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OZET

Bosentanin Parasetamolle Indiiklenen Akut Karaciger Toksisitesi Uzerine

Etkilerinin Arastirilmasi

Amag. Parasetamol, ilag intoksikasyonlarinda hepatik hasara neden olan ilaglar arasinda
ilk siralarda yer almaktadir. Ancak parasetamol’{in karaciger hasarini nasil olusturdugu
heniiz tam olarak anlasgilamamistir. Son yillarda Endotelin-1 (ET-1)’in, karaciger,
bobrek, beyin ve kalp gibi organlardaki ¢esitli hastaliklarin patofizyolojisine katki
sagladiginin gosterilmesi c¢alismalar1 {izerine ¢ekmistir. Bizde parasetamole bagh
karaciger hasarinda ET-1’in roli olabilecegini ayn1 zamanda non-selektif ET-1 reseptor
antagonisti bosentan ile karaciger hasarin1 dnleyebilecegimizi disiindiik.

Materyal ve Metot. Calismamizda 7 gruptan olusan 49 adet disi rat kullanildi.
Bosentan (oral) veya NAC (oral) verildikten 1 saat sonra parasetamol (2 ml PBS
(%]1°lik CMC igeren)’de 2 g/kg parasetamol oral) verildi. Gruplar; 1: Kontrol grubu. 2
ml PBS oral verildi. 11: Parasetamol. 111: 140 mg/kg NAC (X2 doz) + parasetamol. 1'V:
45 mg/kg Bosentan + parasetamol.V: 90 mg/kg Bosentan+ parasetamol.V1: 90 mg/kg
Bosentan.VII: 140 mg/kg NAC (X2 doz). Parasetamol uygulamasindan 24 saat sonra
ratlar sakrifiye edildi.

Bulgular. Yapilan ol¢timlerde serum TNF-alfa, ALT, AST seviyeleri parasetamol
grubunda artarken, bosentan verilen gruplarda bu parametreler diizelme egilimine girdi.
Parasetamol grubunda, karacigerde 6lgiilen SOD aktivitesi ve GSH miktarlar1 azalma
gosterirken, Bosentan bu parametreleri istatistiksel olarak anlamli sekilde diizeltti. Aym
zamanda karaciger dokusunda MDA miktarlar1 parasetamol grubunda yiikselirken,
bosentan uygulanan gruplarda artmis olan MDA miktarlar1 istatistiksel olarak anlamli
sekilde azaldi. Histopatolojik bulgularda parasetamol karacigerde hasara neden olurken,

bosentan bu etkiyi dnledi.



Sonug. Tiim bu sonuglar ET-1’in parasetamole bagli karaciger hasarinda rol oynadigini
ve ekspresyonunun artmasi bu hasarin siddetlendigini gostermektedir. Ayn1 zamanda
bosentan uygulamasi, karacigerde deneysel olarak indiiklenen parasetamol toksisitesine

karst koruyucu etki gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Bosentan, endotelin-1, karaciger, parasetamol, toksisite.

\



ABSTRACT

Investigation on Effects of Bosentan on Paracetamol Induced Acute Liver Toxicity

Aim. Paracetamol is one of the first rank drugs which cause hepatic damage during drug
intoxications. However the mechanism of paracetamol induced liver damage has not
been understood yet. Recently, Endothelin (ET-1) has been shown to contribute in the
pathophysiology of various diseases of liver, kidney, brain and hearth. So, we
hypothesized that ET-1 can have a role in paracetamol induced liver damage and also

bosentan, a nonselective ET-1 receptor antagonist, can prevent liver damage.

Material and Method. This study included 49 female rats divided in 7 groups.
Paracetamol (received 2 g/kg orally paracetamol dissolved in 2 ml PBS) was given 1
hour after the bosentan (orally) or NAC (orally) administration. Groups were; I: Control
group that received 2 ml orally PBS, Il: Paracetamol. IlI: received 140 mg/kg NAC (2
doses) + paracetamol. 1V: received 45 mg/kg bosentan + paracetamol. V: received 90
mg/kg bosentan + paracetamol. VI: received 90 mg/kg bosentan. VII: received 140

mg/kg NAC (2 doses). The rats were sacrificed 24 hour after drug administrations.

Results. While serum TNF-alpha, ALT and AST levels were increased in paracetamol
group, these parameters were improved in bosentan groups. Paracetamol administration
decreased SOD activity and GSH content of liver; however bosentan administration
significantly improved these parameters. Also the increased levels of MDA in
paracetamol group have been significantly decreased by bosentan administration. In
histopathological analyses, paracetamol caused liver damage and bosentan prevented

this effect.

Vil



Conclusion. All these results suggest that ET-1 has role in paracetamol induced liver
damage and the increase in ET-1 expression aggravates liver damage. Also bosentan,

exerted protective effects against experimentally induced paracetamol toxicity in liver.

Key Words: Bosentan, endothelin-1, liver, paracetamol, toxicity.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

ABD : Amerika Birlesik Devletleri
AHH : Akut hepatik hasar

AKY : Akut karaciger yetersizligi
ALT . Alanin amino transferaz
APAP : N-asetil-Paraaminofenol
AST : Aspartat amino transferaz
ATADEM : Atatiirk tiniversitesi deney hayvanlari arastirma uygulama merkezi
BOS : Bosentan

cGMP : siklik Guanozin mono fosfat
CMC : Karboksi Metil Seliiloz
COX : Siklooksijenaz enzimi

CYP : Sitokrom P450 enzim ailesi
DNA :Deoksiribo niikleik asit

ECE : Endotelin Konverting enzim
ET : Endotelin

FDA : Food and drug administration
GSH : Glutatyon

HCOs3 : Bikarbonat

IL : Interlokin

INR . Internasyonel normalize orani
IP3 : Inozitol 3 fosfat

KCH : King College Hospital

MDA : Malon dialdehid



MFO : mixed-functionoksidaz= karma fonksiyonlu oksidaz sistemi

NAC - N-asetilsistein

NADPH : indirgenmis Nikotinamid adenin dintikleotit
NAPOQI : N-asetil-p-benzokinonimin

NO - Nitrik oksit

NSAIil : Non steroidal antienflamtuar ilaglar
OoTC : Over the counter (Tezgah tistii)
PAH : Pulmoner arterial hipertansiyon
PBS : Phosphate buffer saline

PG : Prostaglandin

PT :Protrombin zamani

RNA :Ribo niikleik asit

SOD : Siiperoksit dismutaz

TBA : Tiyobarbitiirik asit

TGF : Transforming growth faktor

TNF : TUmor nekrotizan faktor
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1. GIRIS

Ilag intoksikasyonlarinda en sik rastlanan problemler arasinda akut karaciger
yetmezligi (AKY) gelmektedir.’ Akut karaciger yetersizligi; onceden herhangi bir
karaciger hastaligi bulunmaksizin karaciger fonksiyonlarinin aniden, tam veya tama
yakin bir sekilde kaybiyla kendini gosteren, potansiyel olarak geri doniisiimlii olabilen,
ancak mortalitesi oldukca yiiksek olan bir klinik sendromdur.’ Akut karaciger
yetersizliginin etiyolojisi cografik bolgelere gore biiylik degisiklikler gostermektedir.
Nitekim Ingiltere’de akut karaciger yetersizliginin %70’inden, ABD’de ise %20’sinden
parasetamol toksisitesi sorumludur. >3

Parasetamol 1893 yilindan beri bilinen, son 50 yildir siklikla kullanilan
antipiretik ve analjezik ila¢ olup antiinflamatuvar etkisi yok denecek kadar az olan bir
ilactir. Parasetamol kullanimi1 o kadar yaygin bir hale gelmistir ki artitk marketlerin
raflarinda bile goriilmesi sasirtict degildir. Bu kadar sik kullanilmasi ve kolay erisilebilir
bir ila¢ olmasi toksisite riskini de dogal olarak artirmaktadir. Tedavi dozlarinin tizerinde
kullanilmas1 (¢ocuklarda tek seferde 150 mg/kg, eriskinlerde ise 7.5 g’in iizerinde
alinmasi® veya 24 saat i¢inde ¢ocuklarda 250 mg/kg, yetiskinlerde ise 12 g’in iizerinde

almmast) > °

parasetamol toksisitesine neden olmaktadir. Parasetamol toksisitesi
asemptomatik olabilecegi gibi ilagla indiiklenen hepatotoksisiteye veya daha agir ve
fatal seyreden akut hepatik hasara (AHH) neden oldugu 1960’larin basinda
gésterilmis‘[ir.7

Terapotik dozlarda alinan parasetamol’iin yalmz kiigiik bir boliimii sitokrom
p450 enzimi (CYP) ile oldukga reaktif bir iiriin olan N-asetil-p-benzokinonimine
(NAPQI) doniisiir. Bu metabolit oldukca reaktif elektrofilik bir molekiil olup diger

intraselliiler proteinlere kovalent baglanarak zarar verir. NAPQI fizyolojik kosullarda

glutatyon ile reaksiyona girerek zarar vermeden safra yoluyla atilmaktadir. ® ° Ancak



yiiksek dozlarda alinmasi ile bu reaktif iirlin GSH depolarinmi bitirerek karaciger hasari
olusturur. Parasetamol’iin hepatotoksisitedeki asil mekanizmasinin bu yolla oldugu
diisiiniilmektedir.®

Parasetamol toksisitesinin tedavisinde kullanilan ydntemler arasinda;
nazogastrik tlip ya da oral yolla uygulanan aktif komiir, gastrointestinal
dekontaminasyon, uygun zamanda N-Asetilsistein (NAC) kullanimi ve destekleyici
tedavi bulunmaktadir.’® NAC, sisteinin oncii bir bilesigidir ve tedavi icin klinikte en
yaygin kullanilan ajandir. In vitro ve in vivo calismalar NAC’ i bir glutatyon
prekiirsorii olarak rol oynadigini gostermistir. NAC hastalara intravendz ya da oral yolla
verilebilir. *'** Ancak tam bir tedavi saglanamamaktadir.

Yukarida bahsettigimiz asir1 parasetamol aliminin olusturdugu toksik etkiye
kars1 gelistirilen tedavi basamaklarinin bulunmasina ragmen parasetamol’iin toksik
etkiyi nasil olusturdugunun mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bu yiizden
sirekli olarak yeni caligmalar siirdiirilmekte ve bu yeni gelismeler sayesinde
parasetamol toksisitesine bagl karaciger hasarini Onleyici ve tedavi edici yeni ilaglar
denenmektedir. Ozellikle son zamanlarda yapilan caligmalarin bazilarinda endotelinin,
karaciger hastaliklarinin etyolojisine katkida bulunduguna inanilmaktadir.

Endotelin (ET), damar diiz kaslarindaki endotelde yapilan, parakrin ve otokrin

etki gosteren, 21 amino asitli, bilinen en potent vasokonstriktdr polipeptiddir.

Viicudumuzda Endotelin-1 (ET-1), Endotelin-2 (ET-2) ve Endotelin- 3 (ET-3) sentez
edilmektedir. * Baslica iki reseptérii vardir. Endotelin A (ET-A) ve endotelin B (ET-
B).15

ET-1 vaskiiler endotel sistemin diizenlenmesinde énemli rol oynadigi gibi °

17, 18

fibrozis ve inflamasyona da katkida bulunur. Cesitli hastaliklarin fizyolojisinde rol

alan endotelinlerin karacigerdeki varligi ilk kez Gandhi ve arkadaslari tarafindan



gosterilmistir.’® Bu durum portal hipertansiyonda endotelinin gérevi olabilecegi
diisiincesiyle hepatologlar arasinda biiyiik ilgi uyandirmustir.® Pulmoner hipertansiyon
tedavisinde endotelin reseptor antagonistleri denenmis ve her iki reseptoriide bloke eden
bosentan gii¢lii pulmoner vazodilatasyon yaptig1 i¢in kullanilmaya baglanmistir. Ayrica
bazi karaciger hastaliklarinda (6rn: siroz ?°) da endotelin ekspresyonunun arttiginin
gosterilmesi sonucu parasetamol toksisitesine bagli karaciger hasarimi oOnleyici ve
koruyucu etki elde etmek igin ET-1 reseptdr antagonistlerinin kullanilabilecegini
diisiindiirmiistiir.

Bizim bu c¢alismadaki amacimiz; ratlarda parasetamolle olusturulmus karaciger
toksisitesinde ET-1 reseptorlerinin roliinii incelemektir. Aynt zamanda ET-1 reseptor
antagonisti bosentanin; parasetamol toksisitesine bagl karaciger hasarinda oksidadif
stres parametreleri ve antioksidan savunma sistemleri iizerindeki etkilerini ortaya

koymaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Zehirlenmeler

Zehirlenmeler acil servislere yapilan basvurularin 6nemli bir bolimiini
olusturmaktadir.”* ilaclar, endiistri, tarim ve diger is kollarinda ¢alisanlarmm maruz
kaldig1 cesitli kimyasal bilesikler insanda zehirlenmelere neden olabilirler. *
Zehirlenme vakalarina bakilacak olursa en sik neden olarak intihar, keyif saglama ve
baska bir kisiye zarar verme amagli, sehven veya kaza sonucu ve kronik ila¢ kullanimi
srrasinda sekillendigi bildirilmektedir.?

Zehirlenmenin basari ile tedavi edilebilmesi igin zehirlenmeye yolacan etkenin
belirlenip toksisitesinin tam olarak saptanmasi gerekir. Ancak zehirlenme yapan
etkenlerin olduk¢a az bir kismina karst spesifik antidot bulundugundan, zehirlenme
olgularinin birgogunda genel tedavi yontemlerinin uygulanmasi ve semptomatik tedavi
yapilmasi zorunlulugu vardir.”® Yapilan bir arastirmada® acil servislere basvuran
hastalarin %59.6’sinin ila¢ zehirlenmeleri oldugu, bunlarin ise %43 agn kesici ilag
kullanim1 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.

2.2. Karaciger Histolojisi

Karaciger agirligi yaklagik 1.5 kg olan metabolizmanin 6nemli bir organidir.
Organa kanin %70-80’1 portal venden, geri kalan bolimii hepatik arterden gelir.
Karacigerin temel yap1 elemani, karaciger epitel hiicreleri olan hepatositlerdir. Bu epitel
hiicreleri, birbirleriyle baglantili plaklar halinde gruplandirilmiglardir. Isik mikroskobu
kesitlerinde, “karaciger lobiili” 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 asiniistindeki
hepatositler bulunduklari 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 ) gevresindeki bolgeyi kapsar. %

2.3. Akut Karaciger Toksisitesi

Herhangi bir karaciger hastaligi bulunmaksizin karaciger fonksiyonlarinin
aniden, tam veya tama yakin bir sekilde kaybiyla karakterize, hepatik ensefalopatinin
eslik ettigi akut karaciger yetersizligi (AKY)'nin * mortalitesi karaciger
transplantasyonunun kesfinden onceki donemde %80’ nin iizerinde iken?®, giiniimiizde
posttransplant dénemde siirveyi’nin %65’in iizerinde oldugu bilinmektedir. 2’ 1946
yilinda Luke ve Mallory ABD ordusunda ortaya ¢ikan sarilik salginlarinda goriilen
fulminan seyirli olgular1 incelemis ve hizla 6liimle sonuclanan akut tip ve daha yavas
seyirli ancak oldukca kotii prognoza sahip olan subakut tip olmak {izere hastaligin iki
klinik tipini tarif etmislerdir . Fulminan karaciger yetersizligi deyimi ilk kez 1970
yilinda Trey ve Davidson tarafindan kullanilmis ve 6ncesinde herhangi bir karaciger
hastalig1 olmaksizin, agir karaciger hasar1 sonucu, semptomlarin baslamasindan itibaren
8 hafta icinde hepatik ensefalopatinin geligsmesiyle karakterize tablo fulminan karaciger
yetersizligi olarak tanimlanmustir.”® Bernuau ve arkadaslar sarihigm 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 tammlamistir.®® 1993’te King’s Collage
grubu konuyu 3 kategoride ele alarak yeni bir siniflama dnermistir: hiperakut, akut ve

subakut karaciger yetersizligi. Siiperinfeksiyonlar ve tasiyicilik zemininde spontan veya



degisik nedenlere bagli reaktivasyonlar (kortikosteroid kullanimi, antiviral kesilmesi
veya direnci vb.) sonucu AKY gelisebilmektedir. Mortalite ise % 3.7-60 arasinda
degismektedir.*

AKY’nin etiyolojisi bolgelere gore degisiklikler gdstermektedir. Ingiltere’de
akut karaciger yetersizliginin % 70’inden, ABD’de de % 20’inden asetaminofen
toksisitesi sorumludur® >,

2.4. Parasetamol (Asetaminofen)

Para-aminofenol tiirevi olan parasetamol ayni zamanda asetaminofen ve N-
asetil-P-aminofenol (APAP) olarak da bilinmektedir (sekil 2.1.) ve yaygin bir sekilde

agri kesici ve ates diisiiriicii bir ajan olarak kullanilmaktadir.

