi yerdir. Ksenobiyotik metabolizmasi
(Yunanca xenos '"yabanci" ve biyotik "canlilarla ilgili"), ilag ve zehir gibi bir
organizmanin normal biyokimyasina yabanci olan ve bdylece ksenobiyotik kimyasal
yapilar olusturan bir dizi bilesiklerin kullandigi metabolik yollar1 tanimlayan bir
terimdir. Bu metabolik yollar genellikle zehirli bilesiklerin zararli etkisini ortadan
kaldirma islevini goriirler.?’®

Zehirlenmeler acil servislere yapilan bagvurularin  6nemli bir boliimiini
olusturmaktadir.”® ABD ve Ingiltere’de zehir danisma merkezlerine asir1 doz ilag alim
nedeniyle yapilan basvurularm en sik nedeni de, yiiksek doz parasetamol alimlaridir.”®
Parasetamol yaygin olarak kullanilan, tedavi edici dozlarda giivenli, etkin analjezik ve
antipiretik bir ilagtir. Parasetamol’e olan giiven o kadar artmistirki artik marketlerin
raflarinda bile gdrmek sasirtict olmaktan ¢ikmustir. Ingiltere’de 7000 anne iizerinde yapilan
bir ¢caligmada annelerin % 84’liniin yeni dogan ¢ocuklarina ilk 6 ayda parasetamol verdigi
gosterilmistir.® ABD’de ise 100 milyon insan senede en az bir kez parasetamol almakta, 50
milyon insan ise haftada bir kez parasetamol igeren iiriin kullanmaktadir ve bu iiriinlerin
% 70’1 tezgah istli yani OTC (Over-The-Counter) olarak satilmaktadir. Yukarida da
bahsettigimiz gibi etkinligi, goreceli glivenilirligi ve kolay ulasilabilir olmasinin yani sira

yan etki bakimindan da oldukca giivenli olmas1 sebebiyle yaygin olarak kullanilmasi
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aklimizda toksisite gibi bazi soru isaretleri birakmaktadir. Parasetamol toksisitesi ABD ve
Ingiltere’de transplantasyon gerektiren ilaca bagl akut karaciger yetmezliginin en yaygin,
toksik ilag alimlarinin ise en yaygn ikinci nedenidir.'"** Amerika Zehir Kontrol Merkezleri
Birligi (American Association of Poison Control Centers) 2002 yil1 istatistiklerinde yiiksek
doz parasetamol alan 30.000 vaka bildirilmistir. Bu vakalarin 110°u O6liimle
sonuglanmustir.”® Vakalarm biiyiik kismi intihar amacli alimlardan olusurken, % 8-26
vakada alimlar kazara olusmaktadir. Amerikan Zehir Kontrol Veri Merkezi verilerine gore
Olim oranlar1 1997°den 2001°e kadar yaklasik iki kat artmistir ve her yil parasetamoliin
asirt alimma bagl olarak yaklasik 458 olim meydana gelmektedir.”’” Bu nedenle
parasetamol toksisitesi saglik kuruluslarmin gergek bir is yiikiinii olusturmaktadir.*”
Parasetamoliin bilingli ya da bilingsiz olarak asir1 dozda alimi insanlarda ciddi
hepatotoksisiteye ve hatta karaciger yetmezligine neden olabilmektedir. Oral alim1 takiben
toksisite olusturan minimal doz ¢ocuklarda 150 mg/kg ve yetiskinlerde total 7.5 gr’dir.”
Ortaya ¢ikan hepatotoksisitenin derecesi parasetamole maruz kalinan siireye, doza ve
antioksidan mekanizmalara bagli olarak degismektedir. Karaciger parasetamol toksisitesi
icin en Oonemli hedef organdir. Yapilan yogun c¢aligmalara ragmen parasetamole baglh
karaciger hiicre hasarinin mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamistir.’” Ancak
karaciger toksisitesi olusumunda bircok neden ortaya atilmistir. Bunlardan biri
parasetamoliin sitokrom p450 sistemiyle reaktif toksik metaboliti olan NAPQI'ya
doniistirilmesidir.”” ™ NAPQI proteinlere, lipitlere ve niikleik asit gibi hiicre
makromolekiillerine kovalent baglanip oksidatif stresi baglatir. Bu stres lipit
peroksidasyonuna yol agar ve membran biitiinliigiinii bozarak hiicre hasarina neden olur.”*
Parasetamol glukoronik asit ve siilfat konjugasyon reaksiyonlartyla hepatik
metabolizmalarla karacigerde detoksifiye edilir.®®" 2*? Parasetamol, toksik dozlarda
alindiginda ise hepatik GSH tiiketimini artirarak antioksidan kapasitenin azalmasina neden

olur. Doz agiminda GSH'!n % 70'ten fazlasi tiikenir. Kabul edilen ortak goriislere gére bu

86



hasarlanma siireci de, yukar1 da bahsedilen parasetamoliin toksik reaktif bir metabolit olan
NAPQI’ya metabolize olmasiyla baglar. Parasetamol toksisitesinin nasil oldugu konusunda
yapilan arastirmalarda bir¢ok arastirmaci, olusan NAPQI tarafindan mevcut GSH depolari
kullanildiginda, geri kalan reaktif NAPQI’'nin hiicresel hedef proteinlerin siilfhidril
gruplarina baglanarak toksik etki meydana getirdigi yoniinde de goriis bildirmislerdir.®* **
" Bu siirecin sonucunda, mitokondriyal solunumun baskilanmasi, ATP nin tiiketimi ve
mitokondriyal oksidatif stres gozlenebilir. ATP tiikketiminin hepatositler ve siniizoidal
endotelyal hiicrelerde, seliiler onkotik nekroza yol agtig1 rapor edilmistir. *>"

