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OZET

Infliksimabin Parasetamolle Indiiklenen Akut Karaciger Toksisitesi

Uzerine Etkilerinin Arastirllmasi

Amag. Parasetamol supraterapotik dozlarda kullanildiginda hepatotoksisiteye neden
olur. Kupffer hiicrelerinden salgilanan TNF-a, hiicre proliferasyonu, diger inflamatuvar
mediyatorlerin liretimi ve karaciger toksisitesi siirecinde énemli mediyatorlerden biridir.
Bu bilgiler 1s1ginda bir anti-TNF-o monoklonal antikoru olan infliksimabin yiiksek doz
parasetamol ile olusturulan hepatotoksisite iizerine koruyucu etkisini biyokimyasal ve

histopatolojik olarak belirlemeyi amagladik.

Materyal ve Metot. Calismamizda 56 adet Sprague Dawley cinsi disi rat; |: Saglikls, I1:
Parasetamol (PARA) 2 g/kg, Il11: N-asetil sistein (NAC) 140 mg/kg+PARA 2 g/kg, IV:
Infliksimab (IFX) 3mg/kg+PARA 2 g/kg, V: IFX 5 mg/kg+PARA 2 g/kg, VI: IFX 7
mg/kg+PARA 2 g/kg, VII: IFX 7 mg/kg, VIII: NAC 140 mg/kg olmak {izere 8 esit
gruba ayrildi. Tim gruplardan 24 saat sonra alinan doku ve kan oOrneklerinde

biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler yapildi.

Bulgular. Yapilan histopatolojik incelemede, zehirlenme grubunda ortaya ¢ikan
patolojik degisikliklerinin IFX ve NAC tedavi gruplarinda belirgin olarak azaldigi
gozlendi. Parasetamol ile hepatotoksisite olusturulmus grupta AST ve ALT degerlerinin
ve TNF-a seviyesinin anlamli sekilde yiikseldigi, IFX ile tedavi edilen gruplarda ise;
AST, ALT ve TNF-a serum seviyelerinin anlamli sekilde azaldigi tespit edildi. Bu
azalis miktarr, IFX 7 mg/kg+PARA 2g/kg grubunda diger tedavi gruplar1 ile
karsilastirildiginda daha fazlaydi. Doku diizeyinde yapilan degerlendirmelerde de
parasetamol ile hepatotoksisite olusturulmus grupta GSH ve SOD seviyelerinin anlaml
olarak distiigli ve MDA seviyesinin anlamli sekilde yiikseldigi, IFX ile tedavi edilen
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gruplarda ise; GSH ve SOD seviyesinin anlamli olarak yiikseldigi ve MDA

seviyelerinin anlamli sekilde azaldig: tespit edildi.

Sonu¢. Sonu¢ olarak; yiikksek doz parasetamoliin neden oldugu hepatotoksisitenin
onlenmesinde infliksimabin tedavi edici etkisinin oldugu biyokimyasal ve histopatolojik
olarak gosterildi. Bu sonug, klinikte goriilen parasetamol zehirlenmesinde infliksimab

kullanilabilecegi konusunda umut verici olmustur.

Anahtar Kelimeler: Hepatotoksisite, infliksimab, karaciger, parasetamol, rat, TNF-a.



ABSTRACT

Investigation on Effects of Infliximab on Paracetamol Induced Acute Liver

Toxicity

Aim. Supratherapeutic doses of paracetamol causes hepatotoxicity. TNF-o which is
secreted by kupffer cells is one of the important mediators in cell proliferation,
production of the other inflammatory mediators and liver toxicity proces. In the light of
these knowledge we aimed to determine the protective effects of infliximab, anti TNF-a
monoclonal antibody, on paracetamol induced hepatotoxicity biochemically and

histopathologically.

Material and Method. In our study 56 adult female Sprague Dawley rats were divided
equally into 8 groups as I: Healthy, IlI: Paracetamol (PARA) 2 g/kg, Il1l: N-acetyl
cysteine (NAC) 140 mg/kg +PARA 2 g/kg, IV: Infliximab (IFX) 3 mg/kg +PARA 2
g/kg, V: IFX 5 mg/kg +PARA 2 g/kg, VI: IFX 7 mg/kg +PARA 2 g/kg, VII: IFX 7
mg/kg and VIII: NAC 140 mg/kg. After 24 hours the tissue and blood samples were

collected for biochemical and histopathological examinations.

Results. In the histopathological examination, the pathological changes in NAC and
IFX groups were significantly decreased when compared within toxication group. In
intoxication group; AST, ALT and TNF-a levels were statistically higher than those of
groups treated with IFX. The decrease was more evident in IFX 7 mg/kg+PARA 2g/kg
group when compared with other groups. In the biochemical analyses on liver tissue
GSH and SOD levels were significantly decreased and MDA levels were significantly
increased in intoxication group, while GSH and SOD levels were significantly

increased, MDA levels were significantly decreased in rats treated with IFX.
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Conclusion. Therapeutic effects of infliximab on paracetamol induced hepatotoxicity
has been shown biochemically and histopathologically. This is a promising result

suggesting potential clinical usage of infliximab in paracetamol toxicity.

Key Words: Hepatotoxicity, infliximab, liver, paracetamol, rat, TNF-a.
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1. GIRIS

Parasetamol terapotik dozlarda alindiginda ¢ok az yan etkileri olan ve diinya
capinda yaygin olarak kullanilan agr1 kesici ve ates diisiiriicli bir ilactir. Tek bir bilesik
olarak ya da diger ilaglarla kombine bir sekilde regetesiz tezgah {listii veya receteli
olarak satilmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Idaresi (FDA)'ne gore
parasetamol iceren 479 ilagtan 235 tanesinin aktif onayr bulunmakta olup 214 tanesi
recete ile 21 tanesi ise recetesiz olarak (OTC) satilmaktadir. Parasetamol tiiketimi diinya
capinda hizla artmaktadir. Ingiltere, ABD, Kanada, Avustralya ve Yeni Zelanda gibi
iilkelerde kisi basina diisen yillik tiikketim 8 gramdan az olmasina ragmen bazi gelismis
iilkelerde bu oran kisi basi 20 gramdan fazladir.™ ? ingiltere’de 1967/68 yilinda yilda
1500 milyon (500 mg tablet) olan parasetamol tiikketimi 1993/94 yilinda 4000 milyon
tablete ¢ikmustir.! 2000 yilinda bu rakam 3500 milyondur (500 mg tablet).®
Asetaminofen ya da APAP olarak da bilinen parasetamol ABD’de en yaygin olarak
kullanilan ilaglardan biridir. IMS Health'den alinan verilere gére 2008 yilinda yaklasik
24.6 milyar doz parasetamol satilmustir.* Son veriler parasetamoliin 2004 ve 2008 yillari
arasinda piyasa satislarinda %28’lik biiyiime ile sadece 2008 yilinda yaklasik 2.6 milyar
dolara yaklasan satis yakaladigini gostermistir.