P-Hydroxvacetanilide (Parasetamol)
Sekil 2.1. Parasetamoliin Molekiiler Yapisi. &

2.4.1 Parasetamol’iin Tarihgesi

Harmon Northrop Morse 1877 yilinda p-nitrofenol’ii asetik asitle indirgeyerek
parasetamolil ilk sentezleyen kisidir, fakat parasetamol’iin klinik kullanima girmesi
1887°de Von Mering tarafindan gerceklestirilmistir.*® Brodie ve Axelrod 1948 yilinda
yapmis olduklar1 ¢alismalarda parasetamol’iin asetanilid gibi toksik etkilere sahip
olmadigim bildirmislerdir.** ilk kez 1955 de ‘Tylenol’ adi altinda ABD’de (Amerika
Birlesik Devletleri), 1956 yilinda ise ‘Panadol’ ve c¢ocuklarin kullanimi igin

‘Panadolelixir’ ticari isimleriyle Ingiltere’de piyasaya siiriilen parasetamol agr1 kesici ve



ates diistiriicii olarak kullanilmaktadir. Yan etki bakimindan oldukga giivenli olmasi ise
bu ilacin kullanilabilirligini artirmaktadir.

Gliniimiizde parasetamol kullanimi o kadar artmmstir ki arttk marketlerin
raflarinda bile gérmek sasirtici olmaktan ¢ikmustir. Ingiltere’de 7000 anne iizerinde
yapilan bir ¢alisma %84 {iniin yeni dogan ¢ocuklarina ilk 6 ayda parasetamol verdigini
gostermistir.>> ABD’de 100 milyon insan senede en az bir kez parasetamol almakta, 50
milyon insan ise haftada birkez parasetamol iceren iirlin kullanmaktadir. Bu iiriinlerin
%70’1 tezgahiisti yani OTC (over the counter) olarak satilmaktadir. Yukarida da
bahsettigimiz gibi bir ilacin yaygin olarak kullanilmasi aklimizda zehirlenmeler ve
toksisite gibi bazi soru isaretleri birakmaktadir.

2.4.2. 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.®” Ancak aclik ve tokluga bagh olarak emilimi degisecegi icin bu siire 4.
saate kadar uzayabilmektedir. Parasetamol plazma proteinlerine zayif baglanirken (%
25) birgok viicut sivisina yaygin seklide dagilmaktadir.

Parasetamol analjezik ve antipiretik etkisini siras1 ile 10 ug/ml ve 18 pg/mi
diizeyindeki kan konsantrasyonlarinda gosterir. Yemek ile beraber veya yemekten
hemen sonra alinirsa biyoyararlanimi belirgin sekilde azalir ve bu yilizden a¢ karna
almmasi Onerilir. Ayrica opioidler ve antikolinerjik ilaglarla birlikte alindiklar1 zaman
kan pik diizeyine ulasma siiresi gecikir. Oral olarak kullanilan dozlarda rektal yoldan da

verilebilir. Parasetamol’iin eriskinlerde ve adelosanlarda kullanimi agizdan 500-1000



mg, giinliik en yiiksek dozu genellikle 4 g olarak kabul edilir. Kisinin bobrek yetmezligi
varsa veya alkolik ise kullanim sirasinda doz azaltilmalidir.*®

Parasetamol terapotik dozlarda kullanildigi zaman %90 oraninda karacigerde
glukroniltransferaz enzimi yardimiyla glukronik asitle (%60 kadari), siilfoniltransferaz
enzimi yardimiyla stlfiirik asitle (%35 kadar1) veya sistein (az miktarda) ile konjuge
olarak idrardan atilir. %2°lik kismu ise idrardan degismeden atilmaktadir.®® Kiigiik ama
yine de 6nemli bir miktar1 hepatik sitokrom P450 enzim sistemi (CYP2EL1 ve CYP1A2
izoenzimleri) yoluyla N-hidroksilasyona girerek oldukga reaktif bir {iriin olan NAPQI

e e . 40, 41
dontisiir.

Bu metabolit diger intraselliiler proteinlere kovalent olarak baglanarak
zarar verir.*> Fizyolojik kosullarda NAPQI, glutatyon ile reaksiyona girerek zarar
vermeden safra yoluyla atilmaktadir.® ® Bu molekiiliin karaciger hasari olusturabilmesi
icin parasetamol yiiksek dozlarda alinmas1 gerekir ki bu durumda bu reaktif tiriin GSH
depolarim bitirerek karaciger hasari olusturur.* Parasetamol hepatotoksisitesindeki asil
mekanizmanin bu yoldan oldugu diisiiniilmektedir. ®

2.4.3. Farmakolojik Etkileri

Piyasada satilan ticari ilaglarin prospektiisiinden de kolayca erisebilecegimiz
parasetamoliin endikasyonlar; bas agrisi, migren, adet sancilari, dis agrisi, soguk
alginligi ve gribal enfeksiyonlara bagl agri, nefralji, nefrit, siyatik, lumbago, kas ve
eklem agrlar, orta kulak agrilar, sinlizit ve cerrahi operasyonlardan veya
yaralanmalardan kaynaklanan agrilardir. Endikasyonlarindan da anlasilacagi gibi
parasetamol yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yilizden etki mekanizmasimin da iyi
bilinmesi gerekmektedir. Etki mekanizmasini anlamak i¢in c¢alismalar devam etsede
heniiz tam olarak anlasilamamustir. Yapilan bazi ¢alismalarda parasetamol’iin merkezi

sinir sistemi (MSS) {izerinden santral siklooksijenaz (COX) inhibisyonu ve

serotoninerjik sistemle indirekt etkilesim yoluyla etki ettigine inamlmaktadir.*



Lim ve arkadaslari®®, yaptiklar bir calismada, kdpegin dalagina enjekte ettikleri
bradikininin agr1 yapici etkisini parasetamoliin engelledigini gérmiistiir. Yapilan bu
calismada parasetamol’iin agr1 kesici etkisinin santralde degil de periferde prostaglandin
sentezini inhibe ederek ortaya koydugu gosterilmistir.

Parasetamoliin ates diisiiriicii etkisi hayvan deneylerinde gosterilmistir. Milton
ve Wendlant kedilerin beyin ventrikiillerine endotoksin kaynakli maddeleri enjekte
ederek olusturduklar: atesi parasetamoliin engelledigini fakat ayni yere enjekte edilen
prostaglandin E1 (PGE1) kaynakli atesi etkilemedigini bildirmisler.”” Daha sonra
yapilan ¢alismalarda parasetamol’iin beyin omurilik sivisindaki prostaglandin (PG)
benzeri maddeleri inhibe ederek atesi diisiirdiigii gosterilmistir.*®

Yapilan yeni ¢alismalarda parasetamoliin MSS’de tespit edilen COX-3 olarak
adlandirilan yani bilinen COX (COX-1, COX-2 den farkli ) enzim varyantlarindan
farkl1 bir enzimi selektif olarak bloke ettigi diisiiniilmektedir. * Bu mekanizma iizerinde
pek ¢ok arastirmaci da hemfikir olmustur.”® *'Biitiin bunlara ragmen insanda bulunan
COX enzim varyantlarmdan COX-3 ile ilgili literatiirde kesin bir bilgi mevcut
degildir.”" >

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

2.4.4. Yan Etkileri

Parasetamol tedavi dozlarinda kullamldiginda genellikle iyi tolere
edilebilmektedir. Nadir de olsa alerjik cilt reaksiyonlar1 (kizariklik, dokiintii), alerjik
ila¢ atesi, hematolojik bozukluklar, hipoglisemi ve bobrek yetmezligi gibi yan etkiler
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goriilmektedir.”® Bazen de karaciger enzimlerinde 1himli yiikselmelere sebep

olabilmektedir fakat bu durum geri doniistimliidiir.



Daha yiiksek dozlarda kullanildigi zaman bas donmesi, huzursuzluk ve yonelim
bozukluguna yol agsa da parasetamol’iin toksik dozunda (en az 10-15 g) en ciddi yan
etkisi 6liimciil olabilen hepatik nekrozdur.”® Bu durumda bulanti, kusma, ishal ve karin
agrist gibi belirtiler ortaya ¢ikmaktadir. Bu etki normal kullanim sonrasinda da
cikabilmektedir. Aspirinin yapmis oldugu hepatik hasara gore daha tehlikeli olup
tedavisi daha da zordur.*

Parasetamoliin kardiyovaskiiler, solunum sistem ve asit-baz dengesi lizerine
belirgin etkileri yoktur. Gebelerde giivenlidir ve NSAIil’lerin yaptig1 fetal ductus
arteriozus’un kapanmasini etkilemezler. Bunun yaninda alkol kullanimi toksik etkiyi
ciddi bigimde artirmaktadir. Oral antikoagiilanlar ile birlikte kullanildig1 zaman belirgin
etkilesme gdstermemektedir.>’

2.5. Parasetamol Toksisitesi

1960’lardan bugiine kadar aspirinden daha az toksik olan parasetamol, analjezik
ve antipiretik ajan olarak yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. Marketlerde bile
kolayca bulabilecegimiz bu ilacin intihara meyilli kisiler tarafindan akla gelen ilaclar
arasinda ilk sirada olmasindan dolay1 parasetamol asir1 alimina bagli hepatotoksisite
diinya genelinde onemli bir sorun haline gelmistir. Amerikan Zehir Kontrol Veri
Merkezi verilerine gore 6liim oranlar1 1997°den 2001°e kadar yaklagik iki kat artmustir
ve her y1l parasetamol asir1 alimina bagh olarak yaklasik 458 6lim meydana gelmistir.”®
Bu yiizden bilim adamlar1 parasetamole bagli toksisiteyi onlemek i¢in, toksisitenin
olusma mekanizmasi1 ile ilgili siirekli yeni c¢aligmalar denemektedirler. Ancak
mekanizma heniiz tam olarak bilinmemektedir.

flaca bagli hepatotoksisite intrinsik ve idiyosenkronotik olarak 2’ye
ayrilmaktadir. Intrinsik hepatotoksisite; ilacin direkt kendisi veya metabolitinin doza

bagli olarak olusturdugu hepatotoksisiteden bahsetmektedir. Iste parasetamole bagl

10



olusan hepatotoksisite de intrinsik nedenlere bagli gelisen hepatotoksisite nedenleri
arasinda yer almaktadir.

Normal dozlarda alinan parasetamol’iin metabolize edilmesi sonucu olusan
NAPQI’y1 viicut detoksifiye edebilir. Ancak yiiksek dozlarda alindigi zaman
NAPQI’nin detoksifiye edilme kapasitesi diismektedir. Bu yiizden arta kalan NAPQI
karaciger hiicresi proteinlerine kovalent olarak baglanarak hepatik nekroza bagli hasara
yol acar.? Aymi zaman NAPQI’y1 detoksifiye eden glutatyon’un %70 ‘in altma diismesi
de karaciger hasarina yol acar ve hepatik nekroz olusur.®®

Histolojik incelemelerin sonucunda hepatik nekrozun olusma sikliginin daha ¢ok
P450-MFO (mixed-functionoksidaz= karma fonksiyonlu oksidaz sistemi) aktivitesinin
goriildiigii sentrolobiiler bolgede oldugu goriilmiistiir.®?

Pek ¢ok laboratuar ¢alismalarinda parasetamol toksisitesinde makrofaj
hiicrelerinin aktivasyonu ¢ahisilmistir.® Bilindigi gibi kupffer hiicreleri karacigerin
fagositik hiicreleridir. Kupffer hiicreleri aktive olduklari zaman, hidrolitik enzimleri,
eikozanoidleri, nitrik oksid ve siiperoksidler de dahil pek ¢ok sinyal molekiiliinii serbest
birakir.** Ayni zamanda kupffer hiicreleri pek ¢ok inflamatuar sitokinleri (IL-1, IL-6 ve
TNF-alfa dahil) serbest birakirlar® ve ozellikle gesitli sitokinler parasetamol
toksisitesinde salgllanlrlar.63’ 6568

Laskin ve arkadaslar1 parasetamol hepatotoksisitesinde kupffer hiicrelerinin
roliinii gostermek igin On tedavi olarak ratlarda kupffer hiicrelerinin fonksiyonlarini
gadolinium chlorid ve dextran siilfat ile baskiladiklarinda parasetamoliin toksik
etkilerinin ¢ok az ortaya ciktigimi ortaya koydular.®® Yine bunu destekleyen pek cok
calisma yap11m1§t1r.63’ 65, 69

Yapilan bazi ¢alismalarda inflamatuar sitokinlerin parasetamol toksisitesini

artirdigi rapor edilmistir. Blazka ve arkadaslar1 parasetomol toksisitesinde TNF-alfa ve
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IL1-alfa’nin salgilanmasinin arttigini gostermistir. ** * % Buna ek olarak Blazka TNF-
alfa ve ILl-alfa’min her ikisininde selektif olarak kismi immiinonétralizasyonun
periyodik olarak toksisiteyi azalttigini gostermistir.

Yapilan bazi ¢alismalarda NAPQI'nin mitokondriye kovalent olarak baglanmasi
ile mitokondrial solunumun inhibisyonunu gerceklestirebilecegi gosterilmistir. "% Bu
fonksiyonel bozuklugun, hasar ile iligkili oldugu gt')sterilmistirM. Ayni zamanda
NAPQI'nin hem NADH hem de siiksinat dehidrogenaz fonksiyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir.”® KC’nin homeostazinin bozulmasinda da parasetamoliin hepatotoksik
etkisinde ro oynayabilir.” Kalsiyumu (Ca*®) dengesini diizenleyen proteinlerin
bozulmast sonucu hiicre i¢i Ca*? diizeyinin arttigi gosterilmistir. Bu yiizden hiicre
olimiine neden olan katabolik enzimler artmaktadir. Reaktif oksijenler, nitrik oksid,
lipid peroksidasyonu ve apopitozis karaciger toksisitesinde rol oynar.

Parasetamole bagli gelisen hepatotoksisitede kronik kullanilan diger ilaglarinda
aditif etkilerinin oldugu yapilan klinik ve deneysel g¢alismalarda gosterilmistir. Bu
ilaclar arasinda antikolviilsan ilaglar’’, antitiiberkiiloz ilaclar 6zellikle de izoniazid ilk
srralarda yer almaktadir. Ayrica antiviral ilaclar (zidovudin ve lansoprazol) da’
toksisitede aditif etkilesme yapabilmektedirler.

Uzun siire a¢ kalimi glutatyon depolarini bosaltarak ve CYP2EI1 aktivitesini
artirarak parasetamole bagli gelisebilecek hepatotoksisitenin siddetlenmesine veya
erkenden olusabilmesine neden olabilmektedir.”® Ayni sekilde kronik alkol alimi da
CYP2EL1 aktivitesini artirarak ve glutatyon depolarmi tiiketerek kisilerin parasetamol
hepatotoksisitesine duyarliligini artirabilmektedir.®

2.5.1. Klinik Bulgular

Parasetamol genellikle bas, dis, sirt agrisi, akciger hastaliklart ve karin

agrilarinda kullanilmaktadir. Toksisiteye bagli olan bulanti, kusma ve agr1 gibi
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abdominal sikayetleri, hastanin gecirmis oldugu soguk alginligi ve bas agrisi ile ilgili
olabilecegini diisiindiirerek tanida gecikmeye yol agmaktadir. Béyle bir durumda hasari
biyokimsal olarak tanilamaya caligsak bile 24-36 saate kadar anormal bulgular
goriilmeyebilir. Bu yiizden parasetomoliin asir1 doz alinmasit durumunda semptom ve
bulgu beklenmeden antidotal tedaviye bagvurulmalidir.