Parasetamol toksisitesinde olusan hadiselerin Onemlilerinden biri de serbest
radikallerin olusumunun artmasidir. Parasetamoliin oksidatif strese bagli hepatotoksik etki
mekanizmasi reaktif oksijen tiirevleri, reaktif nitrojen tiirevleri ve peroksidasyon reaksiyon
iirlinlerinin formasyonuna yol agmasidir. Son yillarda, parasetamol metabolizmasinin
karacigerde oksidatif stres olusturarak hepatositlerin Oliimiine neden oldugu ve
hepatotoksik etki mekanizmasinda serbest radikallerin rolii ileri siiriilmektedir.”*> Basta
hidroksil radikali olmak {izere diger radikaller de coklu doymamis yag asitlerinin
yikilmasina yol agarak lipid peroksidasyonunu baglatabilir ve bunun sonucunda hiicresel
hasar meydana gelebilir. > °' Hiicresel homeostasis, hiicre membranlarindaki lipid bariyerin
yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiine baglidir. Hiicrede membran hasarina neden olan
etkenler bir¢ok patolojik olayin baslamasina katkida bulunurlar. Hiicre i¢inde radikal artis1
veya dokularda antioksidan savunmanin azalmasi serbest radikal hasarina bagli hiicre
oliimii, doku hasar1 ve organ fonksiyonlarinin bozulmasina neden olabilir.”* *** Serbest
radikal toksisitesiyle karakterize LPO, membran yapisindaki coklu doymamis yag
asitlerinin oksidasyonuyla gelisen zincirleme bir kimyasal reaksiyondur. LPO'nun
organizma agisindan 6nemi, reaksiyon son yikim iiriinleri olan sitotoksik aldehitlerden ileri

gelir. Bu iirlinler, protein sentezini inhibe ederek, proteinlerde ¢apraz baglanmalara neden

olarak, DNA replikasyonunu bloke ederek ve hiicre membraninin akigkanligin1 azaltarak
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hiicresel fonksiyonlari bozarlar.”* *** Serbest radikaller birgok dejeneratif hastalik yanida
ksenobiyotik toksisitesinde de rol oynayarak LPO'yu stimiile ederler.”® Bu doku hasari
gostergelerinden biride lipid peroksidasyonu sonucu olusan MDA seviyesindeki artistir.*® %

Diinya capinda parasetamol toksisititesi maruziyetinin artmasi bu konuya olan
ilginin de her gegen giin artmasini saglamistir. Parasetamol intoksikasyonlar1 genellikle

ilacin oral alimi sonras1 goriildiigiinden’> ¢ %6 28

calismamizda parasetamolii oral yolla
vermeyi uygun bulduk. Bu kapsamda en ¢ok tercih edilen metod ratlarda oral yol ile
yapilan akut parasetamol toksisite yontemidir.”*”?* Bu noktada literatiirde ratlarda
parasetamol toksisitesi olusturma ile ilgili pek ¢ok doz se¢enegi bulunmaktadir.?®® 290292
Ratlarda olusturulan parasetamol toksisitesinde literatiirde c¢ok yiiksek dozlarda model
olusturuldugu sdylense de 3 ile 6 gr/kg’lik dozlarda yaptigimiz denemeler sonucunda bu
dozlarda siispansiyon hali bile neredeyse miimkiin olmadigin1 gordiik.””*> Parasetamoliin
¢Oziiniirligli son derece diisilk oldugundan biz de PBS icinde CMC (Karboksi metil
seliiloz) ile slispansiyon haline getirdik ve ratlara 2 g/kg uygulayarak toksisite modelini 6n
denemeler sonucunda olusturabildik.*?

Parasetamole bagli karaciger toksisitesinde, tetikleyici rol oynayan oksidatif stres
sonucu aciga cikan serbest radikallerin iiretilmesini engellemek, ayrica toksisite sonucu
ortaya c¢ikan reaktif metabolitlerin etkilerini engellemek ve toksisite sonucu azalan GSH
depolarin1 doldurma yetenegine sahip olacagina inandigimiz Nigella sativa L. etanol
ekstresiyle antioksidan terapi etkinligini var olan NAC tedavisi yontemiyle karsilagtirmali

olarak gostermeyi amagladik. Bu amagla bir deney protokolii hazirladik ve bu ¢alismamizi

bulgularimizla desteklemeye calistik.
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Bu tez calismasinda;

1. Viicudumuza giren her tiirli maddenin biyotransformasyon reaksiyonlarinin
gergeklestigi yer olan karaciger dokusu hedef doku olarak secildi ve iizerine bir toksisite
modeli belirlendi,

2. Hem en ¢ok toksisiteye neden olan hem de intihar amagli olarak kullanilan ilaglarin
basinda gelen parasetamol secildi,

3. Parasetamol ile indiiklenen deneysel hepatotoksisite rat modeli olusturuldu,

4. Halk hekimliginde bircok hastalikta ¢ok¢a kullanilan sifali bir bitki olan Nigella
sativa L. se¢ildi ve etanol ekstresi hazirlandi,

5. Parasetamol ile olusturulan karaciger toksisitesi tizerine Nigella sativa L.’nin etanol
ekstresi var olan tedavi yontemi NAC uygulamasi ile kiyaslamali olarak denendi,

6. Hepatotoksisiteyi yansitan onemli biyokimyasal parametreler olan ALT, AST ve
TNF-a lizerinden hepatoksisite seviyesi NAC ile karsilastirmali olarak belirlendi,

7. Ayrica oksidatif stres hipotezi iizerinden parasetamol ile olusturulan toksisitede
artmis olan oksidatif stres SOD, GSH ve MDA {izerinde mekanizmasi gerek model
tizerinden gerek ise Nigella sativa L.’nin etanol ekstresi ve NAC iizerinde kiyaslamali
olarak tartigildi.