Bu kadar sik kullanilmasi ve kolay erisebilir bir ilag olmas1 toksisite riskini de
dogal olarak artirmaktadir. Parasetamol tedavi edici dozlarda tiiketilmesi durumunda
makul bir giivenlik profiline sahiptir fakat supraterapdtik dozlarda kullanildiginda
(bilerek ya da yanhslikla yutulmasi ile) ciddi hepatotoksisiteye ve hatta Olimciil
karaciger yetmezligine neden olmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde akut viral
hepatitler akut karaciger yetmezliginin ana nedeni olsa da; ABD ve Ingiltere'de
parasetamol toksisitesi akut karaciger yetmezliginin en sik goriilen nedenidir.”®

Parasetamol 10 g/giin iizerindeki dozlarda hepatotoksisiteye neden olsa da, tavsiye



edilen giinlik maksimum 4 g dozunda da toksisite rapor edilmistir.'°*? Parasetamol
toksisitesinin ilagla indiiklenen hepatotoksisiteye veya daha agir ve fatal seyreden akut
hepatik hasara neden oldugu ilk olarak 1960’larin basinda gdsterilmistir."®> Amerikan
Zehir Kontrol Merkezleri Dernegi’nden alinan raporlara gére 2008 yilinda yiiksek
dozda parasetamol alimi sonucu yaklasik olarak 27.790 kisi acil servise bagvurmus,
bunlardan 13.650’si hastaneye yatirilmis ve 43’ de dlmiistiir.* 2009 yilinin raporuna
gore ise 28.210 kisi acil servise basvurmus, 14.026’s1 hastaneye yatirilmis ve 51 kisi
Slmiistiir.” Parasetamole bagli karaciger toksisitesi intihar kasti ile veya kaza ile
gelisebilir. NHAMCS i (National Hospital Ambulatory Medical Care Survey)
raporuna gore 2000-2006 yillar1 arasinda goriilen yilda ortalama 42.329 parasetamol
toksisitesi vakasinin % 51.7’si kaza ile olmugken % 45.9’u intihar vakasidir. Ocak
2011°de FDA, yiiksek doz parasetamol alimi sonucu olusan ciddi karaciger hasari
riskini azaltmak igin ilag iireticilerinden regeteli parasetamol iirtinlerindeki parasetamol
miktarina tablet, kapsiil veya diger dozaj birimi basma 325 mg ile smirlama
getirmistir.™®

Parasetamol maruziyeti sonrast meydana gelen karaciger hiicre disfonksiyonu ve
hiicre dlimii, dogal ve adaptif immiin cevaplar da dahil olmak iizere immiinolojik
reaksiyonlar tetikler. Hepatosit stres ve/veya hasar kupffer hiicreleri, dogal 6ldiiriicii
hiicreler ve dogal oldiiriicii T hiicreleri gibi 6zellikle dogal immiin sisteminin hiicreleri
olmak tizere diger hiicrelerin aktivasyonunu stimule eden sinyallerin salinimina neden
olur.'” Kupffer hiicreleri prostaglandinler, interlokin (IL), timér nekrozis faktor (TNF)
ve degisik sitokinler olmak tlizere c¢esitli faktorler salgilarlar. Kupffer hiicrelerinden
salgilanan TNF-q, hiicre proliferasyonu, diger inflamatuvar mediyatorlerin iiretimi ve
programlanmis hiicre Sliimii de dahil olmak iizere bir dizi hiicresel yamiti uyarir.'®

Kupffer hiicrelerinden salgilanan TNF-a direkt olarak karaciger hiicre nekrozuna neden



olur, 1okosit adherens ve aktivasyonunu provake eder, hepatosit ve kupffer
hiicrelerinden IL-8 iiretimini stimule ederek, nétrofil kemotaksisine sebep olur. Ilagla
indiiklenen karaciger hasari sirasinda iretilen TNF-a, IFN-y ve IL-f gibi cesitli
inflamatuar  sitokinlerin  doku hasarinin  ilerlemesine katkida  bulunduklari
kanitlanmistir.®*" Bu mekanizmalara ek olarak deneysel olarak birgok yeni calisma
literatiirde mevcut olup, her gegen giin bir yenisi eklenmektedir. Parasetamol
toksisitesinde hem yeni eklenen mekanizmalar hem de yeni tedavi protokolleri gerek
klinik gerekse deneysel olarak ¢alisiimaktadir.

Bu bilgiler 1siginda biz bu c¢alismada TNF-o’nin 6nemli roli oldugunu
diistindiigtimiiz yiikksek doz parasetamol ile olusturulan karaciger toksisitesinde, anti-
TNF-a monoklonal antikoru olan infliksimabin koruyucu etkisinin olup olmadigin
biyokimyasal ve histopatolojik olarak incelemeyi ve infliksimabin muhtemel koruyucu

etkisini standart tedavi olarak bilinen NAC ile kiyaslamay1 amagladik.



2. GENEL BiLGILER

2.1.  Zehirlenmeler

Zehirlenmenin tarihi insanlik tarihi kadar eskidir. M.O. 400 yillarinda yazildig1
sanilan Ebers papiriislerinde pek ¢ok zehirle (katran agaci, akonit, opium, kursun, bakir)
ilgili bilgi bulunmaktadir. Hipokrat da kitabinda zehirlerden ve bunlarin tedavisinden
soz etmektedir. Zehirlenme bir maddenin viicut igin zararli olacak miktarmin degisik
yollarla viicuda girmesi sonucu organizmanin dogal isleyisinin bozulmasi olarak
tammlanmistir. Tibbi  toksikoloji  bilimindeki gelismelere karsin, acil tip
uygulamalarinda zehirlenme vakalar1 hala 6nemini korumaktadir. Zehirlenmelerde 6lim
cogunlukla akut olarak ortaya ¢ikmaktadir. Zehirlenmelere bagl olarak gozlenen bazi
belirti ve bulgulardan organlarda islev bozukluklarina ¢ok sik rastlanmaktadir ve hatta

oliimle sonuglanan Klinik tablolar da mevcuttur.

Acil servislere yapilan bagvurularin Onemli bir bolimiinii zehirlenmeler
olusturmaktadir.?> ABD Ulusal Entoksikasyon Merkezi’nin 2005 yilina iliskin verilerine
gore, ABD'de yilda tahmini 2.3 milyon kisinin zehirlendigi ve zehirlenen kisilerin
%60'mim 6 yasindan kiigiik oldugu belirtilmistir.?® Tiirkiye’de yapilan bir arastirmada
ise acil servislere basvuran hastalarin %59.6’sinin ilag zehirlenmeleri oldugu, bunlarin
ise %43’iiniin agn kesici ila¢ kullammu ile gerceklestigi belirlenmistir.** Zehirlenme
vakalarinin  %98’1 akut zehirlenme vakasit olup, %92’sinin evde gergeklestigi
gozlenmistir. Bu vakalardan %88'inin kaza oldugu ve %10'unun intihar ve/veya kotii
amacli ilag kullanim1 sonucu ortaya ¢iktigi sap‘[anmlstlr.25'27

flaglar, endiistri, tarim ve diger is kollarinda calisanlarin maruz kaldig: cesitli
kimyasal bilesikler, evlerde temizlik ve bakim igin kullanilan maddeler, insanda akut ve

bazen de kronik zehirlenmelere neden olabilirler.? Bu iiriinlerin giderek artan tiiketimi

ve bunlarin rastgele c¢evreye dagilmasiyla, ozellikle 5 yas altt c¢ocuklarda akut



zehirlenmelere sik  rastlanmaktadir. Yapilan istatistiklere gore g¢ocuklardaki
zehirlenmelerin nedenlerinin basinda (%80) rastgele birakilan ilaglar ve kimyasallar
gelmektedir.® > %/

Acil servise gelen zehirlenme vakalarinin bir¢ogunda, zehirin tipi ve alinan
dozun miktar1 tam olarak bilinmedigi ve ilk baslarda belirti goriilmedigi igin, hastalar
bir siire yatirthp gozetim altinda tutulduktan sonra, destek tedavisi ve tibbi gozetimle
taburcu edilmektedir.”’* Halbuki zehirli mantarlar, trisiklik antidepresanlar, parakuat
gibi  birgok toksik madde etkisini ge¢ donemde gosterebilmektedir. Akut
zehirlenmelerde acil klinik girisimin yanisira, neden olan zehirin tanisinin hizla
konulmasi da ¢ok énemlidir.?” Acil servise gelen zehirlenmis hastalardan alinan 6ykii ve
maruz kalman maddenin belirlenmesi ve klinik bulgulara gore uygulanacak destek
tedavisi ve semptomatik tedavi baslangigta biliyliik 6nem tasimaktadir. Zehirin tipi ve
miktar1 saptandiktan sonra tedavi uygulanmasi, 6zellikle agir zehirlenmelerde mortalite
ve morbidite riskini biiyiik 6l¢iide azaltmaktadir. Yanlis ya da eksik oykiilerin ¢ogu kez
olumle sonuglanan istenmeyen sonuglara yol agabilecegi unutulmamalidir. Zehirlenme
olduktan sonra tedaviye baslama siiresi ne kadar kisa olursa ve hekim dogru bir sekilde
bilgilendirilip zehirlenme etkenine gore tedavi uygulanirsa tedavide basari sansi o
oranda artar. Ozellikle ¢ocuklarda agiklanamayan belirtilerin bulunmas1 durumunda
zehirlenme akla gelmelidir ve zehirlenmenin ayirici tanisi yapilmalidir.??