2.5.2. Teshis

Parasetamol toksisitesinde ki semptom ve bulgular ilag alimin siiresine bagli
olarak farkliliklar gostermektedir. Bu nedenle semptomlar1 siireye bagli olarak fazl (ilk
24 saat), faz 2 (24-72 saat) ve faz 3 (72-96 saat) olarak degerlendirmek daha dogru bir
davranig olacagi ve yanlis teshis ve tedaviyi en aza indirecegi diisiiniilmektedir. Faz
1’de karin agrisi, diare, istahsizlik, kusma ve letarji goriilirken faz 2’de semptomlar
kaybolmakta ve biyokimyasal degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Bu biyokimyasal
degisiklikler i¢inde ise en Onemlileri transaminaz ve bilirubinlerin yiikselmesi iken
ayrica uzamig protrombin zamam da Onemlidir. Faz 2’nin sonlarina dogru ise
hepatomegali ve sag iist kadranda yerlesmis agr1 dikkati c¢eker. Faz 3’de ise kusma
yeniden ortaya cikar veya daha koétii hal alir, sarilik fizik muayenede rahatlikla tespit
edilir hale gelirken santral sinir sistemi bulgular ortaya cikar ki bu bulgular faz 3’ iin
onemli bulgular1 olup bu noktadan sonra ¢ok hizli hareket edilmesi gerektigini gdsteren
Oonemli bir asamadir. SSS bulgular1 i¢inde konfiizyon sommolans ve koma
bulunmaktadir. Parasetamole bagl 6liim genellikle bu sathada goriilmektedir. Karaciger
enzim anomalileri bu sathada en iist seviyeye ¢ikmis olup oligiiri ve akut tiibiiler nekroz
da goriilebilmektedir. Faz 4 ise karaciger hasarinin diizeldigi ve enzimlerin eski haline
geldigi donem olup tam diizelme 3 ay kadar siirebilmektedir. Akut karaciger hasari

gelismis hastalarin % 70’i faz 4’e girerek tamamen iyilegir.%* 8% %
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2.5.3. Tedavi

Parasetamoliin asirt dozda alimindan sonra yapilmasi gerekenlere bakarsak ilk
islemler standart zehirlenmelerde yapilacak islemlerden bir farklilik gdstermemektedir.
Prensip olarak oncelikle parasetamoliin emilimini azaltmak, kanda miktarini en kisa
sirede optimum diizeye indirmek, toksik metabolitinin miktarin1 azaltmak ve/veya
toksik metabolitini detoksifiye etmektir. Yukaridaki tedavi yontemlerinin hangisinden
baslayacagimiz ozellikle parasetamol alimindan sonraki gecen zamana bagli olarak
degisiklik gosterecektir. Kisa zaman Once alinan parasetamol toksisitesinde emilim
azalttmindan baslamak en uygun yaklagim olmakla beraber eger alimdan sonra uzun
zaman gecmigse toksik metabolitin atilim ve detoksifikasyonundan baslamak daha
akilcr bir ¢6ziim olacaktir. Gastrik lavaj uygulamasi, ipeka surubu ile kusturma ve aktif
komiir uygulamasi ilk birka¢ saatte yapilmasi gereken ve absorbsiyonu onlemede g¢ok
6nemli faydalar saglayan bir yontemler toplulugu olup hayat kurtarict olabilmektedir.®*
8 Simetidin kullanilmasi sitokrom p450 enzimini inhibe ederek parasetamoliin bu
enzim araciligiyla toksik metaboliti olan NAPQI doniisiimiinii azaltmakla beraber
yapilan c¢alismalarda simetidin ile birlikte NAC’in kullammimin yararh bir etki
gostermedigi tespit edilmistir.2® NAPQI’nin etkisiz hale getirilmesinde NAC, methionin
kullamlmaktadir. Yapilan klintk calismalarda her 3 maddede hepatotoksisiteyi
engellemesine ragmen methionin ve sistiaminde daha fazla santral sinir sistemi ve
gastrointestinal yan etkiler goriilmiistir. Bu nedenle NAC simdilerde parasetamol

toksisitesine bagli gelisen akut karaciger hasarinda en iyi antidot olarak segilmistir.®®

2.5.3.1. N-Asetil Sistein (NAC)
Prescott ve Matthew ilk olarak 1974 yilinda NAC’1n parasetamol toksisistesinde
kullamlabilecegini gdstermis olup 1977 yilinda 15 hastada etkinligini ispatlanuslardir.®®

% NAC eger yeterince ve en kisa zamanda uygulanmigsa parasetamole bagh
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gelisebilecek karaciger hasarim onleyebilmektedir.®® NAC’1n karaciger hasari, bobrek
hasar1 ve 6liimii dnleyebilmesi i¢in ilk 8-10 saat iginde verilmesi gerekmektedir. 3 %
NAC 140 mg/kg %5 soliisyon igerisinde oral olarak verildikten sonra her 4 saatte bir 70
mg/kg oral olarak verilmelidir ve bu en az 17 kez tekrarlanmalidir. Eger hastalara oral
olarak vermek imkansizsa 150 mg/kg %5 dekstroz i¢inde 15 dakikada verildikten 4 saat
sonra 50 mg/kg %5 dekstroz icinde NAC verilip 16. saate 100 mg/kg verilerek tedavi
protokolii sonlandirilir.”* Oral ve paranteral verilis yolu arasinda karsilagtirmali genis
bir ¢alisma yapilmamakla beraber oral uygulamanin daha fazla yan etkisi oldugu
gosterilmistir. Oral uygulanim esnasinda karin agrisi, kusma, diare ve dokiintiiler
goriilebilmekle beraber paranteral uygulamada ise nadirde olsa anaflaktik reaksiyonlar
g('jn'ilmiistl'ir.83 Anaflaktik reaksiyon ilk doz verilisinden sonraki 30 dk i¢inde daha sik
olusmaktadir. Anaflaktik reaksiyon insidansi %3 ile %6 arasinda degismektedir. % Oral
ve paranteral uygulama ile karsilastirmasinda ise etkinlik bakimindan bir farklilik
olmadig1 fakat paranteral uygulamada daha az hastanede kalim siiresi oldugundan
dolay1 tercih edilebilir olabilecegi distiniilmektedir. Ayrica eger gelen kisinin
gecmisinde anaflaktik reaksiyon hikayesi varsa oral NAC tedavisi tercih edilmelidir.
NAC tedavisinin baslamasinda ve sonlandirilmasindaki en Onemli Olgiit serum
parasetamol miktaridir. Ayn1 zamanda toksisitenin siddetini gosteren arterial pH, PT
(protrombin), serum Kreatinin, hemoglobin ve serum amilaz seviyeleri de Onemli
olmaktadir.”® Hastaneye bagvuran hastalarin kan parasetamol seviyeleri 4 saatte
hepatotokisiteye neden olabilecek kan seviyesine yiikselmemigse tedavi verilmeden
taburcu edilebilmektedir. Kan parasetamol seviyesi (10-18 pg’in altina) asagiya
diismiisse tedavi sonlandirilabilir. Eger hastalarda koagiilopati gelismisse veya kreatinin
seviyesi yiiksekse giinliik kreatinin seviyesi takip edilmeli, normal seviyelere gelene

kadar 150 mg/kg giinliik doz NAC tedavisi devam ettirilmelidir. Son olarak gebelerde
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olusan parasetamol toksisitesinde NAC tedavisine deginecek olursak; gebelerde
parasetamol toksisitesi nadir olmakla beraber gortilebilmektedir. Gebelerde olusan
parasetamol toksisitesinde NAC kullanilmakta olup; kordon kaminda tespit edilmistir.”*
Yapilan bir calismada NAC tedavisi geciken hamilelerde 6lii dogum oraninin arttig
goriilmiis olup, gebelerde de en ¢abuk sekilde NAC tedavisine baslanmalidir.*

2.5.3.2. Aktif Kéomiir 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
calismada; aktif komiir uygulamasinin kan parasetamol diizeyini anlamli bir sekilde
azalttigini gostermis olup diger yontemlerden iistiin bulunmustur.?* Oral aktif komiir
uygulamasi tek doz olarak 1 g/kg olarak verilir. Yapilan ¢alismalarda boliinerek verilen
dozlar ile tek doz uygulamasi arasinda bir farklilik bulunamamistir.

2.5.3.3. Simetidin

Simetidin CYP2E1 enzimi tarafindan metabolize olmaktadir. Parasetamolde
ayni enzim iizerinden metabolize oldugu igin ikisinin beraber almmasi CYP2EI1
enzimini kompetitif olarak inhibe ederek parasetamoliin toksik metaboliti olan NAPQI
dretimini azaltacaktir. Fakat Slattery ve arkadaslar1 yaptig1 bir ¢alismada parasetamol
alimindan 8 saat sonra 300 mg simetidin kullaniminin NAPQI iiretimin; azaltmadigini
gostermis olup bu da bize simetidin uygulamasinin erken saatlerde baslanmasinin
gerektigini gostermektedir.® %
2.5.3.4. Dializ
Parasetamol’iin ekstrakorporel eliminasyonu parasetamol toksisitesi tedavisinde

7

tarismalidir ve varolan datalar kangiktir.”’” Hemodializ; siddetli parasetamol

toksisitesinde kullanilmis olup hemodializin hepatotoksisiteyi dnledigini veya azalttigin
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gosteren giivenilir bir data elde edilememistir.%’

Hemodializin  parasetamol
toksisitesinde yararli olamamasinin en Onemli nedeni ise yiiksek doz alinan
parasetamoliin karacigere hemen ugrayip hasara baslamasi olabilir.”

2.5.3.5.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 donisimii  olmayan Omiir boyu siren bir immiinosiipresif tedavi

gerekmektedir.*®

AHH gelismis hastalarda karaciger transplantasyonu gerekip
gerekmedigini belirleyen King College Hospital (KCH) kriterleri olduk¢a uygun olup
bu kriterlere gdre bu hastalarin yol haritasi cizilmektedir."® KCH kriterlerine gére
karaciger transplantasyonu gereken hastalarin transplantasyonsuz mortalite oran1 %90’
lara yaklasmaktadir. ' KCH kriterlerine kisaca deginmemiz gerekirse pH’in <7.3
olmasi, protrombin zamanmin <100 sn olmasi, serum kreatinin seviyesinin >300
mikromol/l olmast ve hastalarin evre 3 veya evre 4 ensefalopatik olmasiyla
degerlendirilir.'® Bu kriterlerin spesifitesi ¢ok iyi olmasina ragmen zayif sensitivitesi
bulunmaktadir.

2.5.4. Prognoz

Parasetamoliin asir1 dozunu almis, hepatotoksisite gelismis veya gelismemis
hastalarin %90’1 tam anlamuyla sifaya ulasir.’® Hepatotoksisite gelismis hastalarin
%80’i ilk 12 saatte NAC uygulamasi ile iyilesmis olup eger NAC verilmezse bu
iyilesme %48’lerde kalmaktadir.> KCH kriterlerini tam karsilamayan hastalarin %90-
93’1 sag kalmakta olup parasetamol harici gelisen AHH’larin oranindan ¢ok daha iyidir.

Parasetamolle indiiklenen karaciger hasarinda karaciger transplantasyonsuz sagkalim

oran1 % 65-73 arasinda degismektedir.”’ Parasetamol alimindan sonraki ilk 24 saatte
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hastane yogun bakimlarinda tedaviye alinanlarin sag kalim orami sonraki zaman
periyodunda gelenlerden oldukga yiiksektir. Hepatik ensefalopatinin derecesi arttikga
sagkalim orami azalmaktadir.’> Serum kreatinin ve protrombin zamani ile sagkalim
arasinda ¢ok giiclii bir korelasyon bulunmaktadir.’® PT’si 90 sn olan hastalarda
sagkalim oran1 % 80 iken PT’si 180 sn olan hastalardaki sagkalim oran1 % 8’lere kadar
gerilemektedir.'®® Benzer sekilde serum kreatinin seviyesi 100 mmol/L olan hastalarin
sag kalim oram1 % 65 iken 300 mmol/L olan hastalarda bu oran % 23 e kadar
inmektedir.* Parasetamol ile indiiklenen karaciger hasarinda karaciger transplantasyon
ihtiyac1 diger nedenlerle olusan karaciger hasarindaki karaciger transplantasyon
ithtiyacindan oldukca diisiiktiir.*

2.6. Endotelinler

Damar diiz kaslarindaki endotelde yapilan, parakrin ve otokrin etki gosteren, 21
aminoasitli, bilinen en potent vasokonstriktor bir polipeptid olan endotelin ilk olarak
1988 yilinda Yanagisaka ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmustir.”® Viicudumuzda iic
farkli endotelin sentez edilmektedir; Endotelin-1 (ET-1), Endotelin-2 (ET-2), Endotelin-
3 (ET-3)."

Endotelin sentezi ii¢ basamakli proteolitik islem sonucunda gerceklesmektedir.
212 aminoasitten olusan preproendotelin, peptidazlar ile proendotelin’e, proendotelin
ise dibazik aminoasit konvertaz ile big-endotelin’e ¢evrilmektedir. Son basamakta big-
endotelin, endotelin converting enzim (ECE) ile 21 aminoasitten olusan matiir ve aktif
endotelin’e doniismektedir.'% 1

ECE membrana bagli noral endopeptidaz-24 ile benzer homolojiye sahiptir.
Endopeptidaz-24 c¢esitli dokularda bu peptidlerin diizeyini regiile etmektedir. ECE-1,

cinko bagiml fosforamidon’a sensitif bir matriks metalloproteinazdir. ECE, hiicrelerde

plazmelemma iginde olup ET iiretimini azaltmak icin iyi bir terapotik hedeftir. ET-1,
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hiicre i¢ginde endoplazmik retikulum ve golgi vezikiillerinde lokalize olup ekzositoz ile
hiicre disina saliverilmektedir. Doku biitiinliigiine baglh olarak hiicrelerin bazolateral
veya apikal yiiziinden salinmakta ve parakrin etki olusturmaktadir.

TGF-B, TNF-alfa, IL-1, interferon-y, trombin, anjiotensin Il ve kalsiyum ET-1
sentez ve sekresyonunu arttirmaktadir.’®” 1% Atrial natriiiretik peptit ve nitrik oksit
donérleri ise ET-1 sekresyonunu azaltir.’®® Sekresyondaki azalmadan ¢cGMP bagimli
yol sorumlu goriilmektedir. Nitrik oksit ayni zamanda ET-1’in reseptoriinden

110
ayrilmasina neden olmaktadir.