1950’11 yillardan bu yana ilaglarla meydana gelebilen yan etkilerin yol agtigi
ciddi saglik sorunlari, bazi kronik rahatsizliklarin kesin sonug alici tedavisinin olmayisi,
hasta i¢in uzun, rahatsizlik verici olusu, hastaya getirdigi ekonomik yiik ve en 6nemlisi
bu yan etkilerin de yine farkli bir kimyasalla tedavi edilmeye ¢alisilmasi insanlari
alternatif arayiglara itmis ve en eskiden oldugu halk hekimligi ile dogala doniis olan
alternatif tip uygulamalarin1 popiiler hale getirmistir. Alternatif tip; tedavi yaptig1 ileri

stirilen, ancak bu etkileri bilimsel metotlarla tam olarak kanitlanamayan geleneksel
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veya gilincel tibbi uygulamalara verilen isimdir. Alternatif tipta akupunktur, kaplicalar,
sifali sular, masaj, ayurveda, hipnoz ve sifali bitkiler gibi pek cok yontem vardir.

Diinyada yaklasik 250.000 bitki tiirii bulunmaktadir. Insanoglu bu bitkileri var
oldugu giinden bu yana gerek besin maddesi, gerekse tedavi amagli olarak
kullanmaktadir. Nigella sativa L. yani halk arasinda bilinen ismi ile ¢orek otu,
Ranunculaceae familyasindan olup yukarida bahsedilen bitkiler arasinda herkes
tarafindan bilinen ve tiiketilen bir bitkidir. Nigella sativa L. eski ¢aglardan beri tedavi
amaclt kullanilmasinin  yan1 sira gidalar ile birlikte bir baharat olarak da
kullanilmaktadir. Nigella sativa L. giinimiizde basta Dogu Akdeniz {ilkeleri olmak
tizere bircok iilkede yaygin olarak tarimi yapilan yillik otsu bir bitki tiriidiir ve
Tirkiye’de 12 Nigella tiirii yetismektedir. Nigella sativa L. tohumlan iilkemizde ve
diinyada daha ¢ok pasta, borek ve pogaca gibi hamurlu gidalarla birlikte kullanilmasinin
yani sira balla birlikte {ist solunum yollar1 enfeksiyonlar1 ve astim igin, istah agici
olarak, siit artirici, adet diizenleyici, sarilik giderici, gaz giderici, idrar soktiiriicii
(diiiretik) gibi amaclar i¢in de kullanilmaktadir.'™® Halk arasinda kuvvetlenmek,
bronslar1 a¢gmak, bagisiklik sistemini giliclendirmek i¢in tohumlar1 havanda iyice
doviliip, balla kanstirilarak yaygin olarak alinmaktadir. Ayrica ¢orek otu yaginin sag
kiran ve hemoroid tedavisinde kullanildigi da bilinmektedir."°

Yapilan arastirmalarda; Nigella sativa L.’nin ¢esitli kanser hiicrelerini 6ldiirdiigii
ve tlimdre kars1 0zel antikorlarin liretimini uyardigi, ayrica makrofaj hiicrelerinin sayisi
ve aktivasyonunda da artisa neden oldugu saptanmistir.”>” Nigella sativa L. ekstraktinin
kemik iliginde bagisiklik sistemi ile ilgili hiicrelerin sayilarinda artisa neden oldugu,
ayrica myelopoezisi uyardigr gosterilmistir. Corek otu tohumunda bulunan f-
sitosterol’iin viicutta salgi aktivitesini artirdifi ve kandaki kolesterol seviyesini

diisiirdiigii, prostat biiyiimesinde tedavi edici dzellikte oldugu belirtilmistir.”** Cérek
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otunun ugucu yag asitlerinin; bakteri, mantar ve halk arasinda serit olarak bilinen
sestodlara kars1 etkili oldugu tespit edilmistir.'*’

Asirlardir kullanilan Nigella sativa L. ile ilgili yapilan arastirmalarin sayisi da
son yillarda artmaktadir. 2005°1i yillara kadar yaklasik 175 caligma yapilmigken 2005’11
yillardan giiniimiize kadar bu ¢alisma sayis1 yaklagik 1000 adeti bulmus ve bu da bu
bitki ile ilgili son yillarda her yil ortalama 150’ye yakin makale yapildigini
gostermektedir. Literatiirde parasetamoliin karaciger hasar lizerine Nigella sativa L.
etanol ekstresinin degerlendirildigi herhangi bir c¢alismaya rastlamadik. Yapilan
arastirmalarda Nigella sativa L. icerigindeki zengin bilesenlerin izole edilmesi ve bu
maddelerin ¢ok degerli bilegenler olmasi bize bu bitkinin oksidatif strese bagli karaciger
hasarinda tedaviye yardimci olabilecegi hususunda bizi bu bitkiyi caligmaya

yonlendirdi. Fenolik asit igerigi bakimindan zengin olan Nigella sativa L. etanol ekstresi

122,  127-132 129, 133-135 1 140, 141
3

antioksidan,m’ antiinﬂamatuar,123’ antibakteriye

k,'** 3% antiviral” ozellik gosterir. Fenolik bilesenlerden zengin besinlerin

antiallerji
karaciger tizerinde de koruyucu etkileri gosterilmistir.'’® Merfort ve ark.”?! 1997 yilinda
yaptiklar1 bir arastirmada Nigella sativa L. tohumlarmin % 70’lik etanolle
ekstraksiyonundan elde ettikleri flavonoid glikozitleri arasinda kuersetinin de varligini
bildirmiglerdir. Kuersetin bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan fenolik bir

e 170, 171
flavonoiddir.