Zechirlenme yapan etkenlerin olduk¢a az bir kismina karsi spesifik antidot
bulunmaktadir. Bundan dolay1 zehirlenme olgularinin birgogunda genel tedavi
yontemlerinin uygulanmasi ve semptomatik tedavi yapilmasi zorunlulugu vardir.*
Spesifik antidotlar bazi ilaglarin toksik etkilerini notralize etme veya oOnlemede

kullanilabilirler.?*



2.2. Parasetamol

Asetaminofen ve N-Asetil-P-aminofenol (APAP) olarak da bilinen parasetamol
yaygin bir sekilde kullanilan antipiretik ve analjezik bir ilactir.*! Bas agrisi, migren,
menstruasyon Sancilari, dis agrisi, soguk alginligi ve gribal enfeksiyonlara bagl agri,
nevralji, nevrit, siyatik, lumbago, adale ve eklem agrilari, orta kulak agrilari, siniizit,
cerrahi operasyonlar veya yaralanmalara bagli agrilarda kullanilir.

2.2.1.1. Tarihge

fIk caglarda ve orta cagda halk arasinda agr kesici ve ates diisiiriicii olarak
cesitli bitkilerden faydalanilmaktaydi. S6giit agaci kabugu ortacagda halk arasinda agri
kesici ve ates diistiriicli olarak kullanilan geleneksel tedavi yontemiydi. Daha sonra 17.
ylizyilldan itibaren kinakina agact da aymi amaglar i¢in kullanildi. Kinakina agaci
1880’lerde zor bulunur hale gelince alternatif ilaglar aranmaya basland1 ve parasetamol
ilk kez 1873 yilinda Harmon Northrop Morse tarafindan sentezlendi.* Yine antipiretik
ajan olan asetanilid 1886’da ve fenasetin ise 1887°de gelistirildi. Fenasetin ve
parasetamol 1887’de Von Mering tarafindan klinikte kullamldi.*® Fakat fenasetinden
daha toksik oldugu diistiniildiigii igin parasetamol uzun bir siire kullanilmadi. Brodie ve
Axelrod 1948 yilinda parasetamoliin asetanilid gibi toksik etkilere sahip olmadigini
bildirdiler.** Fenasetinin ise methemoglobinemi ve analjezik nefropatiye yol agmasi
1950’lerde parasetamoliin "yeniden kesfine" yol agti ve parasetamol nefrotoksisitesi
nedeniyle "mahkim" olan fenasetinin yerine ABD’de 1955°de agn kesici ve analjezik
olarak “Tylenol” ticari ad: ile pazarlandi. 1956 yilinda da Ingiltere’de ‘Panadol’ ticari
ad1 ile piyasaya siiriildii. 1958°de ise ¢ocuklar i¢in hazirlanan formu ‘Panadol elixir’
kullanima girdi. Sonraki yillarda ise yan etkisi az olan bir analjezik olarak biiyiik

popiilarite kazandi.


http://tr.wikipedia.org/wiki/A%C4%9Fr%C4%B1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Migren
http://tr.wikipedia.org/wiki/Adet
http://tr.wikipedia.org/wiki/Di%C5%9F
http://tr.wikipedia.org/wiki/Grip
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kas
http://tr.wikipedia.org/wiki/Eklem
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sin%C3%BCzit

2.2.2. Farmakolojik Ozellikler
Parasetamol, non-steroidal antiinflamatuvar ilag¢ (NSAII) grubu ilaglardan
fenasetinin  etkin metabolitlerinden biri olan para-aminofenol tiirevidir. 4-

hydroxyacetanilide veya N-acetyl-p-aminophenol olarak da bilinir.

HO

Sekil 2.1. Parasetamoliin kimyasal yapisi

Giiglii analjezik ve antipiretik etkiye sahip olmasina ragmen parasetamol ¢ok az
anti-inflamatuar etki gdsterdigi icin genellikle NSAii'ler igerisinde anilmaz.

Parasetamol beyaz, kokusuz, hafif act bir tadi olan kristal toz yapisindadir.
Metanol ve etanol gibi organik ¢dziiclilerde ¢oziiniir fakat suda ve eterde az ¢oziiniir.

Doymus ¢ozeltisinin pH araligi 5.5-6.5 arasindadir. Fakat asidik ve alkali ortamlarda

kararhhig1 azalir ve yavasca asetik asit ve p-aminofenole doniisiir.*®

Saf parasetamoliin kimyasal ve fiziksel ozellikleri

(@) Tamm: Beyaz kristal toz*°

(b) Erime noktasi: 170°C %

(c) Yogunluk: 1.293 g/cm® 21 °C’de ¥’

(d) Coziiniirliik: Suda ¢dziinmez; etanolde gok iyi ¢dziiniir.
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Parasetamol santral etkili bir ilagtir. Sinir sisteminde selektif olarak
siklooksijenaz1 (COX) ve prostaglandin sentezini inhibe eder. Benzeri diger analjezik

ilaglardan farkli olarak hipotalamus ve omurilik gibi peroksitlerden fakir ortamda,


http://tr.wikipedia.org/wiki/Parasetamol

prostaglandin sentezini inhibe edebilir; antipiretik ve analjezik etkilerinin, sirasiyla
hipotalamus ve omurilik arka boynuzunda prostaglandin sentez ve saliverilmesini inhibe
etmesi ile iliskili oldugu distiniilmektedir. Beyinde COX-1 ve COX-2 disindaki
siklooksijenazlari inhibe etmesi santral analjezik etkisinde rol oynar. Antitrombositik
etkinligi zayiftir; kanama siiresini degistirmez.38

Kopek beyninde belirlenen, COX-1’in varianti olan COX-3'iin parasetamol
inhibisyonuna duyarlilik gosterdigi belirlenmistir. Fakat yine de bu variantin insan
beyninde olup olmadigi veya inhibisyonunun parasetamoliin insanlardaki etkinligiyle
iliskili olup olmadig bilinmemektedir.**** Periferdeki iltihabi dokular gibi peroksitten
zengin ortamda siklooksijenazi inhibe edememesi de antiinflamatuar etkisinin
olmamasini agiklayabilir.

Parasetamol yaklasik olarak aspirin ile esit derecede analjezik etki yapar.
Antipiretik etkisi de onunkine yakin giictedir; fakat aspirinden farkli olarak
antiinflamatuar etkinligi oldukca diisiiktiir ve bu tiir etkinlik gerektiren endikasyonlarda
kullanilmaz. Ancak aniinflamatuar ilaglarin analjezik etkisini artirmak icin onlarla
birlikte kullanilabilir. Parasetamoliin solunum, kardiyovaskiiler sistem ve asit baz
dengesi lizerinde belirgin bir etkisi yoktur. Midede irritasyon ve kanama yapmaz.
Protrombin sentezini pek etkilemez. Plazma proteinlerine fazla baglanmaz. Aspirinin
aksine oral antikoagiilanlarla belirgin bir etkilesme gdstermez.*®

Parasetamol hafif-orta dereceli bas agrisi, miyalji, dogum sonrasi agri gibi ve
aspirinin etkili oldugu diger durumlarda kullamilir. Parasetamol tek basina romatoid
artrit gibi inflamatuar bir hastalikta yetersiz olsa da diger antiinflamatuar ajanlarla
birlikte ek tedavi olarak kullanilabilir. Hafif analjezi igin salisilatlarin gastrointestinal
rahatsizliklara veya alerjik reaksiyonlara yol agtigi durumlarda parasetamol tercih edilen

ilactir. Hemofili veya peptik iilser oykiisii olan hastalarda ve aspirin alimmdan sonra



akut bronkospazm gelisen hastalarda parasetamol tercih edilir. Aspirinden farkli olarak
tirik asit itrahini etkilemez ve iirikoziirik ilaglarin etkinligini azaltmaz ve gut tedavisinde
probenesid ile birlikte kullanilabilir. Viral enfeksiyonu olan ¢ocuklarda aspirine tercih
edilir.*