Heparin, trombin {izerinden ET-1 sekresyon ve
sentezini inhibe eder.""* Fosforamidon da ECE’yi inhibe ederek ET-1 iiretimini azaltir.
Endotelin hidrofilik oldugundan plazma membranini gegemez. Etkisini spesifik
reseptorleri vasitasi ile gosterir. Baslica iki reseptorii vardir. Endotelin A (ET-A) ve
endotelin B (ET-B)."® Giiglii vazokonstriktér (bilinen endojen vazokonstriktér
maddelerin en giigliisii) olan ET-1 mitojenik etkinligi ve damar diiz kaslarinin
proliferasyon etkinligini artirmasi ile de 6nemli etkinlige sahiptir'®. ET-1 kendine 6zgii
membran reseptorlerini aktive ederek baslangictaki fosfoinozitid hidrolizini artirir ve
bunun sonucu olusan inozitiltrifosfat (IP3) ve diagilgliserol araciligi ile etkisini
olusturur. IP3 endoplazmik retikulumdan Ca*? saliverilmesini artirir ve ET-1 daha sonra
memberan kanallarini agarak extraselliiler Ca**‘un hiicreye girisine neden olur bunun
sonucunda damarlarda yavas gelisen fakat uzun siireli vazokonstriksiyon olur.*® 1214
Ayrica vaskiiler endotel sistemin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi gibi'® fibrozis
ve inflamasyona da katkida bulunur.*”*8
2.6.1. Endotelinin Karacigerdeki Yeri
Endotelin endotelden baska beyin, bobrek ve bazi hiicrelerde de sentez

edilmektedir. Yapilan ¢alismalarda endotelinin vaskiiler olmayan dokularda da ¢ok

¢esitli biyolojik aktivitelerinin bulundugu gosterilmistir. ' Gandhi ve arkadaslar1 rat
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karacigerinde portal hipertansiyonun artmasina sebep olan ET-1’in varligini ilk kez
gostermistir.’® Bu durumda portal hipertansiyonda endotelinin gorevi olabilecegi
acisindan hepatologlar arasinda biiyiik ilgi uyandirmistir.”® ET-1 lerin karacigerde
hepatosit hiicrelerinde Ca*"’un mobilizasyonunu ve glikojenolizisi indiikledigi ve bu
sayede olduk¢a 6nemli bir metabolik etkinligi olan karacigerde oksijen tiiketimini de
artirdiklar1 yapilan ¢alismalarda g('jsterilmistir.116

ET-1 parankimal olmayan karaciger hiicreleri ile de Onemli etkilesime
girmektedir ki karaciger stellat hiicrelerinde de varligi belirlenmistir.**"*?* ET-1 bu
stellat hiicrelerde, hiicreler arast Ca*? miktarinin artmasina sebep olur. Bu yiizden ET-1
intrahepatik kan akimini artirmaya yonelik o bolgelerde vazokonstriksiyon yapar.
Pinzani ve arkadaglar1 sirozlu insanlarin karacigerlerinde ET-1 expresyonuna yonelik
yaptiklar1 ¢alismada Ozellikle ET-1’in sentez edildikleri yerin aktive olan karaciger

stellat hiicrelerinin ve sirozlu bslgelerin oldugunu gostermislerdir.'? ?*

2.6.2. Endotelin Reseptorleri

ET-1 karaciger iizerindeki yapmis oldugu bu etkilerini ET-A ve ET-B
reseptorleri lizerinden yapmaktadir. Hem ET-A hem de ET-B reseptorleri,
endotelinlerin fibrozis, vazokonstriksiyon, inflamasyon ve diiz kas proliferasyonu
cevaplarina aracilik etmektedir. *” 18,113

ET reseptorleri G protein reseptorleridir.*® ET-1 tarafindan ET-A
reseptorlerinin uyarilmasi vazokonstriksiyona, ET-B reseptorlerinin uyarilmasi ise NO
aracihigiyla vazodilatasyona neden olmaktadir.'® ET-B reseptorleri ayni zamanda
dolasimdaki ET-1’in klirensine (klirens reseptér) neden olmaktadirlar.*”® ET-A

reseptorleri ET-1 ve ET-2’ye esit ve yiiksek affinite gosterirken, ET-3’¢ zayif affinite

gosterirler. ET-B ise her ii¢ endotelin izoformuna yiiksek affinite gosterir.
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2.6.3. Endotelin-1 Reseptor Antagonistleri

ET-1 reseptor antagonistleri ET-A selektif, ET-B selektif veya non-selektif (ET-
A ve ET-B) olarak ii¢ grupta incelenebilir.*?’

Peptid yapidaki selektif ET-A inhibitorleri siklik pentapeptid BQ123 ve

modifiye lineer peptid FR139317 [(N-[(heksahidro-1-azepinil) carbonil]L-L6 (1-Me) D-
Trp-3(2-piridil)-D-Ala] olup olduk¢a yiiksek potens ile ET-A inhibisyonuna neden
olurlar. %1%
Klinik olarak ihtiyacin daha az olmasi nedeniyle ET-B reseptor antagonistleri
tizerinde daha az calisilmistir. Peptid yapida (BQ788) veya non-peptid yapida
(A192621) cesitli selektif ET-B reseptdr antagonistleri mevcut olup potensleri ve
secicilikleri ET-A reseptdr antagonistleri kadar giiclii degildir.**°.

Bu nedenle yapilan ¢alismalarda non-selektif inhibitorlerin her iki reseptorii esit
diizeyde inhibe etmedigi akilda tutulmalidir. Non-peptid yapidaki bazi non-selektif
inhibitorler; bosentan (RO470203, Tracleer; Actelion, San Francisco, CA), SB209670,
enrasentan (SB217242) ve tezosentan (RO610612) olarak siralanabilir. 3132

2.7. Bosentan

Bosentan; Pulmoner Arterial Hipertansiyon (PAH) tedavisi i¢in FDA tarafindan
onay almus, oral yolla uygulanan nonspesifik bir endotelin tip A ve tip B reseptor

4

antagonistidir.®** Bosentan’in PAH hastalarinda kardiyopulmoner hemodinamik

degiskenleri, egzersiz kapasitesini ve klinik prognozu olumlu yoénde -etkiledigi
gosterilmistir, ' 1%

2.7.1 Bosentanin Farmakokinetigi

Bosentanin tek dozda ve birden fazla kullaniminda farmakokinetik etkileri

tammlanmustir.’*” 13 Oral olarak 600 mg kadar kullamldig1 zaman biyoyararlanim

yaklastk %50 dir*® Yaklasik 7-8 L/s araliginda plazma kleransina sahiptir ve

21



intravendz olarak 250-500 mg doz araliginda kullanildigi zaman dagilim hacmi yaklasik
olarak 0.2 L/kg dir.*® Bosentan albiimine %90 oraninda baglamr.**® insanlarda
yarilanma 6mrii 5 ile 8 saat arasindadir.’® Hayvanlarda (rat ve kdpek) metabolitlerin
atilmi safra yolunu takip ederek hepatik metabolizma ile olmaktadir.* Bosentan
CYP2C9 ve CYP3 A9 enzimleri ile metabolize edilmesi sonucu 3 tane metabolit olusur
ve bunlardan sadece Ro 48-5033 endotelin reseptorlerine baglanabilir (Sekil 2.2.).
Coklu doz kullaniminda sistemik plazma kleransi 2 katina ¢ikmaktadir. Bunun sebebi
bosentan tedavisinde sitokrom P4503A4 (CYP3A4) yolaginin indiiklenmesidir.
Bosentan CYP2C9 ve CYP3A4 enzimlerini indiikler dolayist ile bu enzimler ile
metabolize olan siklosporin, simvastatin ve varfarin gibi ilaglarin plazma

konsantrasyonlarini etkiler.**°

Ro 48-5033 Ro 47-8634

Sekil 2.2. Bosentan ve iki metabolitinin kimyasal yapis1.R048-5033: 4-(2-hidroksi-1,1-
dimetiletil)- N-[6-(2-hidroksi-ethoksi)-5-(2-methoksi-fenoksi)-2-purin-6-yl -pirimidin-6-yl]-
benzenesulfonamid. Ro 47-8634: 4-tertbutil-N-[6-(2-hidroksi-ethoksi)-5-(2-hidroksi-phenoksi)-2,2’-
bipirimidin-4-yl]-benzenesulfonamid™*.

2.7.2. Bosentamin Endikasyonlar: ve Yan Etkileri

Hipertansiyon disinda subaraknoid kanama, konjestif kalp yetmezligi ve akut
siklosporin nefrotoksisitesinde de denenmektedir. Oral yolla, giinde iki kez alinan
Bosentan’in PAH olan hastalarda kardiyopulmoner hemodinamik degiskenleri, egzersiz

kapasitesini ve klinik kdotiilesme siiresini olumlu etkiledigi gosterilmistir. Ancak bazi
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hastalarda  asemptomatik, doza-bagimli  karaciger = aminotransferaz  artiglari
gozlenmistir.’*> * Diger potansiyel yan etkileri ise anemi, 6dem, teratojenite, erkek
infertilitesi ve testikiileratrofidir.'® %3

2.8.Serbest Radikaller

Serbest radikaller paylasilmamis bir ya da daha fazla elektronu bulunan atom
veya molekiillerdir. Bagka bir maddeden elektron alma ihtiyaglari, serbest radikalleri
oldukga reaktif bir hale getirir."* Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli radikal kaynag
oksijendir. Oksijen atomu, eslesmemis elektron ¢iftine sahiptir. Oksijen bu 6zelliginden
dolay1 serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerken, radikal olmayan maddelerle ise
daha yavas reaksiyona girer. Oksijen atomu orbitallerindeki elektronlarin farklh
dizilimiyle sliperoksit, peroksit ve singlet oksijen gibi radikallerin olusumuna neden
olur.

2.8.1. Serbest Radikallerin Etkileri

Membran Lipitlerine Etkileri (Lipit Peroksidasyonu): Biyolojik sistemlerde
doymamis yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri ile oksidasyonu, lipid
peroksidasyonu olarak adlandirilir. Lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir
reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina etkiyerek, hiicre elemanlarina zarar
verir.'*®

Proteinlere Etkileri: Doymamis halde bulunan ve siilfliir igeren triptofan,
tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi amino asit igeren proteinler
serbest radikallerden kolayca etkilenirler. Bu etkilenmenin sonucunda da siilfiir
radikalleri ve karbon merkezli radikaller olusur. Bu istenmeyen reaksiyonlar sonucu
immiinoglobulin G ve alblimin gibi ¢ok sayida disiilfid bagi bulunduran proteinlerin ii¢

boyutlu yapilar1 bozulur ve normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. 448
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Niikleik Asit ve DNA’ya Etkileri: Ozellikle iyonize edici radyasyonla olusan
serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve Oliime yol agarlar.
Sitotoksite biiyliik oranda, niikleik asit baz modifikasyonundan dogan kromozom
degisikliklerine veya DNA’daki diger problemlere baglidir.*" 14

Karbohidratlara Etkileri:  Serbest radikaller, monosakkaritlerin  oto
oksidasyona ugramasina neden olarak hidrojen peroksit, peroksitler ve okzalaldehitlerin
olusumuna yol acarlar. Bunlar 6zellikle diabetin patogenezinde rol alirlar. Goziin vitréz
hiimoriinde bol miktarda bulunan hiyaliironik asitin oksidatif hasar1 sonucu katarakt
olusmasi da radikallerin karbonhidratlar iizerindeki etkisine bir Ornektir.
Okzalaldehitler; DNA, RNA ve proteinlere baglanarak aralarinda capraz baglar
olusturabilme 6zelliklerinden dolay1 antimitotik etkiye sahiptirler. Boylece kanser ve
yaslanma olaylarinda da nemli rol oynarlar.*" 14

2.9. Oksidatif Stress
Canli organizmalarda serbest radikallerin olusumu ile bunlarin ortadan kaldirilmasi
stiirekli bir denge halindedir. Oksidatif denge dedigimiz bu durum siirdiiriilebildigi
stirece 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¢ gbzlenmekte ve bu durum
doku hasart ile sonuglanmaktadir.™

2.10. Antioksidanlar

Serbest radikallerin zararh etkilerine kargin viicutta pek ¢ok savunma sistemi

gelistirilmistir. Gelistirilen bu sistemlere antioksidan savunma sistemleri, bu sistemde

kullanilan molekiullere ise antioksidanlar denilmektedir.
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Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler:

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni
molekiile ¢evirme toplayict etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve
kiiglik molekiiller bu tip etki gosterirler.

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

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

4) Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi onarici etkidir. ™

2.10.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Bu enzim, siiperoksitin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii
katalizleyen enzimdir. SOD aktivitesi yas ilerledik¢e artar. SOD hemen hemen biitiin
canlilarda bulunmaktadir. Memelilerde ii¢ tip SOD bulunmaktadir. Bunlar; 1- sitozolde
bulunan dimerik Cu ve Zn ihtiva eden Cu-Zn SOD, 2- extraseliiler etki gosteren EC
SOD ve 3- mitokondride bulunan tetrametrik Mn ihtiva eden Mn-SOD’dur. SOD’un
demir ihtiva eden izomeri Fe-SOD ise sadece mikroorganizmalarda ve bazi bitkilerde
bulunmaktadir. SOD’un tiim ¢esitleri siiperoksitin dismutasyon reaksiyonunu

katalizleyebilir.*?

Hemen hemen biitlin canlilarda bulunan ve siiperoksit gibi oldukca
saldirgan bir radikalin etkisini ortadan kaldiran SOD’un, canlilarda 6nemli roller
iistlendigi ve yasamsal etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir.>® Serbest radikallerin

olusturdugu yikict etkinin 6nlenmesinde, SOD enziminin katalaz enzimi ile birlikte

incelenmesi gerektigi diisiiniilmektedir. Ciinkii SOD ile katalizlenen tepkime sonunda
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olusan hidrojen peroksit, oksijenin toksik tiirlerinden biridir ve katalaz tarafindan
birikimi 6nlenmektedir."*

2.10.2. Glutatyon(GSH)

Glutatyon (GSH) karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ olmadan glisin, sistein ve
glutamat amino asitlerinden sentezlenebilen bir tripeptitdir. Glutatyon (GSH) ¢ok
onemli bir antioksidandir, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek
hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine
doniistimiiniin engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki stilfhidril (-SH) gruplarini
rediikte halde tutar ve bu gruplart oksidasyona karsi korur, bodylece fonksiyonel
proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller.** Glutatyon (GSH) yabanci
bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan transportunu da saglar.
Glutatyon (GSH) eritrositleri, 10kositleri ve goz lensini oksidatif strese karsi1 korumada
hayati dneme sahiptir.

2.11. Biyokimyasal Parametreler

2.11.1. Aspartat Aminotransferaz (AST, SGOT)

Aspartat aminotransferaz veya serum gliitamik oksalasetik transaminaz (AST)
organa spesifik olmayan bir enzimdir. Hepatositlerde, kalp kasinda, iskelet kaslarinda,
bobrek dokusunda ve plasentada bulunur. Bu dokularda nekroz gelistiginde serum AST
konsantrasyonunda artis  goriiliir.  Hepatositlerin  i¢inde  bulunan  aspartat
aminotransferazin % 60-80’1 mitokondri i¢inde bulunurken diger bolimii ¢oziiniir
formda sitoplazma iginde bulunur. AST’nin mitokondriyel formunun salinimi igin
membran permeabilitesinde degisime neden olan harabiyetten daha siddetli bir
bozuklugun olmasi gereklidir. Bunun sonucu olarak AST aktivitesindeki artis, alanin
aminotransferazin artisindan daha ge¢ gergeklesir. AST’ nin konsantrasyonundaki artis

en yaygmn olarak hepatoseliiler hastaliklarda goriiliir.”®> *°° AST, L-aspartat ve alfa-

26



ketoglutarat’in oksaloasetat ve glutamata transaminasyonunu Kkatalize eder. B6
vitaminin aktif metaboliti olan Piridoksal 5’-fosfat, AST’ye sikica baglanan bir
kofaktordiir ve enzimin aktivitesi i¢in gereklidir. Bu vitaminin alimindaki yetersizlik
enzim aktivitesinde azalmaya sebep olur.™®” AST’nin sitozolik (AST1) ve mitokondrial
(AST2) iki izoenziminin ¢ok sayida formlar1 vardir.® AST pek ¢ok yumusak dokuda
bulundugundan (iskelet kaslari, kalp kasi ve karacigerde yiiksek konsantrasyonda;
eritrositler ve bobreklerde daha az) serum aktivitesinde yiikselme yumusak doku
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hasarinin  bir gostergesidir.’®> Ancak organa spesifik bir enzim degildir.**® Tim

hayvanlarda yumusak doku nekrozunun spesifik olmayan indikatoriidiir.