Dogal bir flavonol olan kuersetin enzimatik olmayan
antioksidanlardan biridir. Oksidatif stresin neden oldugu hasarlara karsit hiicreyi
korumada reaktif oksijen tiirlerinin siipiliriilmesi ve metal katyonlarinin selatlanmasi
iizerinden etkilidir.'”* Biz de yapmis oldugumuz bu calismada Nigella sativa L.

tohumlarint % 70 etanol ekstraksiyonuyla elde ettigimiz ekstrakt: deney hayvanlarimiza

belirli dozlarda oral yoldan verdik.
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Ayrica Nigella sativa L."nin toksisitesinin diisiik olmasida giivenilir bir alternatif

tedavi olarak kullamlabilecegini gostermistir. Zaoui ve ark.'’

yaptiklar1 calismada
Nigella sativa L. i¢in farelerde akut karaciger toksisitesinde enzim diizeylerinde degisim
ve herhangi histopatolojik modifikasyonu gdzlenmedigi bildirilmistir.'*” '®® Bizim
caligmamizda da benzer bir sekilde; Saglikli grubu (Grup 1) ile 1000 mg/kg verilen NS
kontrol grubu (Grup II) arasinda rat serumunda 6l¢iilen ALT, AST, TNF-a seviyeleri ile
SOD aktivitesi, MDA ve GSH seviyelerinde belirgin bir degisim goézlenmedi.

Daha oOnceden yapilan caligmalarda da belirtildigi gibi toksik dozlarda
parasetamol alimlari, oksidatif yolla hepatosit hasarlanmasina yol agar, inflamatuar
reaksiyonlar1 artirir ve serum ALT ve AST degerlerini artinr. ALT ve AST
transaminazlar olarak da bilinen ve karacigerde bulunan intraseliiler enzimlerdir. ALT
ve AST hepatoselliiler membran hasar1 ya da nekrozun degerlendirilmesinde kullanilan

parametrelerdendir.””

Manda ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada
parasetamol ile toksisite olusturulmus ve B-Karotenin tedavi edici etkisi aragtirilmistir.
Yapilan bu c¢alismada ALT ve AST degerlerinin toksik grupta, kontrol grubuna gore

belirgin sekilde artis oldugu saptanmlstlr.296 Ahmed ve arkadaglari®™’

tarafindan yapilan
bir calismada ise parasetamol ratlara oral yolla uygulanarak karaciger toksisitesi
olusturulmus ve Ambrosia Maritima isimli bir maddenin koruyucu etkileri
aragtirtlmistir. Yapilan dlgtimlerde ALT ve AST degerlerinin toksik grupta, kontrol
grubuna gore belirgin derecede arttig1 saptanmls‘ur.289 Bizim c¢alismamizda da dnceden
yapilan caligmalara benzer sekilde saglikli kontrol grubuna goére parasetamol kontrol
grubunda 24 saat sonra alinan kan Orneklerinden yapilan dl¢timlerde ALT ve AST
degerlerinde {i¢ ile dort kat diizeyinde istatistiksel olarak anlamli derecede belirgin

artiglar saptandi (p<0.05). Bununla beraber NS ve NAC uygulamalar1 yapilmis tedavi

gruplarinda parasetamol kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde ALT
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ve AST seviyeleri diisiik oldugu belirlenmistir (p<<0.05). NS uygulamasi artan dozla
paralel olarak koruyucu etki gdstermesi ile birlikte 1000 mg/kg dozunda en iyi etkiyi
gostermis ve bu etkinin NAC’den istatistiksel olarak daha gii¢lii oldugu belirlenmistir
(p<0.05). Bu sonuglar Nigella sativa L. etanol ekstresi ile yapilan uygulamanin
istatistiksel olarak anlamli sekilde parasetamole bagli hepatik hasar1 enzimatik olarak
diizelttigini gostermistir.

Parasetamoliin asir1 alimiyla meydana gelen karaciger hiicre disfonksiyonu ve
hiicre 6liimii dogal ve adaptif immiin cevaplar da dahil olmak iizere immiinolojik
reaksiyonlar1 tetikler.””” Kuppfer hiicreleri prostaglandinler, IL, TNF-a ve degisik

sitokinler olmak iizere degisik faktorler salgilarlar.*®’

Kupffer hiicrelerinden salgilanan
TNF-0, hiicre ¢ogalmasi, diger inflamatuar mediyatorlerin iiretimi ve programlanmis
hiicre 6limii de dahil olmak iizere bir dizi hiicresel yamti uyarr.”®’ Kupffer
hiicrelerinden salgilanan TNF-a direkt olarak karaciger hiicre nekrozuna neden olur,
16kosit adherans ve aktivasyonunu provake eder, hepatosit ve Kupffer hiicrelerinden IL-
8 {iretimini stimiile ederek, notrofil kemotaksisine sebep olur. Ilagla indiiklenen
karaciger hasarinda tiretilen TNF-a, Inf-y, IL-B gibi ¢esitli inflamatuar sitokinlerin doku
hasarinin ilerlemesine katkida bulunduklari kanitlanmistir.® *° Enflamasyonun klasik
toksikolojik siliregte 6nemli bir rol oynadig1 ve inflamatuar bir sitokin olan TNF-o’nin
bu siiregteki mediyatorler arasinda en 6nemlilerinden biri oldugu bilinmektedir.**® TNF-
a cogunlukla karacigerdeki makrofajlardan iiretilen bir proinflamatuar sitokindir.
Sistemik toksisitenin ve karaciger hasarinin primer mediyatoriidiir. Fulminan hepatik
yetmezlik ve bunun gibi karaciger hasarlarinda TNF-a'nin 6nemli bir rolii oldugu
gosterilmistir.”*® Artmis TNF-o seviyesi karaciger hasarinda 6nemli bir rol oynadig1 ve