2.2.3. Farmakokinetik ve Metabolizma

Oral yoldan alindiginda parasetamol miikemmel bir biyoyararlanima sahiptir,
cabuk absorbe edilir ve etkisi erken baslar. Doruk plazma konsantrasyonuna 30 ile 60
dakika iginde erisir. Bir dozdan sonra analjezik etkisi 3-4 saat kadar devam eder. Olagan
dozda eliminasyon yarilanma Omrii 2.4 saattir; non-lineer eliminasyon Kkinetigi
gostermesi nedeniyle asir1 dozda 7.3 saate kadar ¢ikabilir. Gastrointestinal toksisitesinin
diisiikliigli nedeniyle tam dozda, antiinflamatuvar analjeziklerin diisiikk dozlar1 ile
kombine edilebilir.*®

Parasetamol biitiin viicut sivilarima nispeten esit olarak dagilir. Plazma
proteinlerine baglanmasi degisiklik gdsterir fakat diger NSAli'lerden daha azdir, sadece
akut zehirlenme sirasinda karsilasilan konsantrasyonlarda %20 ile %50 oraninda
baglanir. Parasetamoliin terapotik serum konsantrasyonu yaklasik 10-20 pg/mL'dir.

[lacin yaklagtk %2’si direkt olarak atilir. Geri kalam yaklasik %90-95 oraninda
24 saat icerisinde %601 glukuronik asitle, %35' siilfirik asitle ve yaklasik %3l sisteinle
konjuge edilmis olarak idrarla atilir. Cok az miktarda da hidroksillenmis ve
deasetillenmis metabolitleri atilir. Parasetamol kii¢iik bir oranda sitokrom aracili N-
hidroksilasyona ugrar ve son derece reaktif bir ara {iriin olan N-asetil-p-benzokinonimin
(NAPQI)'i olusturur. Bu metabolit normalde glutatyondaki (GSH) siilfidril gruplariyla
reaksiyona girer ve bdylece zararsiz hale getirilebilir ve merkaptiirik asit ve sistein

konjugatlari olarak idrarla atilir. Ancak, yiiksek dozlarda parasetamol alimindan sonra,



bu metabolit hizla olusmaya devam edip hepatik GSH deposunu tiiketir ve yiiksek
dozda goriilen toksik etkilerin olusmasina neden olur.*?

Parasetamol erigkinlere ve adelosanlara agizdan 500-1000 mg dozunda verilir,
gerekirse bu doz 4-6 saatte bir tekrarlanir, giinliikk en yiiksek dozu genellikle 4 g olarak
kabul edilir. Bobrek yetmezligi olanlarda ve alkoliklerde doz azaltilmalidir. Yukarida
belirtilen dozda self-medikasyon i¢in 5-10 giinden fazla kullanilmasi tavsiye edilmez.
Cocuklarda, hepatotoksisite potansiyeli daha diisiik oldugu i¢in kg basina verilen doz
daha yiiksektir; bir defada 10 mg/kg dozunda verilebilir, 6-12 yaslar arasinda bir defalik
dozun 20-30 mg/kg’a cikartilabilecegi Diinya Saglik Orgiitii’niin bir yayiminda
bildirilmistir.** Absorbsiyonu besinler tarafindan azaltilir bu yiizden parasetamol yemek
sirasinda veya yemekten hemen sonra alinirsa biyoyararlanimi belirgin sekilde azalir bu
yiizden a¢ karnina alinmasi Onerilir. Parasetamol oral dozuna esit dozlarda rektal yoldan
da verilebilir.* %

2.2.4. Toksik Etkiler

Terapotik dozlarda alindiginda karaciger enzimlerinde hafif bir artisa yol agabilir
fakat bu durum geri doniistimlii olup ilag kesilince ortadan kalkar. Yiiksek dozlarda bas
donmesi, huzursuzluk ve yonelim bozuklugu yapabilir. Olagan doz alimini takiben
karaciger hasar1 olmadan bdobreklerin zarar gordiigii nadir de olsa bazi vakalara
rastlanmistir. Hemolitik anemi ve methemoglobinemi ¢ok nadir goriilen advers
olaylardir.*® Deride dékiintii ve kasinti ve benzeri alerjik reaksiyonlar ara sira meydana
gelir. Dokiintiiler genellikle eritematéz ya da irtikeryaldir ama bazen de daha ciddi
olabilir, ila¢ atesi ve mukozal lezyonlar ile birlikte bulunabilir. Nadiren nétropeni,
trombositopeni ve pansitopeniye neden olabilir. Renal tiibliler nekroz ve hipoglisemik

koma da nadiren gozlenen toksik etkilerdendir.*?
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Parasetamol asir1 dozda alindiginda oldiiriicii akut karaciger nekrozu yaptigi
bilinen az sayidaki ilaglardan biridir ve ilaca bagh fatal akut karaciger nekrozu
olgularinin en basta gelen nedenidir. Karaciger hasarmin ilk 24 saat icerisinde goriilen
erken donem belirtileri bulanti, kusma ve karin agrisidir. Sarilik ve diger karaciger
yetmezligi belirtileri 2-3 giin sonra ortaya ¢ikmaya baslar. Tek dozda 10 g veya daha
fazla dozda alindiginda belirgin akut karaciger nekrozu olusur. Tek dozda 20 g lizerinde
alinmasi durumunda ise 6liimle sonucglanma olasilig artar. Giinde 5-8 g dozunda birkag
hafta alinmigsa da karaciger nekrozu ve onu takiben 6liim yapabilir.®

Burada hepatotoksik etken, parasetamolden karacigerde olusan bir oksidasyon
{irinii olan NAPQI’dir.** NAPQI hiicresel proteinler ile kovalent baglar olusturabilir, bu
proteinlerin yapilarint ve fonksiyonlarin1 degistirebilir. Bu hiicresel bozukluklar,
kalsiyum ATPaz aktivitesinde azalmaya yol agar ve sitozolik kalsiyum diizeylerinde
artisa yol acar. Hiicresel kalsiyum homeostazinin bozulmasi, hiicrenin gegirgenligini
degistirebilir ve membran biitiinliigiiniin kaybina yol acabilir.*® '

Parasetamol kiigiik bir oranda sitokrom (CYP) aracili N-hidroksilasyona ugrar
ve son derece reaktif bir ara liriin olan NAPQI'® olusturur. Bu metabolit normalde
GSH’daki siilfidril gruplariyla reaksiyona girer ve bdylece zararsiz hale getirilebilir ve
merkaptiirik asit ve sistein konjugatlar1 olarak idrarla atilir. Ancak, yiiksek dozlarda
parasetamol alimindan sonra, bu metabolit hizla olusmaya devam edip hepatik GSH
deposunu tiiketir ve yiiksek dozda goriilen toksik etkilerin olusmasina neden olur.*®
Parasetamoliin yliksek dozda alinmasi sonrasinda; NAPQI miktarinda asir1 artis olur ve
NAPQI detoksifikasyon kapasitesinin disinda kalir. Bu durumda, glutatyon agiga ¢ikan
fazla miktardaki NAPQI molekiilinii baglayamaz. Serbest haldeki NAPQI,
karacigerdeki diger biiylik capli molekiillere kovalent sekilde baglanarak karaciger

dokusunda hasarlanmaya yol agar bu hasar hepatik nekrozla sonuglanir.*® Histolojik
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olarak hepatik nekrozun en fazla P450-MFO (karma fonksiyonlu oksidaz sistemi)
aktivitesinin goriildiigii sentrilobiiler bolgede olustugu bildirilmistir.*