2.11.2. Alanin Aminotransferaz ( ALT, SGPT)

Alanin aminotransferaz veya serum gliitamik piriivik asit transaminaz (ALT)
sitoplazmik bir enzimdir. Hepatoseliiler membran permeabilitesinin artiginda hiicre
digina salimmmu artar. Yiiksek serum alanin aminotransferaz seviyesi hepatoseliiler
hasarin siddetli oldugunu gosterir. ALT transferazlar grubunda yer alir ve albumin
metabolizmasinda aspartat aminotransferaz ile birlikte gorev alir. Alanin
aminotransferaz, hiicre sitoplazmasinda L-alanin ve _-ketoglutarat’in piruvat ve
glutamata geri doniisiimlii transaminasyonunu katalize eder. Piridoksal 5°-fosfat, ALT
ve pek ¢ok aminotransferazlara siki sekilde baglanan bir kofaktordiir ve ASTde oldugu
gibi B6 vitamininin alimimindaki yetersizlik enzim aktivitesinde azalmaya sebep olur.
Serum ve spinal sivida ALT aktivitesi olmasina ragmen, ¢ok diisiik renal spesifik
aktivitesi nedeniyle idrarda ALT aktivitesi yoktur. AST ve ALT’nin serumdaki
yiikkselmis aktiviteleri genellikle klinik pratikte ve saglik taramalarinda karaciger
hastaliklarinin belirteci olarak kullanilir. Bu bozukluklar yiiksek alkol alimi ve hepatitis
viriisii  enfeksiyonu olmadan rastlanan alkolik olmayan karaciger yaglanmasinin

taniminda Onemlidir. Diyabetli hastalarda serum aminotransferazlarmin yiikselmesi
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siklikla gozlenmekte ve bu c¢ogunlukla Kkaracigere yag infiltrasyonundan
kaynaklanmaktadir. Sismanlikta da serum aminotransferazlarinin 6zellikle de ALT

19 Diyabette serum glikoz konsantrasyonu;

aktivitesinin yiikseldigi bilinmektedir
aspartat aminotransferaz aktivitesi ile birlikte serum alanin aminotransferaz

diizeylerinde de 6nemli oranda yiikselmektedir.*®
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali
Molekiiler Farmakoloji Arastirma Laboratuvari, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Histoloji Laboratuvari, Patoloji Anabilim Dali, Immiinohistokimya Laboratuvarinda
gergeklestirildi.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu calismanuzda Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi (ATADEM) biinyesindeki deneysel hayvan laboratuvarindan temin edilen
toplam 49 adet ve agirliklar1 200-215 gram arasinda degisen Sprague Dawley cinsi disi
sican kullanildi. Deney siiresince, siganlara yeteri kadar (ad libitum) su ve yem
(Standart Sigcan Yemi) verildi. Hayvanlar deney oncesi gruplar halinde laboratuvarda
normal oda sicakliginda (22 C° barmndirildi ve beslendi. Calismalarimizin tim
asamalarinin Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunu tarafindan
26.10.2011 tarih ve 10 sayil1 yazis1 ve Atatiirk Universitesi Saglik Bilimleri Etik Kurulu
tarafindan 08.05.2012 tarih ve 2012.2.18 numarali karari ile etik kurallara uygun oldugu
onaylanmustir.

3.1.2. Kullanilan flaclar

Parasetamol: Calismada, 2 ml 1X’lik PBS (phosphate buffer saline) i¢inde %
I’lik CMC (Karboksi Metil Seliiloz) ile 2 g parasetamol c¢o6ziilerek, hafif sicaklikta
karstirilarak hazirlandi. (Parasetamol, Doga Ilagc Hammadde Ltd. sirketi, Istanbul)
Gavaj yardimiyla oral yoldan verildi.

Bosentan: Calismada, 2 ml % 0.9’luk NaCl ¢o6zeltisinde hazirlanan, 125 mg X3

tablet bosentan (Tracleer, 125 mg tablet) gavaj yardimiyla oral yoldan kullanildi.
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N-Asetil Sistein (NAC): Calismada, 2 ml % 0.9 luk NaCl ¢o6zeltisinde

hazirlanan, 600 mg tek tablet NAC (Mentopin, Hermesarzneimittel Gmbh, Miinih-

Almanya) gavaj yardimiyla oral yoldan kullanildi.

Tiyopental Sodyum:(IE ULAGAY) Calismada i.p. olarak 6tenazi icin 50 mg/kg

olarak verildi.

3.1.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cihazlar

Eliza Okuyucu
Mikroplate Yikayici
Santrifiij (Sogutmali)
pH Metre

Manyetik Karistirici
Doku Homojenizatori
Hassas Terazi

Etiv

Karistirict

Buzdolabi (-86 °C)

Derin Dondurucu

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
Tissue Lyser 1l Qiagen, Germany
Shimadzu ATX224, USA

Memmert WNB 7-45, Germany

IKA- MS 3 basic, USA

Nuaire NU-9483E, USA

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

Eppendorf Research Plus
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3.2. Metot

3.2.1. Deney Plani

Calismada, 6 deney grubu ve bir kontrol grubu olusturuldu. Her bir grupta 7 adet
olmak iizere toplam 49 adet sigcan kullanildi. Deney plani, Tablo 3.1.'de verilmistir.
Deney 6ncesi tiim gruplar 24 saat a¢ birakildi.
Ag kalan hayvanlar asagidaki gruplarda belirtilen deney protokollerine alindi:
Grup I: Kontrol grubu. 2 ml 1X PBS (% 1’lik CMC igeren), oral gavaj ile oral yoldan
verildi.
Grup II: 2 g/kg dozunda 2 ml 1X PBS (% 1’lik CMC igeren)’de hazirlanan
parasetamol ¢ozeltisi, gavaj yardimiyla oral yoldan verildi.
Grup 111: 140 mg/kg N-Asetil Sistein (% 0.9 luk NaCl ¢ozeltisinde hazirlanan.) oral
yoldan verildikten 1 saat sonra 2 g/ kg dozunda 2 ml parasetamol ¢ozeltisi, oral gavaj
ile oral yoldan verildi. Parasetamol verildikten 12 saat sonra tekrar NAC ayni dozda
uygulandi.
Grup 1V: 45 mg/kg Bosentan (% 0.9 luk NaCl ¢ozeltisinde hazirlanan.) oral yoldan
verildikten 1 saat sonrasi 29/ kg dozunda 2ml parasetamol ¢ozeltisi, gavaj yardimiyla
oral yoldan verildi.
Grup V: 90 mg/kg Bosentan oral yoldan verildikten 1 saat sonrasi1 2¢g/ kg dozunda 2 ml
parasetamol ¢ozeltisi, gavaj yardimiyla oral yoldan verildi.
Grup VI: 90 mg/kg Bosentan oral yoldan verildi.
Grup VII: 140 mg/kg N-AsetilSistein oral yoldan verildi. 12 saat sonra tekrar NAC
ayn1 dozda uygulandi.

Calismada uygulanan biitiin parasetamol dozlari, ilgili literatiire gore
belirlenmistir.'®"" **2 Parasetamol uygulamasindan 4 saat sonra tim gruptaki ratlara

deney sonuna kadar, yeteri kadar (ad libitum) su ve yem verildi. 2 g/kg dozunda oral
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gavaj ile 2 ml uygulanan parasetamol 24 saat bekledikten sonra karaciger toksisitesi

olusturuldu.

Tablo 3.1. Deney Plam

Gruplar Hayvan Tedavi
Sayis1

I 7 Saglikli (2 ml PBS)

1 7 Parasetamol (2g/kg)

i 7 NAC (140 mg/kg (X2 doz))+Parasetamol (2 g/kg)
v 7 Bosentan (45 mg/kg)+Parasetamol (2 g/kg)

\% 7 Bosentan (90 mg/kg)+Parasetamol (2 g/kg)

VI 7 Bosentan (90 mg/kg)
VII 7 NAC (140 mg/kg( X2 doz))

Tiim gruplara parasetamol uygulamasindan 24 saat sonra yiiksek doz tiopental

(50 mg/kg) ile otanazi uygulanarak deney sonlandirildi. Tiim gruplardaki hayvanlarin

karacigerleri ve kan ornekleri alindi. Alinan karacigerin bir kismi biyokimyasal analiz

icin ayrildi ve fosfat tamponuna konuldu. Karacigerin geri kalan kismi ise, histolojik

calisma i¢in %4'luk notral formaldehit ¢ozeltisine konularak tespit edildi. Toplanan

kanlar santrifiij edilerek serumlari elde edildi ve serumlar -80°C dondurucuda muhafaza

edildi.

3.2.2. Histolojik Calismalar

Bu calisma, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dali Histoloji Laboratuvari, Patoloji Anabilim Dali, Immiinohistokimya

Laboratuvarinda gergeklestirildi.

32



3.2.2.1. Parafin Kesitlerde Konvansiyonel Isik Mikroskop

Tim gruplardaki sicanlardan alinan karaciger dokularina kod numaralari
verilerek iginde %4’liik formaldehit igceren siselere birakildi. Ardindan asagida belirtilen
sirasi ile doku takip islemlerine gegildi.

1.Akarsuda yikama (giin boyu)

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

3. %80’lik Alkolde 1 saat bekletme

4.9%96’lik Alkolde 1 saat bekletme

5. %96’lik Alkolde 1 saat bekletme

6. %100°lik Alkolde 1 saat bekletme

7.%100’lik Alkolde 1 saat bekletme

8. Ksilende (Merck)®10 dakika bekletme

9.Ksilende 10 dakika bekletme
10. Ksilende 10 dakika bekletme
11. Ksilen + boncuk parafin (Merck) ® 60°C lik etiivde 1 saat bekletme
12. Boncuk parafinde 60°C¢lik etiivde 1 saat bekletme
13. Boncuk parafinde 60 C‘lik etiivde 2 saat bekletme.

Dokular parafin bloklara gomiilerek kesit alinmasi islemlerine hazir hale
getirildi.Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT) ile 5 um’lik kesitler cam
lamlar {izerine alindiktan sonra asagida siralanan islemlere tabi tutularak boyama islemi
gergeklestirildi.

1. Ksilolde (20 dak.) bekletme
2. Ksilolde (10 dak.) bekletme
3. iki ayr1 % 96°Iik Alkol serisinde (5 dak.) bekletme

4. %80’lik Alkol (10 dak.) bekletme
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(62}

. Cesme suyunda yikama
6. Hemotoksilen boyasinda (1 dak.) bekletme
7. Asit-Alkol karisimina batirilip ¢ikarma
8. Eozin soliisyonunda (1 dak.) bekletme
9. Suda (1 dak.) yikama
10. %80’lik Alkolde (10 dak.) bekletme
11. iki ayr1 % 96°lik Alkol serisinde (10 dak.) bekletme
12. Ksilol serilerinde (20 dak.) bekletme
13. Entellan ile kapatma islemi ger¢eklestirildi.
Incelemeye hazir hale gelen kesitler, Olympus BH 40 marka kamera atagmanli
151k mikroskobu altinda incelenerek ilgili tiim gruplara ait fotograflar ¢ekildi.
3.2.3. immiinohistokimyasal Calismalar
3.2.3.1. Parafin Kesitlerde immiinohistokimyasal Isik Mikroskop
Konvansiyonel 151tk mikroskobik inceleme ic¢in parafine gomiilen dokulardan
yine mikrotom (Leica RM2125RT) ile 5 um’lik kesitler poli-lizinli cam lamlar iizerine
alindiktan sonra asagida siralanan islemlere tabi tutularak endotelin-1 boyama islemi
gerceklestirildi.
1. 48°C’lik etitvde 1 gece bekletildi.
2. 3 degisik ksilolde 5 er dakika bekletldi.
3. Sirasiyla, absolute, % 96 ve % 80’lik alkolde 5 er dakika bekletildi.
4. Distile suda 5 dakika yikandi.
5. pH=6 sitrat buffer soliisyonu ile mikro dalga firinda 5*3 (15 dakika) antijen
retrieval islemi yapilda.
6. 20 dakika oda 1sisinda bekletildi.

7. 5 dakika PBS de yikandi.
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8. 15 dakika %3 liik hidrojen peroksidazda bekletildi.
9. 5 dakika PBS de yikandu.

10. ET-1 soliisyonunda 60 dakika bekletildi.

11. 5 dakika PBS de yikandi.

12. Converter-POD soliisyonunda 30 dakika yikandi.

13. 5 dakika PBS de yikandi.

14. DAB-Kromojen de 7 dakika bekletildi.

15. Distile suda iyice yikandi.

16. Mayer's hematoksilende 10 saniye zit boyama yapildi.

17. Su bazli kapatma soliisyonu ile kapatildi.

Incelemeye hazir hale gelen kesitler Olympus BH 40 marka kamera atagmanl
151k mikroskobu altinda incelenerek ilgili tim gruplara ait fotograflar ¢ekildi.

3.2.4. Biyokimyasal Calismalar

3.2.4.1. Karaciger Dokusunda Yapilan Analizler

Rat dokular1 -80°C’de saklandi. Her ratin 100 mg dokusu spesifik homojenat
tamponunda (uygun bufferda) buz tizerinde ultra-turrax ile homojenize edildi. Daha
sonra kitteki direktiflere gore santrifiij edildi. Biyokimyasal calismalar icin her
slipernatanttan siiperoksit dismutaz aktivitesi (SOD), malondialdehit (MDA) seviyeleri
ve glutatyon (GSH) seviyeleri sirasiyla rat’a spesifik dizayn edilmis yiiksek
hassasiyetteki Cayman Chemical Superoxide Dismutase Assay Kit Item Number
706002, Cell Biolabs OxiSelect™ TBARS Assay Kit (MDA Quantitation) STA-330 ve
Cell Biolabs OxiSelect™ Total Glutathione (GSH) Assay Kit STA-312 ELISA
Kitleriyle herbir rat karacigeri ikiser tekrarlamali olarak Ol¢iildii. Ayrica uygun tampon
ile homojenize edilmis tiim karaciger siipernatantlarinda biitiin datalar her mg protein

icin ort+standart sapma olarak gosterildi.

35



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
diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA)), Sample Buffer (50 mM Tris-HCI,
pH:0.8), Radical Detector (Tetrazolium tuzu), Sod Standart (Bovine eritrosit SOD
(Cu/Zzn)), Xanthine Oxidase.

Deneyin yapilisi:

Doku homojenizasyonu;

1. Dokular kirmiz1 kan hiicresi ve kan pihtilarim1 uzaklastirmak i¢in PBS ile

yikanip,

2. Sivi azot altinda dokularimiz homejenize edildi.

3. 70 mM siikroz, 210 mM mannitol ve 1mM etilen glikol-bis tetraasetik asit
(EGTA) igeren pH’1 7.2 olan doku basina 1 ml soguk HEPES buffer ile ultra
turrax homojenizatorde buz istiinde 1 dakika boyunca homojenize edildi.

4. Tiim numuneler islem bitene kadar + 4 °C muhafaza edildi.

5. +4 °C 1,500x g’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.

Siipernatant kisminda 6l¢iim yapildi

Calisma 96 kuyucuklu platelerde gergeklestirildi.

1. Ornek Kuyularina 20 pl 6rnek ve Standart’lardan eklendi.

2. 200 pl seyreltilmis radikal detektér tiim kuyulara eklendi ve 10 dk.
calkalayiciya (karistiriciya) konuldu.

3. Reaksiyonu baslatmak i¢in 20pul seyreltilmis xantin oksidaz eklendi.

4. Birkag saniye plate’in iistii kapali sekilde galkalayicida bekletildi.
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Oda sicakliginda 20 dk boyunca inkiibe edildikten sonra 460 nm’de ELISA
reader da okutuldu. Standart ve numunelerin konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Total Glutatyon (GSSG/GSH) tayini

Kullamlan reaktifler: Glutatione reductase, Chromogen, Assay buffer,
Metaphosphoric asid, Glutathione disulfide, NADPH.
Doku homojenizasyonu;
1. Dokular kirmizi kan hiicresi ve kan pihtilarin1 uzaklastirmak i¢in PBS ile yikanip,
2. Sivi azot altinda dokular homejenize edildi.
3. Sonra 1 ml MPA ¢ozeltisi (5g MPA Kkristalleri 100 ml deiyonize suda ¢oziiliir)
eklenerek ve Ultra Turrax homojenzatorde 1 dakika buzda homojenize edildi.
Deneyin yapilisi;
1. Homojenize numuneler 15 dakika + 4 derece 12000 Rpm de santrifiijlenip
slipernatantlar1 6l¢tim igin toplandi.
2. 96 kuyuluk plate’e 25 pl 1X glutatyon rediiktaz herbir kuyuya eklendi.
3. IXNADPH soliisyonundan 25 pl her kuyuya eklendi.
4. Hazirlanan GSH standartlarindan veya orneklerden 190 ul her kuyuya eklendi. Plate
okuyucu kinetik Ol¢lim igin ayarlandir ve 405 nm de okumaya ayarlandi. 1X
kromojenden 50 pl eklenip ve karistirildi. Hizli bir sekilde 10 dk boyunca 1 dk
araliklarla 405 nm de absorbans okundu. Standart ve numunelerin konsantrasyonlari
hesaplandi.

Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS) miktarinin tayini

Kullanmilan reaktifler: MDA standart (malon dialdehid bis), Thiobarbituric acid
(TBA), SDS lysis solution, TBA acid diluent, Sodium hidroxide solution, BHT solution

(Igerisinde % 5 lik butylated hydroxytoluene)

Deneyin Yapihs::
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Doku homojenizasyonu;

1. Dokular kirmizi kan hiicresi ve kan pihtilarin1 uzaklagtirmak igin PBS ile

yikanip,

2. Siviazot altinda dokularimizi homejenize edildi.

3. Homojenize dokulardan 100’er mg tartilarak tliplere konuldu. Her tiipe

hazirlanan 1X BHT in PBS soliisyonundan 1 ml eklendi.

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

5. Homojenize dokular 10.000 g de 5 dk boyunca santrifiij edildi ve siipernatantlari

toplandi.

Calisma 96 kuyucuklu platelerde yapildi.

1. Santrifiij sonrasinda elde edilen siipernatantlar1 yeniden numaralandirilan bagka
tiiplere 100 ul hacminde eklendi. Bunun yaninda standartlarimiz da ayr tiiplere
100 er pl olacak sekilde koyuldu.

2. Kristalize durumdaki SDS lysis solusyonunu ¢o6zdiirdiikten sonra her bir

numunemize (standartlar da dahil) 100 er pl eklendi.

3. Oda sicakhginda 5 dk. Inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra olgiim

yapilacak her tiipe 250 ul TBA reagent eklendi.

4. Tiiplerin agz1 kapatilip 95 OC de 45 ila 60 dk inkiibasyona birakildi.

5. Inkiibasyon sonrasinda tiipler 5 dk buz iizerinde bekletildi.

6. Daha sonra tiim tiipler 3000 rpm de 15 dk santrifiij edildi. Stipernatant1 alind.

7. 96 well plate’e numuneler yiiklendi (her kuyuya 200 pl) ve 532 nm Abs de

okutuldu. Standart ve numunelerin konsantrasyonlart hesaplandi.
3.2.4.2. Serumda Yapilan Analizler
TNF-alfa 6l¢iimii icin serumun elde edilmesi: EDTA’ll biyokimya tiipiine

konulan kanlar 4000 rpm de 10 dk +4 °C ‘de santifiij edildi. Analiz yapilana kadar -80
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°C’de saklandi. Her ornegin TNF-alfa seviyeleri ikiser kere yiiksek hassasiyetteki
ELISA kitiyle (Invitrogen-KRC3011-USA) &lgiildii.

AST, ALT olciimii icin serumun elde edilmesi: EDTA’l1 biyokimya tiipiine
konulan kanlar 4000 rpm de 10 dk +4 °C ‘de santifiij edildi. Analiz yapilana kadar -80
°C’de saklandi. Her 6rnegin AST ve ALT seviyeleri ikiser kere yiiksek hassasiyetteki
ELISA kitiyle (USCN life science-E90207Ra, E91214Ra (China) 6l¢iildi.

TNF-alfa Miktar

Kullanmlan reaktifler: Rt TNF-alfa Standart (% 0.1 sodyum asid igerir), Standart
diluent buffer (% 0.1 sodyum asid icerir), incubation buffer, Rt TNF-a High ve low
control, Rt TNF-alfa Biotin conjugate (Biotinlemis anti- TNF-alfa), Streptavidin-HRP
(3.3 mM Tymol), Streptavidin-HRP Diluent, Wash buffer, Stabilize chromogen,
Tetrametil benzidin (TMB), Stop solution.

Deneyin yapilisi:

1. Kor kuyusuna 100 pl Standart Diluent buffer eklendi.

2. Standartlar, numuneler ve kontrollerden kuyulara 100 pl eklendi. Plate’in {izeri
kapatildiktan sonra 2 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

3. Tim sivilar aspire edildi ve yikama islemi uyguland.

4. Kor kuyusu hari¢ diger kuyulara 100 ul biotinlenmis Rt TNF-a biotin conjugat
eklendi.

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

6. Tiim sivilar aspire edildi ve yikama islemi uygulandi.

7. Kor kuyusu hari¢ diger kuyulara 100 ul Streptavidin HRP solution eklendi.

8. Plate’in lzeri kapatildiktan sonra yarim saat oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi.

9. Tiim sivilar aspire edildi ve yikama islemi uyguland.
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10. Her kuyuya 100 pl Stabilize Chromogen eklendi ve sivilarda ki renklenme mavi
olmaya bagladi.

11.Plate’in {izeri kapatildiktan sonra yarim saat oda sicakliginda karanlikta
inkiibasyona birakildu.

12. Her kuyuya stop solusynu eklendi. Sivilardaki renklenme sar1 renge doniistii.

13.450 nm 6l¢iim yapildi. Standart ve numunelerin konsantrasyonlar1 hesaplandi.
AST Olgiimii
Kullamlan reaktifler: Standart, Detection reagent A, Detection reagent B,

TMB substrate, Wash buffer, Standart diluent, Assay Diluent A, Assay diluent B, Stop
solution.

Deneyin yapilisi:

1. Kuyulara standart, koér ve numunelerden 100 pl eklendi. Plate’in {istii
kapatildiktan sonra 2 saat 37 °C de inkiibasyona birakildu.

2. Kuyulardan tiim sivilar alindi, yikama islemi uygulanmadi.

3. Her kuyuya 100 pl Detection Reagent A soliisyonu eklendi. 1 saat 37 °C de
inkiibasyona birakildu.

4. Solusyonlar kuyulardan alind1 ve yikama islemi uygulandi.

5. Her kuyuya 100 pul Detection Reagent B soliisyonu eklendi. 30 dk. 37 °C de
inkiibasyona birakildu.

6. Solusyonlar kuyulardan alind1 ve yikama islemi uygulandi.

7. Her kuyuya 90 ul Substrat soliisyonu eklendi. 15-20 dk. 37 °C de inkiibasyona
(karanlikta) birakildi.

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

9. 450 nm 6l¢iim alindi. Standart ve numunelerin konsantrasyonlar: hesaplandi.
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ALT Ol¢iimii
Kullamilan reaktifler: Standart, Detection reagent A, Detection reagent B,
TMB substrate, Wash buffer, Standart diluent, Assay Diluent A, Assay diluent B, Stop
solution.
Deneyin yapilisi:
1. Standart, kor ve numunelerimizden her kuyuya 100 ul eklendi. 2 saat 37 °C de
inkiibasyona birakildu.
2. Tiim stvilar alindi, yikama islemi uygulanmadi.
3. Her kuyuya 100 ul Detection Reagent A soliisyonu eklendi. 1saat 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 ul Substrat soliisyonu eklendi. 15-20 dk. 37 °C de inkiibasyona
(karanlikta) birakildi.
8. Her kuyuya 50 ul stop soliisyonu eklendi ve sivilarda sar1 renk gézlenmeye
baslandi.

9. 450 nm 6l¢iim alindi. Standart ve numunelerin konsantrasyonlari hesaplandi.

3.2.5. Istatistiksel Analiz
Deneylerden elde edilen sonuglar ortalama(ort)+standart sapma(ss) olarak verildi

ve 0.05'in altindaki P degerleri, istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi. Gruplar
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arasi farkin 6nemlilik derecesi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testinde post-hoc

testlerinden “Duncan” teknigi kullanilarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

Calismanin bu agamasinda, deney gruplarinda meydana gelen 151k mikroskobik
degisiklikler degerlendirildi.

Karaciger lobiilerini olusturan parankimadaki hepatositlere bakildiginda yapinin
saglikli grupta normal oldugu degerlendirildi (Sekil 4.1.A,B). Benzer sekilde vena
sentralisten lobulusun periferine dogru radier dizilmis olan bu hiicre kordonlar1 (Remark
plaklar1) yapinin normal oldugunu isaret eden bir veri olarak kaydedildi. Remark
plaklar1 arasinda yerlesik bulunan sinuzoidlere (lobul i¢i kan kapillerleri) sozii edilen bu
yapilarin duvarlarinda yerlesik bulunan endotel hiicrelerine yakindan bakildiginda her
hangi bir yapisal bozukluga rastlanmadigi belirlendi (Sekil 4.1.B).

Parasetamol grubuna baktigimizda ise siddetli olarak nekrotik odaklar gozlendi
(Sekil 4.1.C). Parankimada ¢ok sayida hepatositin sitoplazmasinda yogun eozinofili
artist ¢ekirdeginde yogun hiperkromazi, hiicre membraninda diizensizlik oldugu
belirlendi. Ayrica siniizoidlerdeki diizensizlikte kaydedilen degisiklikler arasindaydi
(Sekil 4.1.C).

Diger deney gruplarina baktigimizda oOzellikle bosentanin karacigerde
parasetamol toksisitesini 6nemli 6l¢iide Onledigi gozlemlendi yani; parankimada vena
sentralisten uzanan hepatosit kordonlarinin dizilimi parasetamol grubuna gore oldukga
diizenli ve neredeyse kontrole yakindi (Sekil 4.1.E,F,G). Ayrica hepatositlere daha
yakindan bakildiginda parasetamol grubundaki gibi herhangi bir nekrotik hiicre
varligina rastlanmadi, hepatositler son derece diizglin bir goriinlime sahipti (Sekil
4.1.E,F,G). Bosentan gruplarindaki bu diizgiinliigiin en dikkat ¢ekici yani ise gerek 45
mg’lik dozda gerekse 90 mg’lik dozda neredeyse paralel seyretmesiydi. Bu veriler

saglikli bosentan grubumuzla da paralel seyretmekteydi.
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N-Asetil Sistein (NAC)’in  uygulamasi yaptigimiz deney gruplarimiz
parasetamol toksisitesini histopatolojik olarak onledigi karaciger yapilarin1 kontrole

yakin bir sekilde korudugu da belirlenen verilerimiz arasindaydi (Sekil 4.1.D,H).
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Sekil 4.1. Karaciger Orneklerinden elde edilen 151k mikroskobik kesitler (Boya:
Hematoksilen & Eosin ) A: Saglikli kontrol grubu, B: Saglikli kontrol grubu, C: Parasetamol grubu, D:
NAC+parasetamol, E: Bosentan 45 mg/kg+Parasetamol, F: Bosentan 90 mg/kg+Parasetamol, G:
Saglikli+ Bosentan 90 mg/kg, H: Saglikli NAC.
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4.2. immiinohistokimyasal Bulgular

Calismanin immiinohistokimyasal degerlendirilmesinde endotelin-1
pozitivitesine baktigimizda kontrol grubunda gerek sintizoidlerde gerekse hepatositlerde
pozitiflige rastlanmadi (Sekil 4.2.A). Parasetamol uygulamasi yapilan deney grubu
karaciger kesitlerinde kontrole kiyasla siddetli endotelin-1 pozitifligi kaydedilirken
(Sekil 4.2.B) gerek bosentan uygulanmis gruplarimizda (Sekil 4.2.D-G) gerekse NAC
uygulanan deney gruplarinda (Sekil 4.2.C,H) siddetli endotelin-1 pozitivitesine
rastlanmadi.  Mevcut siirll sayidaki endotelin pozitiflikleri fizyolojik Olgiiler

dahilindeydi.
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Sekil 4.2. Karaciger oérneklerinden elde edilen immunohistokimyasal 151k mikroskobik

kesitler (Boya: Endotelin-1 ) A: Saglikl1 kontrol grubu, B: Parasetamol grubu, C: NAC+parasetamol, D:
Bosentan 45 mg/kg+Parasetamol, E: Bosentan 90 mg/kg+parasetamol, F: Bosentan 90 mg/kg+
Parasetamol, G: Saglikli+ Bosentan 90 mg/kg, H: Saglikli NAC, s: siniizoid, *: Endotelin-1 pozitif

47



4.3.1. Biyokimyasal Bulgular

43.1.1. ALT, AST ve TNF-alfa Analizleri

Tablo 4.1.de goriildiigi gibi Saglikli, Saglikli-90 mg/kg BOS, Saglikli-NAC,
Parasetamol 2 g/kg, NAC+Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg, 90
mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg deney gruplarindaki ALT miktarlart sirasi ile ; 40.60
U/L protein, 41.33 U/L protein, 41.88 U/L protein, 196.00 U/L protein, 94.50 U/L
protein, 51.88 U/L protein, 46.88 U/L protein olarak 6l¢iildii. Parasetamol 2 g/kg verilen
grupta ALT miktar1 6onemli miktarda artarken, koruyucu etki olusturulan gruplar
arasinda 90 mg/kg BOS +Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg ve
NAC+Parasetamol 2 g/kg gruplarinda parasetamol grubuna gore onemli miktarda
diizelme goriilmistir. En iyi diizelmenin ise 90 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg
grubunda oldugu acik bir sekilde goriilmektedir.

Tablo 4.1.°de gorildiigii gibi Saglikli, Saglikli-90 mg/kg BOS, Saglikli-NAC,
Parasetamol 2 g/kg, NAC+Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg, 90
mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg deney gruplarindaki AST miktarlart sirasi ile ; 81.88
U/L protein, 84.38 U/L protein, 89.33 U/L protein, 241.25 U/L protein, 134.50 U/L
protein, 117.38 U/L protein, 119.50 U/L protein olarak 6l¢iildii. Parasetamol 2 g/kg
verilen grupta AST miktar1 6nemli miktarda artarken, koruyucu etki olusturulan gruplar
arasinda 90 mg/kg BOS +Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg ve
NAC+Parasetamol 2 g/kg gruplarinda parasetamol grubuna goére onemli miktarda
diizelme goriilmiistir. En iyi diizelmenin ise 90 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg
grubunda oldugu agik bir sekilde goriilmektedir.

Tablo 4.1.’de goriildiigii gibi Saglikli, Saglikli-90 mg/kg BOS, Saglikli-NAC,
Parasetamol 2 g/kg, NAC+Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg, 90

mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg deney gruplarindaki TNF-alfa miktarlar: sirasi ile ;
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42.13 pg/ml protein, 38.13 pg/ml protein, 41.79 pg/ml protein, 174.63 pg/ml protein,

76.13 pg/ml protein, 56.75 pg/ml protein, 50.71 pg/ml protein olarak olgiildi.

Parasetamol 2 g/kg verilen grupta TNF-alfa miktar1 6nemli miktarda artarken, koruyucu

etki olusturulan gruplar arasinda 90 mg/kg BOS +Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg

BOS+Parasetamol 2 g/kg ve NAC+Parasetamol 2 g/kg gruplarinda parasetamol

grubuna goére onemli miktarda diizelme goriilmiistiir. En iyi diizelmenin ise 90 mg/kg

BOS+Parasetamol 2 g/kg grubunda oldugu agik bir sekilde goriilmektedir.

Tablo 4.1. Rat Serumunda Olgiilen ALT, AST ve TNF-alfa Miktarlari.

GRUPLAR ALT (U/L) AST(U/L) TNF-alfa (pg/ml)
SAG 40.60+11.65%  81.88+12.01%  42.13+7.24®
SAG-90 mg/kg BOS 41.33+9.76° 84.38422.60%°  38.13+9.03
SAG-NAC 41.88+12.08°  89.33+£23.51%  41.7948.74%
PARA 196.00+38.05°  241.25436.23°  174.63+28.26°
NAC+PARA 94.50+43.26°  134.504+29.09°  76.13+16.03°

45 mg/kg BOS+PARA  51.88+15.39°  117.38+21.78"
90 mg/kg BOS+PARA  46.88+13.45%  119.50+23.71°

56.75+8.07°
50.71+10.81%

***SAG: Saglikli, BOS: Bosentan, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Sonuglar One-Way ANOVA testinde
Post Hoc Duncan teknigi kullanilarak yapildi. P< 0.05 anlaml olarak kabul edildi. (Degerler: ORT +SD)
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ALT (u/l)

Sekil 4.3. Rat serumunda 6l¢iilen ALT miktarinin grafikle gosterilmesi

*+*SAG: Saglikli, BOS: Bosentan, PARA: Parasetamol 2g/kg. Ayni siitunda aymi harf veya harflerle
gosterilen degerler arasinda Duncan c¢oklu karsilagtirma testine gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark
yoktur .(p<0.05)
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Sekil 4.4. Rat serumunda Olglilen AST miktarinin grafikle gosterilmesi

*#*SAG: Saglikli, BOS: Bosentan, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Aym siitunda aym harf veya harflerle
gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak énemli bir fark

yoktur .(p<0.05)
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Sekil 4.5. Rat serumunda 6l¢iilen TNF-alfa miktarinin grafikle gosterilmesi

*#*SAG: Saglikli, BOS: Bosentan, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Aym siitunda ayn1 harf veya harflerle
gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak énemli bir fark

yoktur .(p<0.05)
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4.3.1.2. SOD aktivitesi, GSH, MDA Analizleri

Tablo 4.2.’de goriildiigi gibi Saglikli, Saglikli-90 mg/kg BOS, Saglikli-NAC,
Parasetamol 2 g/kg, NAC+Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg, 90
mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg deney gruplarindaki SOD seviyeleri sirast ile ; 21.81
U/mg protein, 25.01 U/mg protein, 24.74 U/mg protein, 12.69 U/mg protein, 19.53
U/mg protein, 21.16 U/mg protein, 21.40 U/mg protein olarak gozlendi. Gruplar
arasinda antioksidan aktivite olarak SOD seviyesindeki en ciddi azalma Parasetamol
2g/kg grubunda gozlenirken, 90 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg
BOS+Parasetamol 2 g/kg ve NAC+Parasetamol 2 g/kg gruplarinda parasetamol 2 gr/kg
grubuna gore SOD miktar1 anlamli bir sekilde yiikselmis olup; koruyucu etki
olusturulan gruplar arasindaki en iyi diizelme 90 mg/kg BOS +Parasetamol 2 g/kg

grubunda gozlendi.