bu artisin karaciger hasarinin dolayl bir gostergesi oldugu Lee ve arkadaslar tarafindan

rapor edilmistir.”®* Sheng-Lei ve arkadaglarinin yaptiklari bir cahsmada da karaciger
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toksisitesi olustugunda TNF-a seviyesinin yiikseldigini ve uygulanan tedavinin
basarisina gore toksisite azaldikca TNF-o seviyesinin azaldigim belirtmislerdir.”®' Yan-
Ling Wu ve arkadaglari, fareler iizerinde yaptiklar1 bir caligmada parasetamol ile
toksisite olusturulmus ve TNF-a seviyesinin arttigim gostermislerdir.”*® Biz de yapmus
oldugumuz bu calismada parasetamol ile indiiklenen karaciger toksisitesinde TNF-a'nin
onemli bir rol oynayacagim diisiindiik ve TNF-a seviyelerini yiiksek hassasiyetli bir
Olclim metodu olan ELISA ile ratlarin kanlarindan elde ettigimiz serumlarda olctiik.
Sonuglarimiz yapilan tiim arastirmalar1 destekler nitelikte benzerlik gosterdi.
Parasetamol ile toksisite olusturdugumuz ratlarda TNF-o seviyesinde yaklasik 6 kat
artis saptanirken, NS ve NAC uygulamalar1 yapilmis tedavi gruplarinda parasetamol
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde TNF-a seviyesinin diisiik
oldugu belirlenmistir (p<0.05). NS etanol ekstresinin uygulanan tiim gruplarda doza
paralel olarak anlamli bir sekilde etkili oldugu gozlendi. NAC ile kiyaslama
yaptigimizda tiim NS gruplarinda daha iyi etkiler gozlendi ve 1000 mg/kg dozunda en
iyl etkiyi gostermis ve bu etkinin NAC’den istatistiksel olarak daha giiclii oldugu
belirlenmistir (p<0.05). Bu sonuglar NS uygulamasinin TNF-a seviyesi lizerine
istatistiksel olarak anlamli sekilde etkili oldugunu gosterdi (p<0.05). Parasetamoliin
asirt alimiyla Kuppfer hiicrelerinden salgilanan prostaglandinler, TNF-a ve diger
inflamatuar mediyatorlerin azalmast NS etanol ekstresinde bulunan kuersetin,
kaempferol ve bunun gibi flavonoidler araciligiyla olmus olabilir.

SOD, siiperoksitin oksijen ve hidrojen perokside dismutasyonunu katalizleyen
bir enzim ailesidir. Bu nedenle oksijene maruz kalan neredeyse tiim hiicrelerde 6nemli
bir antioksidan savunma mekanizmasidir. Siiperoksit hiicrelerde ana reaktif oksijen
tirtinlerinden biridir ve bu nedenle SOD anahtar bir antioksidan olarak rol oynar. CAT

ve SOD gibi antioksidan enzimler lipit peroksidazlar ya da reaktif oksijen iiriinleri

94



tarafindan kolayca inaktive olurlar ve bu nedenle parasetamol toksisitesinde bu enzim
aktivitelerinde azalmalar saptanmustir.””” Hua ve ark.*®' yaptiklar1 bir calismada farelere
parasetamol verilerek akut karaciger toksisitesi olusturulmus ve giderek artan dozlarda
antioksidan o6zellikli picroside II verilerek bu maddenin mitokondriyal koruyucu
etkilerini incelemislerdir. Farelerden elde edilen serumda yapilan Olglimlerde
parasetamol zehirlenmesi olusturulan grupta SOD aktivitesinde azalma izlenmis, daha
sonra giderek artan dozlarda picroside II verilerek bu diisiik SOD degerlerinde artan
dozla dogru orantili sekilde arttigi saptanmustir. Xin ve ark.’®® yaptiklar diger bir
caligmada Cu, Zn-superoksid dismutaz yetersizligi olan farelerde, parasetamol
toksisitesine karst olan direngleri arastirmislar ve farelerden elde edilen kan
orneklerinde yaptiklar1 caligmada serum SOD degerlerinin parasetamol ile zehirlenen
normal farelerde azaldigini belirlemislerdir. Bizim c¢alismamizda da benzer sekilde
parasetamol ile indiiklenen karaciger hasarinda saglikli grubuna gore parasetamol
verilen grubun SOD aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi
belirlendi (p<0.05). Parasetamol grubunda azalmis olan SOD aktivitesi parasetamol
uygulanan tiim NS gruplarinda ve NAC grubunda istatistiksel olarak anlaml sekilde
yiikseldigi belirlendi (p<0.05). NAC ile kiyaslama yapildiginda tim NS gruplarinda
daha 1yi etkiler gélemlendi ve en iyi etkinin ise istatistiksel olarak NS 1000 mg/kg +
Parasetamol 2 g/kg grubunda oldugu agik bir sekilde goriildii.