Hepatik, mitokondriyal solunum inhibisyonunda parasetamol ve toksik
metaboliti olan NAPQI’nin etkileri oldugu diistiniilmektedir. NAPQI’nin bazi karaciger
hiicrelerine kovalent olarak baglanmasi ile hepatik mitokondrial solunumun inhibisyonu
gerceklestigi ve olusan bu fonksiyonel yetersizligin, hasar ile iliskili oldugu
gésterilmistir.50 Ayrica NAPQI'nin NADH fonksiyonunu ve siiksinat dehidrogenaz
fonksiyonunu da inhibe ettigi yapilan calismalarda gosterilmistir.>® Yiiksek doz
parasetamole bagli karaciger toksisitesinde homeostasin bozulmasinin da etkili oldugu
diisiiniilmektedir.”* Hiicre i¢i dengenin bozulmasi sonucu hiicre i¢i Ca* birikir ve
kalsiyum artisi ile hiicre 6liimiine neden olan katabolik enzimlerde artis goriiliir. Nitrik
oksit, reaktif oksijenler, lipid peroksidasyonu ve apopitozisin de Kkaraciger
toksisitesinde 6nemli rolii oldugu bilinmektedir.”® ®* Ayrica peroksinitrit tiirleri ve
protein nitratlarmm patofizyolojide onemli rol oynadigi kabul edilmektedir.>
Karacigerdeki GSH depolarinin besin eksikligi veya alkol bagimlilig1 gibi sebepler
dolayisiyla tiikenmesi, zehirlenmeyi kolaylastirir. Kotii beslenme aliskanligi olan
kisilerde ve alkoliklerde, toksik dozdan daha diisiik dozlarin alinmasi bile toksik
etkilerin ortaya ¢ikmasina yol agabilir.>> >

2.3. Parasetamol Toksisitesi

2.3.1. Akut Karaciger YetmezIigi

Akut karaciger yetersizligi, Onceden herhangi bir karaciger hastalig
bulunmaksizin karaciger fonksiyonlarinin aniden ve ciddi bir sekilde bozulmasiyla
karakterize, ensefalopatinin eslik ettigi, potansiyel olarak geri doniisiimlii olabilen ancak

mortalitesi oldukca yiiksek bir klinik sendromdur.
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2.3.2. Klinik Bulgular

Akut karaciger yetmezliginin klinik belirtileri degiskenlik gosterir, hafif
gastrointestinal bozukluktan, halsizlik ve konflizyona kadar uzanan genis bir araligi
vardir.””*® Akut karaciger yetmezligi tamisi igin hasta anamnezi ¢ok 6nemlidir. Fiziksel
muayene kronik karaciger yetmezligi ve ensefalopati varligini saptayip degerlendirmek
icin faydalhdir. Ayrica fiziksel muayene karaciger hasarinin altta yatan sebepleri
hakkinda ipuglar sunabilir.”®®® Akut karaciger yetmezligi baslangigta nonspesifik
semptomlarla kendini gosterir. Bu semptomlar bulantt kusma ve halsizlik gibi
semptomlardir. Bilirubin eliminasyonu bozulur; bu da sarilik seklinde kendini gosterir.
Buna ek olarak, pihtilagsma faktorlerinin azalmis sentezi ve asirt tiiketimi kompleks
koagulopatiye neden olur. Azalmis glikoz sentezi, intraseliiler laktat tiretiminin artig1 ve
laktatin karacigere aliminin azalmasi hipoglisemiye ve metabolik asidoza neden olur.
Bu hipoglisemi bozulmus glukoneogenezin ve dolasgimdaki artmis insiilinin bir
gostergesidir. Akut karaciger yetmezligine sahip hastalarin %30 ila 40'inda bobrek
fonksiyon bozuklugu ve bununla iliskili olarak azotemi ve oligiiri goriiliir. 24 saat
igerisinde hipoglisemi gelisir. °* ®°

Norolojik durum hizla degisebildiginden ve hasta komaya kadar
gidebileceginden hastanin mental durumu dikkatli bir sekilde gozlenmeli ve
degerlendirilmelidir. Serum bilirubin diizeyleri ilk baslarda diisiiktiir bu nedenle sarilik
ilk baslarda belirgin olmayabilir. Ciinkii hastada karaciger hasar1 olmasma ragmen
karaciger fonksiyonlar1 korunmus olabilecegi icin bilirubin seviyesi yiikselmeyebilir.
Karaciger metabolizmasinin yetersizligi nedeniyle serum bilirubin seviyesi daha sonra
yiikselir. Abdominal muayenede karinda hassasiyet gozlenebilir. Hepatositlerin yikimi
hiicresel komponentlerin dolasima ge¢mesine neden olur ve aspartat amino transferaz

(AST), alanin aminotransferaz (ALT) enzim seviyelerinin yiikselmesi kaginilmazdir.

13



Alkalen fosfataz (ALP) seviyesinde daha az bir artis goriiliir. Total bilirubin seviyesi 4
mg/dL diizeyine ulasir. Protrombin zamani (PT) ve Uluslararasi Diizeltme Orani (INR)
seviyelerindeki belirgin artigla ciddi koagiilasyon bozukluklari gozlenir. Karaciger
biyopsisi yapilirsa, histolojik sonuclar steatoz ve hafif inflamatuar infiltrat olmadan
genis sentrizonal nekroz gosterir.®®

Bilirubin ve ALP seviyesindeki orantisiz artig, safra kanallart diizeyindeki
karaciger hasarin1 gosterir. Akut karaciger yetmezligi multisistemiktir ve ndrolojik
bozukluk, hematolojik bozukluklar ve metabolik bozukluklar ile iliskili olabilir.”"*’

Akut parasetamol toksisitesinin klinik bulgular1 alimindan itibaren zamana
dayali olarak 4 asamaya ayrilabilir.

1. Evre (0-24 saat): Istahsizlik, bulanti, kusma, karin agrisi, genel kirklik ve
terleme goriiliir. Laboratuvar sonuglar1 (karaciger fonksiyon testleri gibi) normaldir
veya degerler minimum diizeyde bozulmustur.®®

2. Evre (24-72 saat): Karaciger hasar1 belirgin hale gelmistir. Semptomlar gegici
olarak 1iyilesmistir fakat karacifer tansaminazlarinda yilikselmeler meydana gelir,
bilirubin seviyesi artar ve PT uzar. Hepatomegali goriilebilir. Sag kadranda agr1 baslar
ve bu evrenin sonlarina dogru sarilik goriliir.

3. Evre (72-96 saat veya daha uzun): Hepatotoksisite pik yapar ve karaciger
enzimlerindeki seviyeleri pik yapar. Gastrointestinal semptomlar yeniden baslar veya
daha da kotiilesir. Bu belirtilere halsizlik, sarilik ve konfiizyon, uyku hali veya koma
gibi santral sinir sitemi semptomlart eslik eder. Hepatoseliiler hasar ve 6liim en sik bu
asamada gozlenir. Karaciger fonksiyon testleri maksimum seviyelerine ulagir.'®

Siddetli koagulopati olabilir bundan dolay1r kanama riski ¢ok yiiksektir. Siddetli

hepatoksisitesi olan hastalarin % 25’inde ve akut karaciger yetmezligi olanlarin %
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50’sinden fazlasinda akut tiibiiller nekroz ve dehidrasyondan dolay1r akut bdbrek
yetmezligi goriilebilir.