Tablo 4.2.°de gorildiigii gibi Saglikli, Saglikli-90 mg/kg BOS, Saglikli-NAC,
Parasetamol 2 g/kg, NAC+Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg, 90
mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg deney gruplarindaki GSH seviyeleri sirasi ile ; 4.59
nmol/mg protein, 4.43 nmol/mg protein, 4.84 nmol/mg protein, 1.44 nmol/mg protein,
4.28 nmol/mg protein, 3.93 nmol/mg protein, 3.86 nmol/mg protein olarak goézlendi.
Gruplar arasinda antioksidan aktivite olarak GSH seviyesi agisindan en ciddi azalma
Parasetamol 2 g/kg grubunda go6zlenirken, koruyucu etki olusturulan gruplar arasindaki
en iyi diizelme 90 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg
ve NAC + Parasetamol 2 g/kg grubunda gozlendi.

Tablo 4.2.’de gorildigi gibi Saglikli, Saglikli-90 mg/kg BOS, Saglikli-NAC,
Parasetamol 2 g/kg, NAC+Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg, 90
mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg deney gruplarindaki MDA seviyeleri sirasi ile; 1.58

nmol/mg protein, 2.16 nmol/mg protein, 1.78 nmol/mg protein, 4.85 nmol/mg protein,
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2.02 nmol/mg protein, 2.24 nmol/mg protein, 2.27 nmol/mg protein olarak gozlendi.

Parasetamol 2 g/kg verilen grupda MDA seviyesinin Onemli derecede arttigi

gozlenirken, koruyucu etki olusturulan gruplar arasindaki en iyi diizelme 90 mg/kg

BOS+Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg ve NAC+Parasetamol 2

g/kg gruplarinda gozlendi.

Tablo 4.2. Rat Karaciger Dokusunda Olgiilen SOD aktivitesi, GSH ve MDA Seviyeleri.

SOD(U/mg GSH (nmol/mg MDA (nmol /mg
GRUPLAR protein) protein) protein)
SAG 23.81+1.99° 4.59:1.64 1.58+0.45
SAG-90 mg/kg BOS 25.01:3.72° 4.43:1.13" 2.16+0.65°
SAG-NAC 24.74+:4.48° 4.84:1.86" 1.78+0.31°
PARA 12.69+3.12%  1.44:0.45 4.85:1.04°
NAC+PARA 19.53+3.85° 4.28+1.15 2.02+0.53
45 mg/kg BOS+PARA 21.16+4.30° 3.93:1.61° 2.24+0.59°
90 mg/kg BOS+PARA 21.40+4.14" 3.89.0.98" 2.27+0.60°

**%§AG: Saglikli, BOS: Bosentan, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Sonuglar One-Way ANOVA testinde
Post Hoc Duncan teknigi kullanilarak yapildi. P< 0.05 anlamli olarak kabul edildi. (Degerler:ORT +£SD)
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SOD (U/mg protein)

Sekil 4.6. Rat serumunda 0lgiilen SOD aktivitesinin grafikle gosterilmesi

*#*SAG: Saglikli, BOS: Bosentan, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Aym siitunda aym harf veya harflerle
gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark

yoktur .(p<0.05)

&’3@5"‘3@;

Sekil 4.7. Rat serumunda 6l¢iilen GSH seviyesinin grafikle gosterilmesi

*#*SAG: Saglikli, BOS: Bosentan, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Aym siitunda aymi harf veya harflerle
gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak onemli bir fark

yoktur .(p<0.05)
54



(o2}
)

=8
1

N
1

MDA (nmol/mg protein)

Sekil 4.8. Rat serumunda 6l¢iillen MDA miktarinin grafikle gosterilmesi

*+*SAG: Saglikli, BOS: Bosentan, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Ayni siitunda ayni harf veya harflerle
gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak onemli bir fark
yoktur .(p<0.05)
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada parasetamol toksisitesinde ET-1 reseptorlerinin roli incelendi ve
aym zamanda ET-1 reseptor antagonisti olan bosantanin parasetamol toksisitesi iizerine
olan etkileri ratlarda deneysel olarak gosterildi.

Parasetamol yaygin olarak kullanilan, tedavi edici dozlarda giivenli, etkin
analjezik ve antipiretik bir ilagtir. Parasetamol toksisitesi ABD ve Ingiltere’de
transplantasyon gerektiren ilaca bagli akut karaciger yetmezliginin en yaygin, toksik

19% y1lda tahminen 56.000 hasta parasetamol asiri

ila¢ alimlarinin ise ikinci nedenidir.
alimina bagli olarak acil servislere bagvurmakta ve bu hastalarin 26.000°1 hastaneye
yatarak tedavi gormektedir. Bu nedenle parasetamol toksisitesi saglik kuruluslarinin
ciddi bir is yiikiinii olusturmaktadir.*®®

Parasetamol asir1 alimi, deneysel hayvan modelleri ve insanlarda ciddi
hepatotoksisiteye ve hatta karaciger yetmezligine neden olabilir. Son 30 yildir yapilan
yogun caligmalara karsin parasetamole bagli karaciger hiicre hasarmin mekanizmasi
halen tam olarak anlasilamamistir. Biiylik oOlglide kabul edilen goriise gore bu
hasarlanma siireci, parasetamoliin toksik reaktif bir metabolit olan NAPQI’ya
metabolize olmasiyla baglar. Bu metabolit ilk olarak GSH’y1 tiiketir ardindan
mitokondriyal proteinleri de igeren bir takim hiicresel proteinlere baglanir. Bu siirecin
sonucunda, mitokondriyal solunumun baskilanmasi, ATP’nin tiikketimi ve mitokondriyal
oksidatif stres gozlenebilir. ATP tiiketimi hepatositler ve siniizoidal endotelyal
hiicrelerde, seliiler onkotik nekroza yol agar. ***

Daha onceden yapilan c¢alismalarda da belirtildigi gibi toksik dozlarda
parasetamol alimlari, oksidatif yolla hepatosit hasarlanmasina yol agar, inflamatuar

reaksiyonlar1 artirir ve serum AST ve ALT degerlerini artirir. AST ve ALT

transaminazlar olarak da bilinen ve karacigerde bulunan intraseliiler enzimlerdir. ALT
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ve AST hepatoselliiler hasar ya da nekroza baglh olarak artan, en gilivenilir iki
parametredir.'®®

Manda ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada parasetamol ile toksisite
olusturulmus ve P-Karotenin tedavi edici etkisi arastirllmistir. Yapilan bu calismada
AST ve ALT degerlerinin toksik grupta, kontrol grubuna goére belirgin sekilde artis
oldugu saptanmustir.’® Ahmed ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada ise
parasetamol ratlara oral yolla uygulanarak karaciger toksisitesi olusturulmus ve
Ambrosia Maritima isimli bir maddenin koruyucu etkileri arastirilmistir. Yapilan
Ol¢timlerde AST ve ALT degerlerinin toksik grupta, kontrol grubuna gore belirgin
derecede arttig1 saptanmustir.'®’

Bizim ¢alismamizda da parasetamol toksikasyonu olusturulduktan 24 saat sonra
alman kan orneklerinden yapilan 6l¢iimlerde, toksisite olusturulan grupta AST ve ALT
degerlerinde ti¢ ile dort kat diizeyinde belirgin artislar saptandi. Bosentan
uygulamasinda, karaciger hasar1 nedeniyle salinan AST ve ALT degerlerinde, toksisite
olusturulan gruba gore belirgin sekilde normale yaklastigi tespit edildi. Bu sonuglar
bosentan ile yapilan koruyucu etkinin, istatistiksel olarak anlamli sekilde parasetamole
bagli hepatik hasari enzimatik olarak diizelttigini gostermistir.

Parasetamol toksisitesine bagli olusan karaciger nekrozu sadece enzimatik
degisikliklere neden olmaz, dramatik olarak karaciger histopatolojisinde de
degisikliklere neden olur. Parasetamol yiliksek doz alimi ile sentrolobiiler nekroz
gelismektedir.*® 11”2 Bununla birlikte supraterapétik dozlarda, kronik ilag uygulamasi
ile karacigerde farkli seviyelerde sentrolobiiler nekrozun gériildiigii 13, ayrica zamana
bagimli olarak hasarin karaciger lobulusiiniin diger béliimlerine sigradigr bildirilmistir.

76, 14175 Anundi ve arkadaslan *'°, yiiksek doz parasetamol uygulamasinin ardindan,

hiicre  kiiltiirinde  periportal ve perivendz (sentrolobiiler) hepatotoksisiteyi
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calismislardir. insanlarda sitokrom P450 2E1 enziminin daha ¢ok sentrolobiiler bolgede
iretildigi, bu yiizden sentrolobiiler hasarin periportal alana goére daha siddetli
seyrettigini gérmiislerdir. Yapilan bagka bir ¢alismada Fakurazi ve arkadaslar1 ratlarda
parasetamol ile hepatotoksisite olusturmus ve Moringa Oleifera isimli bir maddenin
antioksidan ve hepatoprotektif etkilerini aragtirmistir. Yapilan bu ¢alismada parasetamol
ile zehirlenme olusturulan gruptaki ratlardan alinan karaciger kesitlerinde yapilan
histopatolojik incelemede; sentrolobiiler hepatosit dejenerasyonu, sinuzoidal dilatasyon
ve masif ndtrofil, lenfosit infiltrasyonu gsterilmistir. *’

Ko ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir c¢alismada parasetamol ile olusturulan
karaciger hasarina karsi Silene Aprica isimli antioksidan bir maddenin koruyucu etkileri
arastirilmis. Bu calismada alinan karaciger kesitlerindeki histopatolojik incelemede
parasetamol toksistesi olusturulan grupta diffiiz nekroz alanlari, sinusoidal konjezyon ve
lenfosit infiltrasyonu gdsterilmistir. 18

Bu calismamizda ise parasetamol ile yapilan deneysel caligsmalari destekler
sekilde siddetli nekrotik odaklar gézlendi. Ozellikle parankimada ¢ok sayida hepatositin
sitoplazmasinda yogun eozinofili artisi, cekirdeginde yogun hiperkromazi, hiicre
membraninda diizensizlik oldugu belirlendi. Ayrica siniizoidlerdeki diizensizlikte
kaydedilen degisiklikler arasindaydi. Koruyucu etki olusturulan gruplara baktigimizda
ozellikle 45 ve 90 mg/kg dozunda kullanilan bosentanin, karacigerde parasetamol
toksisitesini Onemli Ol¢lide Onledigi gbzlemlendi. Soyleki; parankimada vena
sentralisten uzanan hepatosit kordonlarinin dizilimi parasetamol grubuna goére oldukca
diizenli ve neredeyse kontrole yakindi. Ayrica hepatositlere daha yakindan bakildiginda
parasetamol grubundaki gibi herhangi bir nekrotik hiicre varligina rastlanmadi,
hepatositler son derece diizgiin bir goriinime sahipti. Bosentan gruplarindaki bu

diizglinliiglin en dikkat ¢ekici yan1 ise gerek 45 mg/kg’lik dozda gerekse 90 mg/kg’lik
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dozda neredeyse paralel seyretmesiydi. Bu da bize bosentanin, parasetamol verilen
ratlarda Kkaracigeri gerek enzimatik gerekse histopatolojik olarak korudugunu
gostermektedir.

Konunun basinda da belirttigimiz gibi parasetamol toksisitesinde gercek bir
tedavi bulunmamaktadir. Bu nedenle diinya literatiliriine baktigimiz zaman yiizlerce
deneysel veya Klinik alternatif tedavi yontemlerinin denendigi goriilmektedir.
Parasetamol zehirlenmesinin standart tedavisi NAC’dir. NAC, amino asit L-sistein ve
GSH’nin her ikisinin asetilenmis bir prekiirsoriidiir ve uzun yillardir parasetamol asiri
alimlarina bagli hepatotoksisitenin onlenmesi i¢in bir antidot olarak kullanilmistir.
Gilinlimiizde hayvan ve insan ¢alismalariyla NAC’1in giiclii bir antioksidan oldugu
gosterilmistir ve serbest radikaller ve oksidan hasarla karakterize gesitli hastaliklarin
tedavisinde potansiyel terapotik ajan olarak kullamlmaktadir. ™' Bizim ¢alismamizda
ratlara Parasetamol 2 g/kg vermeden 1 saat dnce ve 12 saat sonra 140 mg/kg dozunda
NAC oral olarak verildi. Gerek enzimatik parametrelere gerekse histopatolojik
bulgulara baktigimiz zaman her iki dozda da bosentan uygulamasinin NAC
uygulamasindan daha iyi sonuglar verdigini gérmekteyiz.

Biz bu ¢alismada; viicutta karaciger dahil pek ¢ok yerde sentezlenen '*°, fibrozis,
enflamasyon ve oksidatif stresin artmasma katkida bulunan, ayni zamanda
viicudumuzdaki en etkili vazokonstriktor madde olan endotelin-1’in parasetamole baglh
karaciger hasarinda etkisi olabilecegini diisiindiik.

Endotelin hidrofilik oldugundan plazma membranim1 gegemez. Etkisini spesifik
reseptorleri vasitasi ile gosterir. Baslica iki reseptorii vardir. Endotelin A (ET-A) ve
endotelin B (ET-B).” Bilinen en giiclii endojen vazokonstriktér madde olan ET-1
mitojenik etkinligi ve damar diiz kaslarinin proliferasyon etkinligini artirmasi ile de

onemli etkinlige sahiptir.'® ET-1 kendine 0zgli membran reseptorlerini aktive ederek
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baslangigtaki fosfoinozitid hidrolizini artirir ve bunun sonucu olusan inozitiltrifosfat
(IP3) ve diagilgliserol aracihigs ile etkisini olusturur. IP; endoplazmik retikulumdan Ca*?
saliverilmesini artirir ve ET-1 daha sonra memberan Ca*® kanallarmi agarak
extraselliller Ca*™‘un hiicreye girisine neden olur bunun sonucunda damarlarda yavas
gelisen fakat uzun siireli vazokonstriksiyon olur.’® 44 Endotelin-1 vaskiiler endotel
sistemin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi gibi'® fibrozis ve inflamasyona da
katkida bulunur.*” 8

Gandhi ve arkadaslar1 rat karacigerinde portal hipertansiyonun artmasina sebep

olan ET-1’in varligim ilk kez gdstermistir.™

Bu durumda portal hipertansiyonda
endotelinin  gorevi olabilecegi agisindan hepatologlar arasinda biiyiik ilgi
uyandirmistir.* ET-1’lerin  karacigerde hepatosit hiicrelerinde ~ Ca*?’un
mobilizasyonunu ve glikojenolizisi indiikledigini ve bu sayede olduk¢a Gnemli bir
metabolik etkinligi olan karacigerde oksijen tiiketimini de artirdiklar1 yapilan
caligmalarda gésterilmistir.116 Biz de bu c¢alismada endotelinlerin, parasetamol ile
olusturulan karaciger toksisitesindeki ekspresyonunu gdstermek icin
immiinohistokimyasal boyama islemi yaptik. Maria ve arkadaslarinin yapmis olduklari
bir ¢aligmada, diabetik nefropatili hastalarinin bobreklerinde ET-1 ekspresyonun asiri
derecede arttigim1 aym zamanda c¢alismada ET-1 reseptor antagonistleri
uyguladiklarinda ET-1 ekspresyonun normal derecede oldugunu ve bobreklerdeki doku
hasarinda da diizelme oldugunu kaydetmisdir.'” Yine idiyopatik akciger fibrozlu
hastalarda yapilan bir ¢alismada ET-1 ekspresyonunun arttigi kaydedilmistir. *° Bizim
elde ettigimiz sonuglarda ozellikle saglikli grupta ET-1 ekspresyonuna rastlanmazken,

parasetamol uygulanan grupta ET-1 eckspresyonunun asir1 derecede artmasi, onceki

bulgularimizida desteklemektedir. Protektif amacli uygulanan bosentan gruplarinda ise
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ET-1 ekspresyonunun normal seviyede goriilmesi, ET-1 antagonize edilmesi ile hepatik
hasarin 6nlendiginin gdstergesidir.