GSH, kimyasal olarak reaktif toksik bilesikler ya da oksidatif strese karsi
hiicresel savunmada rol oynayan en 6nemli molekiillerden biridir.'” Serbest radikallerin
detoksifikasyonunda onemli gorevleri bulunan GSH''n asil kaynag kiikiirt iceren
aminoasitler, 6zellikle sistein ve metiyonindir. GSH, serbest radikal artigina ve lipid
peroksidasyon olugsmasina bagli olarak meydana gelen iirlinlerle kolayca reaksiyona

girerek metabolizma icin zararli olan bu {irlinlerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in gorev
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alan giiclii bir antioksidandir. Oksidatif hasardan kaynaklanan lipit peroksidasyon
tirlinleriyle reaksiyona girerek GSSG'ye doniisiir. Serbest radikal hasar1 ve lipid
peroksidasyonu ile GSH diizeylerinin arasindaki iliskinin arastirildig1 ¢alismalarda lipid

303 Manda ve

peroksidasyon iirlinlerinde artis, GSH diizeylerinde diisiisler saptanmaistir.
arkadaslar tarafindan yapilan calismada kan GSH degerleri parasetamol ile karaciger
toksisitesi olusturulan grupta, kontrol grubuna gore azalmig olarak saptanmis, verilen -
Karoten tedavisi ile bu degerlerde artis belirlenmistir.*° Yapar ve arkadaslarinca
yapilan benzer bir ¢alismada parasetamolle indiiklenen toksisitede serum GSH degerleri
azalmis olarak saptanmis ve verilen L-Karnitin tedavisi ile bu azalmig GSH degerlerinin
arttig1 tespit edilmistir.”®> Nigella sativa L.’nin izole rat hepatositlerinde tetra-biitil
hidroperoksid ile indiiklenmis oksidatif hasara kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugu ve
intraselliler GSH iiretimini arttirdign  kantitatif olarak saptanmistir.'®®  Bizim
caligmamizda da benzer sekilde doku GSH degerinin parasetamolle indiiklenen
hepatotoksisitede azaldig1 tespit edildi. Parasetamol toksisitesi olusturulan ratlarin
karaciger dokularinda GSH degerlerindeki azalmanin Nigella sativa L. ile tedavi edilen
gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigin1 tespit ettik (p<0.05).
Parasetamol ile indiiklenen karaciger hasarinda saglikli grubuna gore parasetamol
verilen grubun GSH seviyesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi
belirlendi (p<0.05). Parasetamol grubunda azalmis olan GSH seviyesi parasetamol
uygulanan tiim NS gruplarinda ve NAC grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiikseldigi belirlendi (p<0.05). NAC ile kiyaslama yapildiginda istatistiksel olarak NS
1000 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg grubunda daha iyi etki oldugu belirlendi.

Lipit peroksidasyonu parasetamole bagli karaciger hasarina neden olan en
onemli mekanizmalardan biridir ve serbest oksijen radikallerine bagli olarak ortaya

cikar. Lipit peroksidasyonu, serbest radikallerin ¢oklu doymamis yag asitlerine etkisi
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sonucu basglar. Lipit peroksidasyonunun oksidatif stres altinda bulunan dokulardaki
hiicre fonksiyon kaybinda major bir rolii oldugu rapor edilmistir.’** MDA lipid
peroksidasyonunun son {riinlidiir ve lipit peroksidasyonunun en yaygin kullanilan
belirleyicilerinden biridir. Oksidatif strese maruz kalan dokularda, MDA diizeylerinde
artis goriliir. Bagka bir sdoylemle MDA diizeyi oksidatif stres i¢in potansiyel bir
biyomarker olarak kullanilabilir.*** Parasetamol toksisitesinin MDA seviyesine etkisi
lizerine yapilan bir calismada ratlara 2 g/kg tek doz parasetamol uygulanmis ve ratlar
uygulamanin 10’uncu saatinde dekapite edilerek kanlar1 alinmis ve serumda MDA
seviyelerine bakildiginda kontrole gore parasetamol uygulanan grubun serum MDA
seviyelerinin anlamli bir sekilde yiikseldigi tespit edilmistir.””* Yapar ve ark.”
tarafindan yapilan bir calismada fareler parasetamol ile zehirlenmis ve L-Karnitinin
hepatoprotektif etkileri arastirilmis ve bu c¢alismada 24 saat sonra alman kan
orneklerinde MDA degerleri, zehirlenme gurubunda artmis olarak saptanmis ve verilen
L-Karnitin tedavisi ile MDA degerlerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi
tespit edilmistir. Cheng-chin ve arkadaslarinca yapilan bir baska g¢alismada fareler
parasetamol ile intraperitoneal olarak zehirlenmis ve S-allil ile S-propil’in koruyucu
etkileri arastirilmis ve bu ¢alismada MDA’nin zehirlenme grubunda kontrol grubuna
gbre arttigl ve uygulanan tedaviyle MDA degerlerinin azaldigi tespit edilmistir.**®
Kilgiksiz ve arkadaglarinca yapilan bir calismada, ratlarda radyasyona bagli olarak
oksidatif hasar olusturulmus ve biyomarkerler iizerine NAC’nin etkileri arastirilmis ve
yapilan bu c¢alismada radyasyon olusturulan gruptaki serum MDA degerleri kontrol
grubuna gore artmis olarak tespit edilmis, bu ylikselen degerlerin NAC tedavisi verilen