4. Evre (96 saatten 14 giine kadar): Iyilesme bu evrede gozlenir. Semptomlarin
¢oziilmesi ve karaciger fonksiyon enzimlerinin yavas yavas diizelmesi goézlenir. 3 ay
icerisinde karaciger normal yapisina déner, 0 %70

Akut karaciger toksisitesi gelisen hastalardan %70'i 4. faza girer ve tamamen
iyilesir. Parasetamol zehirlenmesinde tedavi edilmeyen hastalarin %1-2'si Gliimciil
karaciger yetmezligine girer. Doz agiminda herhangi bir miidahale yapilmazsa 4-18 giin
icerisinde 6liim meydana gelir.66’ 69,71

Yiiksek doz parasetamol alan hastalarin yaklasik yarisinda metabolik asidoz
gozlenir. Ik 15 saat igerisinde laktik asit metabolizmasmm inhibisyonuyla ve daha
sonra karaciger fonksiyonunun daha da kotilesip laktik asidin hepatik klerensinin

*  Metabolik asidozun diginda

bozulmasiyla metabolik asidoz meydana gelir.’
hipofosfatemi, hipoglisemi gibi metabolik bozukluklar gbzlenir. Genelde parasetamol
doz asiminda hepatoksisite olsa da olmasa da hipofosfatemi bir isarettir.
Hipofosfateminin derecesi doz asimi hakkinda bilgi verir.® ™

Yiiksek doz parasetamol alan hastalarda, alimdan 4-24 saat sonra kandaki
parasetamol seviyesi Olgiilebilir. Toksite riski Rumack-Matthew nomogram: ile
gosterilebilir. 1975'te gelistirilen bu nomogram sayesinde parasetamol alimindan sonra
gecen saatler ve serum parasetamol diizeyini baz alarak toksisite riski tahmin edilir.”®
Zehirlenme teshisinde en etkili yol kandaki parasetamol seviyesine bakmaktir.

Klinik Bulgu Parametreleri

AST: Eski ad1 Glutamik Oksalasetik Transaminaz, sistemik ad1 Aspartat Amino

Transaminaz'dir. AST nin esas olarak iki tane izoenzimi vardir. Bunlardan anyonik olan

ilki hiicrenin sitoplazmasinda yer alirken, katyonik olan ikinci enzim mitokondrisinde
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bulunur.” Karaciger dokusundaki AST aktivitesinin yaklasik %40-60'1 mitokondrilerde
bulundugundan AST mitokondriye kadar varan hiicre dejenerasyonlarinin
belirleyicisidir.”*"” AST kalp ve iskelet kasi gibi karaciger disindaki diger dokularda da
fazla miktarda bulundugundan hepatoseliiler hasarin spesifik bir belirleyicisi degildir.
Bu dokularda meydana gelen hiicre dejenerasyonlarinda AST’nin serumdaki
konsantrasyonlarinda artiglar meydana gelir.

ALT: Eski adi1 Glutamik Piriivik Asit Transaminaz, sistemik ad1 Alanin Amino
Transferaz (ALT)'dir. Karacigere 6zgii olan ALT hiicrenin sitoplazmasinda bulunur ve
serum ALT aktivitesindeki artis AST'ye gore hepatoseliiler hasarin ¢ok daha iyi bir
gostergesidir. Karaciger fonksiyonlarin1 degerlendirmede en c¢ok kullanilan test
ALT dir.”*"® 78

2.3.3. Parasetamol Toksisitesinde Tedavi

Biitiin zehirlenmelerin tedavisinde oldugu gibi parasetamol zehirlenmesinde de
oncelikle hastanin  havayolu acikligimin  saglanmasi, solunum ve dolasim
fonksiyonlarinin degerlendirilmesi ve desteklenmesi gerekir. Daha sonra gastrik
dekontaminasyon, aktif komiir, barsak irrigasyonu, antidot ve eliminasyon gibi tedavi
uygulamalar1 degerlendirilir.*® Gastrointestinal dekontaminasyon ozellikle siipheli ek
ilaglar i¢in yapilabilir. Benzer sekilde eger hastane laboratuari alim sonrasi 8 saat iginde
parasetamol diizeyini belirleyebilirse klinisyen bunun belirlenmesi igin beklemeli ve
NAC tedavisinin gerekliligini belirlemek i¢in Olgiilen diizeyi nomogram iizerinde
degerlendirmelidir. Aksi halde NAC’1n ilk dozu (eger miimkiinse parasetamol aliminin
8 saati iginde) ampirik sekilde uygulanmalidir. Parasetamol diizeyi belirlendiginde bu
deger ek NAC tedavisinin gerekliligini belirlemek i¢in nomogram iizerinde
degerlendirilmelidir. Son olarak parasetamol alimimnin zamani bilinemeyen hastalar igin

ya da 24 saatten fazla zaman gegen hastalar igin klinisyen gastrointestinal
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dekontaminasyonun gerekli olup olmadigini g6z oniine almalidir. Serum parasetamol
diizeyi ve karaciger fonksiyon testleri (AST, ALT) degerlendirilmelidir. Olgiilebilen bir
serum parasetamol diizeyi hastanin hepatotoksisite gelisimi agisindan risk altinda
olabileceginden siiphelendirir. Zehirlenme durumu serum parasetamol konsantrasyonu
olgtilerek degerlendirilebilir. Alimdan 4 saat sonra seviye 150-200 pg/mL iizerindeyse
karaciger yetmezligi riski buyiiktir. Benzer sekilde yiikselmis AST ve ALT enzimleri
devam eden hepatik toksisite olasiligindan siiphelendirir. NAC tedavisine ihtiya¢ duyan
tiim hastalar tedavi tamamlanana kadar hastaneye yatirilmahdirlar.”®

2.3.3.1. Gastrointestinal Sistem Dekontaminasyonu

Gastrointestinal (GIS) dekontaminasyon toksikolojide en tartismali konulardan
birisidir. Parasetamol zehirlenmesinde ilk olarak barsak dekontaminasyonu akla gelse
de rutin kullanimi tavsiye edilmemektedir. Ipeka surubunun intoksikasyondan sonra 1
saat igerisinde uygulanmasi durumunda etkinligin oldukc¢a azaldiginmi gosteren yayinlar
vardir. 1 saati gegmisse gastrik lavaj yapilir.®® Ayrica ipeka surubunun olusturacag
kusma nedeniyle oral asetil sistein verilecek hastalarda kullanimi kontrendikedir.
intoksikasyonlu olgularda GIS dekontaminasyonunun faydali oldugunu gdsteren
calisma yoktur. Kullanilmasi tavsiye edilmemektedir.®® ® Katartiklerin de tedavide bir
yeri yoktur. Tam barsak irrigasyonu da rutin olarak tavsiye edilmez, ancak uzun siireli
salimml1 ve enterik kapl ilaglarla olan intoksikasyonlar i¢in uygulanabilecegi ifade
edilmektedir.

2.3.3.2. AKktif Komiir ve Oral N-Asetil Sistein

Parasetamol aldig1 bilinen hastalarda 4 saat igerisinde aktif komiir verilmesi,
NAC tedavisinden bile ncelikli ilk basamak tedavi olarak tavsiye edilir.>” % Gastrik
lavaj, ipeka surubu ve oral aktif komiir tedavisini karsilastiran 20 kisilik bir ¢alisma

aktif komiirtin parasetamol seviyesini diger girisimlere gore daha biiyiikk oranda
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diisiirdiigiini gostermistir.®® Oral aktif komiir 1 g/kg dozunda verilir. Aktif komiir ancak
ilk 4 saatte verilmesi durumunda faydalidir ve parasetamol absorbsiyonunu engeller.
Son c¢aligmalar aktif komiiriin parasetamoliin yiiksek doz alimindan sonraki ilk bir saatte
uygulanmasim desteklemektedir.®” ® Bazi goriisler aktif komiiriin N-asetilsistein’in
absorbsiyonunu azaltarak onun antidotal etkinligini azalttigini ileri siirmektedir. Fakat
yapilan hayvan deneylerine gore ve retrospektif klinik ¢aligsmalara gore; aktif komiir ve
NAC kombine tedavisi, tek bagina NAC tedavisine gore esit veya daha fazla etkilidir.
Spiller ve arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alisma, aktif komiiriin oral alinan
asetilsisteinin emilimini azalttigi hipotezini desteklememistir. 122 hasta iizerinde
yapilan calismada hastalara ilk 16 saat iginde 72 saatlik oral asetilsistein tedavisi
baslanilmistir. Bir gruba sadece 140 mg/kg yiikleme dozu, ikinci gruba aynmi doz
asetilsistein ve aktif komiir, tiglincii gruba 235 mg/kg yiikleme dozu ve aktif komiir
verilmistir. Ik grupta %25 hepatotoksisite gelisirken, ikinci grupta %4.9 hepatotoksisite
gelistigi, yiiksek doz asetilsistein verilen grupta ek bir fayda saglanmadigi, aktif kdmiir
ve oral asetilsistein verilme araliginin 2 saatten az ya da fazla olmasinin sonuglari ciddi
olarak etkilemedigi goriilmiistiir.®® Ekins ve Chamberlein calismalarinda aktif komiiriin
asetilsistein absorbsiyonunu azalttigin1 ve birlikte kullanmilacaksa asetilsisteinin %40
oraninda daha yiiksek dozda kullanilmasini 6nermislerdir.®> % Fakat son yillarda
yapilan 97.960 akut parasetamol zehirlenme vakasinin dahil oldugu retrospektif bir
caligmaya gore NAC tedavisine ek olarak aktif komiir verildiginde karaciger hasari
olusan hasta sayis1 ve olim oram azalmistir.*> Parasetamol zehirlenmesi ile gelen
hastalarda yapilan ¢alismalarda mide lavaji sonrasi aktif komiir vermekle, tek basina
aktif komiir verme arasinda fark bulunamamistir. Sadece bir c¢alismada mide lavaji