ET-1 reseptorlerinin parasetamol toksisitesindeki roliinii ve ET-1 reseptor
antagonisti olan bosentanin parasetamol toksistesine olan olumlu etkilerini gdsterdikten
sonra, bu etkiyi hangi mekanizmalar ile gosterdigini incelemek amaciyla parasetamol
toksisitesinde ¢ok Onemli olan oksidatif stress parametreleri lizerine bosentanin
etkilerini inceledik. Lipit peroksidasyonu parasetamole bagli karaciger hasarina neden
olan en onemli mekanizmalardan biridir ve serbest oksijen radikallerine bagli olarak
ortaya c¢ikar. Lipit peroksidasyonu, serbest radikallerin ¢oklu doymamus yag asitlerine
etkisi sonucu baslar. Lipit peroksidasyonunun oksidatif stres altinda bulunan
dokulardaki hiicre fonksiyon kaybinda major bir rolii oldugu rapor edilmistir. MDA
lipid peroksidasyonunun son iiriiniidiir ve lipit peroksidasyonunun en yaygin kullanilan
belirleyicilerinden biridir. Oksidatif strese maruz kalan dokularda, MDA diizeyinde artis
gortliir. Bagka bir deyisle plazma MDA diizeyi oksidatif stres igin biyomarker olarak
kullanilabilir.*®!

Yapar ve arkadaslarinca yapilan bir galismada farelerde parasetamol ile
karaciger toksisitesi olusturulmus ve L-Karnitin’in hepatoprotektif etkileri arastirilmigtir
ve bu ¢alismada parasetamol uygulamasindan 24 saat sonra alinan kan orneklerinde
MDA degerleri, toksisite olusturulan grupta artarken L-Karnitin verilen gruplarda
azalmustir.’’ Cheng-chin ve arkadaslarinca yapilan bir baska calismada farelerde
parasetamol ile intraperitoneal olarak karaciger toksisitesi olusturulmus ve S-allyl ile S-
propyl’in koruyucu etkileri arastirilmistir. Bu ¢alismada MDA’nin  parasetamol
toksisitesi olusturulan grupta saglikli gruba gore arttig1 ve teadvi ile bu artisin diizeldigi
tespit edilmistir.'*® Literatiire baktigimizda bunlar ve bunlara benzer bicok deneysel

calismada parasetamol toksisitesinin MDA degerlerini artirdigi, basarili olan tedavi
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yontemlerinin ise MDA degerlerini azaltarak parasetamol toksisitesini engelledigi
gosterilmistir. Calismamizla ilgili olarak ET-1’in de doku antioksidan seviyelerini

6

azalttig kaydedilmisdir.14 Xu ve arkadaglarinin yapmis olduklari ¢alismada ET-1

reseptor antagonistlerini kullanildiklarinda lipit peroksidasyonunda azalma oldugu

kaydetmistir."*®

Calismamizda, benzer sekilde karaciger dokusunda MDA degerinin,
toksisite olusturulan grupta istatistiksel olarak anlamli sekilde artmis oldugu saptandi.
Bu sonug¢ da lipit peroksidasyonunun parasetamole bagli doku hasari ile yakin iligkili
oldugunu desteklemektedir.

Zhao ve arkadaslarinca yapilan ¢alismada ratlarda parasetamolle hepatik ve renal
hasar olusturulmus ve olusan biyokimyasal degisikliklere karst Rhein’nin koruyucu
etkileri arastirilmistir. Kan MDA degerleri parasetamol verilen grupta kontrol grubuna
gore artis goOstermis, Rhein ile tedavi verilen grupta bu yiiksek degerlerde azalma
saptanmustir.?® Suresh ve arkadaslarmim miyokard iskemi ve reperfiizyonu iizerine
yapmis olduklart bir ¢alismada, tedavi olarak kullandiklar1 bosentan gruplarinda doku
MDA seviyelerinin anlamli olarak azaldigi kaydedilmistir.*

Biz de Bosentan uygulamasi sonrasinda parasetamol grubunda artmis olan MDA
diizeylerinin anlamli sekilde diizeldigini gosterdik. Burada Bosentan’in parasetamole
bagli gelisen oksidatif hasar sonucu artan MDA seviyesinde diizelme saglayarak
parasetamole bagli karaciger toksisitesinde koruyucu etkisinin oldugunu gdosterdik.

GSH, kimyasal olarak reaktif toksik bilesikler ya da oksidatif strese karsi
hiicresel savunmada rol oynayan en énemli molekiillerden biridir. Glutatyon rediikte ve
okside durumlarda bulunur. Rediikte formunda, sisteinin thiol grubu reaktif oksijen
triinleri  gibi stabil olmayan molekiillere, indirgeyici ekuvalanlar1 verebilme

yetenegindedir. Bu mekanizma ile koruyucu etki ortaya koyar. GSH enzimatik olmayan

antioksidan sistemin 6nemli bir pargasidir. Azalmis hiicresel GSH diizeyleri ve GSH
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sentez kapasitesi gibi durumlarda hiicreler radyasyona ve bazi ilaglara duyarl hale gelir.
Parasetamol’ilin yeterli derecede yiiksek dozlarinda oksidatif stresin bir mediatorii olarak
NAPQI’'nin, GSH diizeylerinde azalmaya ve bu azalmaya baglh olarak lipit
peroksidasyonunda artmaya yol actig1 bilinmektedir. Bu toksik metabolit kritik hiicresel
proteinlere baglanarak hepatik nekroza yol acar.™*

Manda ve arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismada kan GSH degerleri
parasetamol ile karaciger toksisitesi olusturulan grupta, kontrol grubuna gére azalmis
olarak saptanmus, verilen B-Karoten tedavisi ile bu degerlerde artis belirlenmistir.**
Yapar ve arkadaslarinca yapilan benzer bir c¢alismada parasetamolle indiiklenen
toksisitede serum GSH degerleri azalmis olarak saptanmis ve verilen L-Karnitin
tedavisi ile bu azalmis GSH degerlerinin arttig1 tespit edilmistir.**’

Bizim yapmis oldugumuz c¢alismada da doku GSH degerinin parasetamolle
indiiklenen hepatotoksisitede azaldigi tespit edildi. Suresh ve arkadaslart miyokard
iskemi ve reperflizyonu iizerine yaptiklari bir ¢alismada tedavi olarak kullandiklar
bosentan gruplarinda doku  GSH seviyelerinin artigim kaydetmistir.”® Biz de
calismamizda parasetamol toksisitesi olusturulan ratlarin karaciger dokularinda GSH
degerlerindeki azalmanmn bosentan uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde arttigim tespit ettik. Bu sonu¢ da Bosentan’in parasetamol toksisitesinde
antioksidan sistem tlizerine olumlu etkilerini desteklemektedir.

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
tiriinlerinden biridir ve bu nedenle SOD anahtar bir antioksidan olarak rol oynar.

Katalaz ve SOD gibi antioksidan enzimler lipit peroksidazlar ya da reaktif oksijen
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tiriinleri tarafindan kolayca inaktive olurlar ve bu nedenle parasetamol toksisitesinde bu
enzim aktivitelerinde azalmalar saptamr.'®?

Hua ve arkadaslarinca yapilan bir ¢alismada farelere parasetamol verilerek akut
karaciger hasar1 olusturulmus ve Picroside Il verilerek bu maddenin mitokondriyal
koruyucu etkileri incelenmistir. Farelerden elde edilen serumda yapilan olgiimlerde
parasetamol toksisitesi olusturulan grupta SOD degerlerinde azalma izlenmis, daha
sonra giderek artan dozlarda Picroside II verilerek bu diisiik SOD degerlerinde artan
dozla dogru orantili sekilde artis saptanmustir.'®® Xin ve arkadaslarinca yapilan diger bir
calismada Cu, Zn-superoksid dismutaz yetersizligi olan farelerde, parasetamol
toksisitesine karsi olan direngleri arastirilmistir. Farelerden elde edilen kan 6rneklerinde
yapilan c¢alismada serum SOD degerlerinin parasetamol ile toksisite olusturulan
farelerde azaldig1 belirlenmistir.®* Ayni zamanda ET-1’in de yapilan calismalarda doku
SOD seviyelerini azalttig kaydedilmis‘[ir.146 Kihler ve arkadaslar1 koroner arter diiz kas
hiicrelerinde endotelin  sekresyonunu artirdiklarinda SOD seviyesinde azalmanin

oldugunu kaydetmislerdir.*®®

Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada parasetamol
grubunda SOD seviyesinde diger tiim gruplara oranla istatistiksel olarak anlamli azalma
saptandi.

Xu ve arkadaglarinin yapmis olduklari  bir c¢alismada  ET-1 reseptor
antagonistleri kullanildiklarinda SOD seviyesinde diizelme goriildigi ve lipit

peroksidasyonunun ise azaldigi kaydedilmistir.**

Calismamizda toksisite olusturulan
grupta SOD enzim aktivitesindeki azalmanin, uygulanan bosentan ile anlamli derecede
diizelme egilimine girdigini gosterdik. Bu sonu¢ da Bosentan’in parasetamol

toksisitesinde antioksidan enzim sistemi {izerinden olumlu etkisinin oldugunu

desteklemektedir.
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Parasetamol toksisitesine bagli karaciger nekrozunda oksidatif stres ile beraber
serum sitokinlerinin ve ozellikle TNF-alfa’nin rolii son ¢alismalarda tespit edilmistir.
TNF-alfa c¢ogunlukla karacigerdeki makrofajlardan dretilen bir proinflamatuar
sitokindir. Sistemik toksisitenin ve karaciger hasarinin primer mediyatoriidiir. Iskemi
reperflizyon ve fulminan hepatik yetmezlik de dahil olmak {izere karaciger hasarinin
birgok formunda TNF-alfa’min 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir.*®® TNF-alfa asir1
agresif inflamatuar siireci baglatarak hiicre hasarim1i daha da kotiilestirebildigi gibi
apoptozisi ve hiicre proliferasyonunu uyararak da doku onarimina yardim eden santral
bir regiilatordiir.

Yapilan bir c¢alismada ratlara uygulanan kismi hepatektomiyi takiben TNF-o

194 Kismi hepatektomiden énce TNF-alfa antikorlarinin

salgilandig1 tespit edilmistir.
uygulanmasinin karaciger rejenerasyonuna katkida bulundugu yapilan g¢alismalarla
gosterilmistir."® Bu baglamda TNF-alfa'nin insan ve kemirgen hepatositlerinde bir
mitojen olarak gorev yapmasi son zamanlarda yapilan in vitro deneylerle de
desteklenmistir.® TNF-alfa hem hepatositler i¢in mitojenik olup karaciger hasarindaki
onarimda ve kismi hepatektomiyi takiben rejenerasyonda gorev alir hem de asiri
inflamatuar cevabi indiikleyerek hiicre hasarina sebep olur.™

Yan-Ling Wu ve arkadaslarinin fareler iizerinde yaptiklari ¢alismada
parasetamol ile toksisite olusturulmus ve TNF-alfa seviyesinin arttign gdzlenmistir.**
Sheng-Lei Yan ve arkadaglarinin yaptigi calismada biitiin diger ¢alismalar1 destekler
nitelikte olup Kkaraciger toksisitesi olustugunda TNF-alfa seviyesinin yiikseldigi ve
uygulanan tedavinin basarisina gore toksisite azaldik¢a TNF-alfa seviyesinin azaldigi
gdzlenmektedir.™ Bu calismalar disinda endotelin ve TNF-alfa’min fizyolojik olarak

birbirleri ile iliskisi de pek ¢ok calismada gosterilmistir. TNF-alfa’nin artmasi viicutta

endotelinlerin sentezlenmesini artirmaktadir.’®” '® Aym zamanda endotelinlerin de
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TNF-alfa seviyelerini in vivo ve in vitro ortamda degistirdikleri ¢esitli ¢alismalarda
gosterilmistir."® Bununla birlikte non-selektif ET-1 reseptor antagonisti olan bosentan
ise TNF-alfa‘nin ekspresyonunu azaltmaktadir.*®"*%°

Bizim ¢aligmamizda parasetamol verilen grupta TNF-alfa seviyesi diger gruplara
oranla yaklasik 4 kat artmistir. Bu da bize diger c¢alismalarda da oldugu gibi
parasetamol toksisitesi sonucu TNF-alfa’nin 6nemli derecede arttigini bir kez daha
gostermistir.  Koruyucu etki olusturdugumuz bosentan gruplarinda ise TNF-alfa
seviyesinde parasetamol grubuna gore anlamli derecede diizelme gozlenmistir. Bu da

bize karaciger hasarinda O6nemli rol oynayan TNF-alfa’nin etkilerini bosentan’in

engelleyebilecegini gdstermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

“Bosentanin parasetamolle olusturulan akut karaciger toksisitesi {izerine
etkilerinin incelenmesi” adi altinda yapilan c¢alismanin sonuglart gergekten umut
vericidir.

Parasetamol asir1 doz aliminda mevcut antidotal tedavide NAC kullanilmaktadir.
Bii yiizden iizerinde calistigimiz bosentanin etkilerini, NAC tedavisi ile karsilagtirmali
olarak ¢alistik. Deneysel galismalar sonucunda;

Karaciger hasarinin énemli gostergesi olan serum ALT ve AST seviyelerinde
bosentan grubunda NAC grubuna goére daha iyi diizelme gostermistir. Bununla birlikte
proinflamatuar sitokin olan TNF-alfa seviyesini bosentan NAC’a gore 6nemli derecede
azaltmigtir. Antioksidan sistem (SOD ve GSH) iizerine Bosentanin etkileri ise yine
NAC’a gore daha iyi olarak elde edilmistir. Doku hasarinin primer 6nciisii olan MDA
seviyelerinde ise Bosentan ve NAC’1n etkileri birbirine yakin seviyede goriilmiistiir. Bu
biyokimyasal degerlerin gostermis oldugu olumlu etkileri histopatolojik caligmalarda
tam olarak desteklemektedir.

Tim bu sonuglarda; endotelinlerin ve dolayisiyla karacigerde bulunan ET-1
reseptorlerinin  parasetamole bagli gelisen hepatotoksisitede Onemli bir rol
tistlenebilecegi gosterilmistir. Ayn1 zamanda ET-1 reseptorlerinin inhibe edilmesiyle bu
hepatotoksisite deneysel olarak geriye dondirilebilmistir. ET-1 reseptorlerinin
Bosentan ile inhibe edilmesi karaciger hasarim Onlemis ve bu nedenle gerek
biyokimyasal gerekse histopatolojik iyilesme goriilmiistiir. Parasetamole bagli olusmus
artmis MDA ve TNF- alfa seviyeleri bosentan uygulamasi ile azalmis, SOD ve GSH

seviyeleri anlamli bir sekilde diizelme egilimine girmislerdir.

Sonraki ¢alismalarda ise ET-1’in karacigerdeki olusturdugu hasarin

mekanizmast aydinlatilmalidir. Ayn1 zamanda ET-1’in bu patalojik roliiniin diger
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hastaliklarda ki etkilerine de bakilmalidir. Bu sayede bilim diinyasina, yeni yontemler

ve yeni ilaglar gelistirerek katkida bulunulmalidir.
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