3% fnal ve ark.'” yaptiklar1 bir ¢alismada ise

grupta ise azaldigi rapor edilmistir.
ultraviyole A ile deride irritasyon meydana getirmisler ve bunun sonucunda MDA

seviyesinde artis, CAT, SOD seviyelerinde azalma meydana geldigini gozlemislerdir.
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Ultraviyole A ile birlikte kuersetin verilen grup ile sadece ultraviyole A'ya maruz kalan
grup karsilagtirildiginda MDA diizeyinde azalma, CAT ve SOD enzim aktivitelerinde
ise artis gozlemislerdir.'” Ratlara cisplatin ile beraber kuersetin uygulandiginda sadece
cisplatin verilen gruba gore viicut agirhginda ve membran bagimli ATPaz'larin
aktivitesinde artis ve lipit peroksidasyonunda ise azalma meydana geldigini
belirtmislerdir.'® Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde parasetamol ile indiiklenen
karaciger hasarinda saglikli grubuna gore parasetamol verilen grubun MDA seviyesinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 belirlendi (p<0.05). Parasetamol grubunda
artmis olan MDA seviyesi parasetamol uygulanan tiim NS gruplarinda ve NAC
grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi belirlendi (p<0.05). NAC ile
kiyaslama yapildiginda tiim NS gruplarinda daha iyi etkiler oldugu ve en iyi etkinin ise
istatistiksel olarak NS 1000 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg grubunda oldugu gortildii.
Nigella sativa L. etanol ekstresinin parasetamol toksisitesi T{izerine rat
karacigerlerinden elde edilen SOD enzim aktivitesi, GSH ve MDA seviyesi sonuglari
genel olarak dikkate alindiginda bu bitkiden elde edilen ekstre icerisindeki maddelerin
antioksidan 06zelligini desteklemektedir. Bu biyokimyasal verilerin dogrultusunda
parasetamoliin rat karacigerlerinde meydana getirmis oldugu hasara bagli olarak serum
enzimlerinin, enflamasyon marker’i olan TNF-o’nin, serbest radikallerin artarak lipid
peroksidasyonun meydana geldiginin ve bunun da uygulanan Nigella sativa L. etanol
ekstresinin antioksidan etkisi sayesinde karaciger enzimleri, TNF-a seviyesinde azalis
ve antioksidan etki ile karaciger hasarinin engellendigi sdylenebilir. NAC ile kiyaslama
yapildiginda ise NS uygulamasi artan dozla paralel sekilde koruyucu etki gostermesi ile
birlikte 1000 mg/kg dozunda en iyi etkiyi gdstermis ve bu etkinin NAC’den istatistiksel
olarak daha giiclii oldugu belirlenmistir (p<0.05). Nigella sativa L. bu etkiyi etanol

ekstresi igerisinde major olarak bulunan fenolik ayn1 zamanda flavanoid olan kuersetin,
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kaempferol, rutin ve bunun gibi flavonoidler araciligiyla gostermis olabilir. Bu
bilesikler bu koruyucu etkiyi serbest radikalleri ortamdan uzaklastirarak bilayer 6zellik
gosteren hiicre zarinda bulunan fosfolipitleri lipit peroksidasyonuna karsi koruyarak
gosterdikleri rapor edilmistir."”” ' Kuersetinin iskemi-reperfiizyon hasarma karst
koruyucu rolii de vardir. Yapilan bir arastirmada kuersetin uygulanan gruplarda
reperflizyon periyodunun her fazinda biyokimyasal parametrelerin kontrol grubuna
kiyasla belirgin olarak daha iyi miyokardiyal iyilesmeyi sagladigi belirtilmistir. Sonug
olarak kuersetinin antioksidan etkinligi ile oksidatif strese bagli doku hasarini azaltarak
iskemi sonrasi iyilesmeyi arttirdigim belirtmislerdir.'®* Pannala ve ark.’*® yaptiklari bir
caligmada flavonoidlerin kimyasal ve antioksidatif 06zelliklerini incelemisler ve
kaempferoliin 4'-OH ve 3-OH gruplarina baglh olarak yiiksek antioksidan aktivite
gosterdikleri belirtmislerdir. Nigella sativa L. etanol ekstresi igerisinde de bulunan
kuersetin, kaempferol ve rutin flavonoidlerinin antioksidan aktiviteleri sentetik kaynakl
antioksidanlarla  karsilastirlldiginda  antioksidan  Ozelliklerinin  yiiksek  oldugu
gozlemlenmektedir. Nigella sativa L. tohumlar1 ve yaginin etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle beraber hepatotoksisitede bu kadar basar1 saglamasinin nedeni, yapisinda
bulunan ve flavonoidler smifina dahil olan kuersetin ve kaempferol gibi bircok
maddeden kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Nigella sativa L. etanol ekstresindeki
zengin fenolik bilesenlerin varligi bu kanimizi desteklemektedir. Literatiirdeki
caligmalar da dikkate alindiginda yukaridada ifade ettigimiz gibi bizimde ¢alismamizda
ortaya ¢ikan toksisitiyeyi azaltan ekstre icinde etken madde olarak kuersetin,
kaempferol ve rutin flavonoidlerinin antioksidan etkilerinden kaynaklandigini
sOyleyebiliriz.