sonrasi aktif kémiir vermenin faydali olacag: bildirilmistir.%
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2.3.3.3. N-Asetil Sistein

NAC; L-sisteinin amino grubuna asetil eklenmesiyle olusan bir amino asit
tirevidir. Daha ¢ok siilfidril grubu igermesi ve ¢Oziiniirliigliniin daha iyi olmasi
nedeniyle klinikte siklikla kullanilan formdur. 11k olarak 1960’larda mukolitik bir ajan
olarak tamimlanmistir, akut parasetamol zehirlenmesinde koruyucu etkileri daha
sonralar1 ortaya ¢ikarilmstir. % %

NAC oncelikle bronsitli ve Kistik fibrozisli hastalarda, pndmoni, siniizit tedavisi,
kronik obstriiktif akciger hastaliginda (KOAH) mukolitik ilag¢ olarak ve parasetamol
basta olmak flizere g¢esitli ilaglarin olusturdugu hepatotoksisitede antidot olarak
kullanilmaktadir. Ayrica agir metal zehirlenmelerinin tedavisinde, siklofosfamid ve
diger kemoteropatik ajanlarin neden oldugu hemorajik sistit tedavisinde ve romatoid
artrit tedavilerinde yer almaktadir.’® * Sjdgren Sendromu’nda, influenza, hepatit C,
AIDS ve myoklonik epilepside de kullanilabilecegi gosterilmistir.** NAC GSH’in
membran ve hiicre iskeleti biitiinliigliniin saglanmasi, protein ve niikleik asit biyosentezi
ve enzim aktivitesinin diizenlenmesi gibi ¢esitli kritik fizyolojik olaylara
katilmaktadir.®® ¥ Dolayistyla NAC, hiicre i¢ci GSH miktarini artirarak veya potansiyel
toksik ajanlar ile dogrudan reaksiyona girerek spontan konjugasyon ve/veya rediiksiyon
ile hiicresel biitiinliigii koruyabilir.®® ® ® NAC hiicreye girdikten sonra bir GSH
prekiirsorii olan sisteine metabolize olur. Parasetamol toksisitesinin tedavisi ya da
Onlenmesi i¢in ana dayanak NAC tedavisidir ve toksik doz parasetamol aliminda segkin
antidot olarak bilinmektedir.'® Oral NAC 1985°de, intravenéz NAC ise 2004’de
parasetamoliin asir1 alimi1 sonrasi karaciger hasarmni azaltmak i¢in FDA tarafindan

104,102 NJAC’1n birka¢ koruyucu mekanizma aracilign ile etki ettigi

onaylanmustir.
zannedilmektedir. Hepatik toksisiteden sorumlu olan NAPQI’nin detoksifikasyonu igin

GSH’nun yiiksek konsantrasyonlarina ihtiyag vardir ve NAC’1in GSH miktarini artirarak
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NAPQI ile direkt olarak baglanmasimi sagladigi veya NAPQI olusumunu onledigi
diistiniilmektedir. NAC siilfat prekiirsorii olarak da rol oynar ve parasetamoliin siilfat
konjugasyonunu artirarak, siilfat konjugasyon yolunun doymasini énler.** 1% NAC aym
zamanda pozitif inotropik etkilere sahiptir ve antiinflamatuar ve antioksidan olarak
fonksiyon gosterir. NAC lokal nitrik oksit (NO) konsantrasyonunu artirir ve
mikrosirkiilatuar kan akimi {izerinde yaptig1 bu vazodilatér etki ile periferal dokulara
lokal oksijen dagiliminmi artirir. Bu mikrovaskiiler etkiler sayesinde belirlenmis
hepatotoksisite olsa bile mortalite ve morbiditede bir azalma goriiliir. Eger tedaviye
parasetamol alimindan sonraki 8 saat iginde baslanmigsa NAC hepatotoksisite
gelisimini 6nlemede neredeyse %100 etkilidir. NAC tedavisinin baslangici 8 saatten
daha fazla gecikmisse hepatotoksisite gelisme riski artar. Ancak parasetamol alimindan
sonra 24 saat gecse dahi, NAC tedavisi baslandiginda normale gore daha diisiik bir
hepatotoksisite riski vardir. Akut alimi takiben antidodal tedaviye baslama karar1 serum
parasetamol konsantrasyonuna baglidir. Rumack-Matthew nomogrami yardimiyla
alimdan sonra gecen zaman ve parasetamol konsantrasyonu Karsilastirilir, antidodal
tedavi icin karar verilebilir. Nomogram kronik alimlar1 degerlendirmede kullanilmaz.
Kronik bir alimi takiben tedavi karari hepatik transaminaz diizeylerine, parasetamol
konsantrasyonuna ve klinik bulgulara baglidir.**

NAC’in oral olarak 100-600 mg’lik dozunun verilmesinden sonra, emilimi
oldukea hizlidir. intravendz uygulamalardan sonra eliminasyon yar: émrii 2-6 saattir ve
dozun %20-30’u degismeden idrarla atilir.”® NAC oral alimi takiben hizlica absorbe
olan siilfidril gruplar1 igeren bir bilesiktir. Karacigerde deasetile edilir ve disiilfit protein
peptidaz ile birlesir. Zirve plazma seviyesine yaklasik bir saatte ulasir. Biyoyararliligi

%4-10 olmasina ragmen NAC’m oral uygulanimu klinik olarak etkilidir."®* NAC relatif
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sekilde diisik bir dagilim hacmine sahiptir (0.5 L/kg) ve proteinlere %83 oraninda
baglanir.

NAC’1n yan etkileri

Intravendz NAC oral doz kadar etkin oldugu halde daha fazla bir yan etki
profiline sahiptir. Bu yan etkilerin en belirgini anaflaktoid reaksiyondur. Burada
kizariklik, trtiker, Kkasmti, bronkospazm, anjioddem, hipotansiyon ve tasikardi
bulunabilir. Bu reaksiyonlarin yaklasik olarak %1’ inin ciddi olmasma ragmen ¢ogu
hafiftir, semptomatik olarak tedavi edilmelidirler. Astmatik hastalar diger hastalara
gore, yan etkilere daha fazla egilimlidirler. Astmatik hastalarda NAC’a baglh gelisen
bronkospazm, lokal histamin salinimina ya da allerjen tasiflaksinin inhibisyonuna bagli
olarak gelisebilir."® 10 105,106

2.3.3.4. Metionin

Metionin de parasetamol zehirlenmesinde etkili ilaglardan biridir.**" ™ Metionin
transsiilfiirasyon yolagmin prekiirsoriidiir ve bu yolagin son {irtinii GSH’dir. Hiicre ici

GSH’mn yenilenmesi ile etkili olur.**?