Giliniimiizde parasetamol intoksikasyonlarinin tedavisinde halen tercih edilen

tedavi segenegi NAC uygulamasidir. NAC, amino asit L-sistein ve GSH nin her ikisinin
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asetilenmis bir prekiirsoriidiir ve uzun yillardir parasetamol asir1 alimlarina bagh
hepatotoksisitenin onlenmesi i¢in antidot olarak kullanilmistir. Giinlimiizde hayvan ve
insan c¢alismalariyla NAC’nin giiclii bir antioksidan oldugu gosterilmistir ve serbest
radikaller ve oksidan hasarla karakterize cesitli hastaliklarin tedavisinde potansiyel
terapotik ajan olarak kullanilmaktadir.’®” Bu calismamizda ratlara Parasetamol 2 g/kg
vermeden 1 saat once 140 mg/kg dozunda NAC'yi oral olarak verdik. Biyokimyasal
bulgular1 inceledigimiz de her ii¢ dozda da Nigella sativa L. etanol ekstresinin
uygulamasinin NAC uygulamasindan istatistiksel olarak daha iyi sonuglar verdigini
gormekteyiz. Aym1 zamanda Nigella sativa L.'nin hem yan etki bakimindan giivenilir
olmas1 hem de igerigindeki etkin maddelerin dogal antioksidan olmas1 alternatif tedavi
de ilk tercih olarak kullanilabilir mi sorusunu aklimizda uyandirmaktadir. Giiniimiizde
sentetik ilaglarin meydana getirdigi yan etkilerin yol agtig1 ciddi saglik sorunlarini da
gdz Onilinde bulundurursak elde edilen bulgular son derece Onemlidir. Mevcut
caligmanin sonuglar1 ile parasetamoliin indiikledigi karaciger hasar1 tlizerinde Nigella

sativa L.’nin koruyucu etkisi NAC’ye gore iistiin role sahip olabilecegi gosterilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, parasetamolle indiiklenen karaciger hasarmin sican karaciger
dokusu oksidan / antioksidan dengesi iizerine etkisi ile bu etki lizerinde Nigella sativa
L. etanol ekstresinin olas1 koruyucu roliiniin olup olmadigini pozitif kontrol olarak
NAC’nin kullanildig1 deneysel hayvan modeliyle arastirmayi amacladik. Bu amagla,
ALT, AST ve TNF-a diizeyleri ile SOD enzim aktivitesi GSH ve MDA seviyesindeki
degisiklikler incelenmistir.

Bu caligmanin sonuglar ile parasetamoliin indiikledigi karaciger hasari iizerinde
Nigella sativa L.nin koruyucu etkiye sahip olabilecegi gosterilmistir. Oksidan /
antioksidan parametreler ile belirlenen hepatotoksisitenin Nigella sativa L. etanol
ekstresi ile azaltilabilecegi gosterilmistir. Parasetamol ile ortaya cikan karaciger
hasarinda pek cok faktor rol oynarken, reaktif oksijen tiirleri 6nemli yer tutmaktadir.
Mevcut veriler Nigella sativa L.’nin ALT, AST, TNF-a ile SOD, GSH ve MDA
diizeyleri iizerinde bilhassa 1000 mg/kg dozunda istatistiksel olarak onemli bir etkiye
sahip oldugu agik bir sekilde goriilmektedir. Bu ¢alismamizin sonuglarina gére Nigella
sativa L.’nin giligli bir antioksidan oldugu ve parasetamol ile indiiklenen
hepatotoksisitenin siddetini azaltmada yardimci olabilecegi sdylenebilir. Parasetamol
toksisitesine karsi Nigella sativa L. uygulanmasi serbest radikallerin temizlenmesi ve
antioksidan aktivite artisiyla karaciger hiicre hasarin1 engeleyerek katki sagladigi
gosterilmistir. Parasetamol indiiklenmesiyle olusan karaciger hasarma karsi antidot
olarak kullanilan NAC tedavisine gore daha basarili sonuglar alinmasi Nigella sativa
L.min tedavide umut verici katkisinin oldugunu gostermistir. Boylece Nigella sativa
L.’nin ratlarda NAC tedavisinde oldugu gibi antioksidan bir etki gosterdigi,
parasetamoliin olusturdugu hasar1 gerilettigi ve koruyucu etkide bulundugu

gosterilmistir.
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Sonug olarak; parasetamolle indiiklenen hepatotoksisitede etkinligiyle Nigella
sativa L. gbz doldurucu bir etki yapmistir ve hepatotoksisitede faydali olacagi kanaatini
dogurmustur. Nigella sativa L. parasetamol ile birlikte alindiginda, hem serbest radikal
olusumunun inhibe edilmesi hem de antioksidan diizeylerinin iyilestirilmesinde rol
alabilecigini ortaya koymustur. Literatlirdeki ¢aligmalarda dikkate alindiginda bizimde
caligmamizda ortaya ¢ikan toksisitiyeyi azaltan etken olarak ekstre iginde olan
kuersetin, kaempferol ve rutin flavonoidlerinin antioksidan etkileri diyebiliriz.
Literatiirde Nigella sativa L.’dan elde edilen etken maddeler ile ilgili yeterince ¢alisma
bulunmamaktadir. Bundan sonraki deneysel caligmalarimiz bitkiden gerek fenolik gerek
fenolik olmayan igerigin izole edilerek karakterize edilmesi etken maddelerin
mekanizmanin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in devam edecektir. Nigella sativa L.
etanol ekstresinin karacigeri oksidatif strese karsi korumada etkin bir rol oynamasi
sebebiyle klinik olarak yararli olabilir. En O6nemli avantaji ise bu bitkinin herkes
tarafindan kolayca temin edilebilmesi, tadinin ve lezzetinin insanlarin damak tadina
hitap etmesi nedeniyle sadece parasetamol toksisitesi ile ilgili olaylarda degil
viicudumuzun an be an maruz kaldig1r oksidatif stres ile iligkili tiim olaylara olumlu
yonde katkis1 g6z oniinde bulundurarak sofralarimizdan eksik etmemeliyiz. Deneysel
hayvan modelleri dogrudan klinik uygulamalara uyarlanmasa da yaptigimiz ¢alismanin
sonuclarinin bu konuya 1sik tutmasimi {imit ediyoruz. Bu calismamiz sonucunda
literatiirde ilk kez Nigella sativa L.'nin parasetamol ile indiiklenen karaciger hasarinda

koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir.
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