Oral olarak kullanilir. Hastaya oral aktif komiir
verilirse veya hastanin kusmalar1 varsa etkinligi azalir. NAC gibi diger hiicre koruyucu
mekanizmalarda rol oynar. NAC tedavisinde oldugu gibi metionin tedavisinde de
parasetamol alimindan sonra on saati gegmisse etkinligi azalir.®®

2.3.3.5. Simetidin

Parasetamol intoksikasyonunda simetidinin koruyucu rolii yillardir tartismalidir.
Toksik metabolit olan NAPQI’'nin olusumunu P450 izoenzimlerinin direkt olarak
inhibisyonu yoluyla azaltir ve hepatotoksisitenin daha az olmasi beklenir. Yapilan
calismalarda bu etkisi gt')sterilmistir.gs’ 113 1997 yilinda yapilan bir ¢alismada NAC ve
simetidin birlikte kullanilmis ve her iki ilacin da hepatoprotektif 6zelliklerinin arttig1 ve

114

aditif etki gosterdikleri goriilmiistiir.™ Bagka calismalarda da simetidinin NAC’a
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alternatif olarak kullanilabilecegi desteklenmistir.™™® Fakat rutin (klinik) uygulamada
simetidin bir ¢ok ilagla istenmeyen farmakokinetik etkilesme gostermesi nedeniyle artik
pek kullanilmamaktadir ve Tiirkiye’de miistahzar1 bulunmamaktadir.**®

2.3.3.6. Diger ilaclar

Alternatif antidot tedavisinde kullanilmak iizere arastirilan bir diger madde olan
metirapon 300 mg/kg dozunda farelere verildiginde parasetamolun hepatotoksik etkisini
ortadan kaldirmakla birlikte kortizol {retimini azalttigi icin kullanilmamaktadir.
Gelistirilen hayvan modelleri ile arastirilan maddelerden bir bagkasi ise fruktozdur.
Sigan, fare, hamster karaciger Kkesitlerinde, izole hepatositlerde, doku kiiltiirlerinde,
mitokondri ve mikrozomda yapilan ¢alismalar fruktozun parasetamoliin olusturdugu
karaciger hasarina kars1 koruyucu oldugunu ortaya koymustur. Bu koruyucu mekanizma
fruktozun glikolitik adenozin-trifosfat (ATP) saglamasina baghdir. Parasetamol
toksisitesinin hiicre Oliimiine neden olan mekanizmasindaki bir kademenin de
mitokondriyal fonksiyonlarin yetmezligi oldugu bilindiginden, fruktozun glikolitik
substrat olma 6zelligi yetmezligi 6nleyerek hiicre oliimiinii engellemektedir. Buna bagh
artan ATP konsantrasyonu ve ATP/ADP oranminin degismesi kompanzasyonu
saglamaktadir. Hiicre hasarinin gelismesindeki onemli etkenlerden birinin de ATP
diizeyindeki disiis oldugu disiiniilmektedir. Diisiik ATP diizeyi kalsiyum pompasina
gereken enerjiyi saglayamadigindan hiicre i¢i Ca*? diizeyinde artis olabilir. Bu da ikincil
olarak membran fosfolipidlerinin pargalanmasimna neden olan fosfolipazlar1 aktive
edebilir.*’

1973 yilinda Mitchell ve arkadaslari ¢alismalarinda GSH’in tiikenmesi ve
parasetamol metabolitlerinin hepatik proteinleri arillemesinin hepatotoksik etkinin
olusmasindaki iki énemli faktér oldugunu ortaya koymuslardir.**® Fakat son zamanlarda

yapilan ¢alismalar hepatik GSH tiiketiminin ve de kovalent baglanmanin tek baslarina
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hasar1 olusturmada etken olmadiklarim, hiicre i¢i Ca*? dengesindeki degisimlerin hasar
olusturmada temel mekanizma oldugunu ileri siirmektedirler. Bu nedenle Ca* kanal
blokerleri parasetamoliin olusturacagi karaciger hasarmi O6nlemek amaci ile
kullanilmaya baglanmistir. Bu amacgla London ve arkadaslar1 ¢alismalarinda CCly
(karbon tetrakloriir), tiyasetamid veya parasetamole maruz kalan si¢anlarda karaciger
harabiyetinin nifedipin veya klorpromazin verilerek énlendigini gostermislerdir. Ca*?
kanal blokerlerini hem maruziyetten dnce hem de sonra uygularnlslardlr.119

Farelerle yapilan ¢alismalarin ilk bulgulari parasetamol aliminmi izleyen 9 saat
icinde de diltiazemin koruyuculugunu siirdiirdiigiinii ortaya koymuslardir. Bu etkinin
Ca*”a bagli hem parankimal hem de parankimal olmayan hiicrelerde saglanan

blokajdan  oldugu diisiiniilmektedir.*?

Diltiazem hem  endotelyal hiicre
konsantrasyonunu hem de kupffer hiicrelerinin aktivasyonunu inhibe edebilir, boylece
parasetamol toksisitesine neden oldugu varsayilan oksijen radikallerinin de a¢iga
cikmasi en aza indirgenebilmektedir.

2.3.3.7. Karaciger Transplantasyonu

Akut karaciger yetmezligi gelistigi takdirde, genel destek tedavisi
uygulamalanin yaninda karaciger transplantasyonu i¢in de hazirliklarin baglamasi
gerekmektedir. Komada olan hastalar mutlaka yogun bakim iinitelerinde takip ve
tedavi edilmelidir. Ensefalopati i¢in, laktuloz ve neomisin siilfat verilmeli ve protein
kisitlanmalidir. fleri karaciger yetmezligindeki hastalar karaciger transplantasyon
adaylaridir, bu hastalarda intrakranial basing takibi serebral 6dem ve herniasyonun
yol acacag hasar1 onlemek igin yapilmalidir. Eger invazif bir girisim gerekiyorsa
veya aktif bir kanama olursa, koagulopati taze donmus plazma ile tedavi
edilmelidir. Hipoglisemi, enfeksiyon, elektrolit bozukluklar1 ve gastrointestinal

1

kanama icin tetikte olunmalidir.®® Parasetamol asir1  dozunda karaciger
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transplantasyonunu diisiindiirecek kriterler asidoz siddetine, koma derecesine, PT
uzunluguna ve serum kreatin diizeylerinin yiikselmesine baghdir. Eger
transplantasyona  karar  verildiyse biran 6nce yapilmalidir.  Karaciger
transplantasyonunda 1 yil sonunda yasam orani %65 olarak bildirilmistir.?

2.4. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa omiirlii,
kararsiz, molekiil agirhigr diisik ve c¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanir. Stabil
molekiillerin dis yoriingesinde biri digerine zit yonde donen elektron ¢iftleri vardir.
Serbest radikaller oldukga reaktiftir, elektron ciftlemek icin diger molekiiller ile
reaksiyona girme egilimindedirler.'?®

Serbest radikaller aerobik hiicre metabolizmasinin bir iiriinii olarak stirekli
tiretilir ve antioksidan savunma mekanizmalari ile dengede tutulurlar. Oksidatif stres,
oksidan, antioksidan dengesinin oksidan lehine bozulmasi olarak tanimlanmaktadir.
Serbest radikallerin omiirleri ¢ok kisa olmasina ragmen protein, lipid ve niikleik asit
gibi makro molekiiller ile etkilesmeleri sonucu, hiicre yap1 ve fonksiyonlarinda énemli
degisikliklere neden olmaktadir. Homeostazisin siirdiiriilebilmesi, antioksidan
kapasitede siirekli yenilenmeyi gerektirmektedir.'?> 124

Biyolojik sistemlerdeki en oOnemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Eslenmemis iki elektronu nedeniyle kararsiz yapida olan molekiiller,
oksijenin rediiklenmesi sonucu siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali
ve singlet oksijen gibi serbest oksijen radikallerini olusturmaktadir.?> '
Serbest radikalleri, oksijen merkezli ve oksijen merkezli olmayan serbest

radikaller olarak siniflandirmak miimkiindiir. Ayrica H,O, gibi radikal olmayan fakat

etkileri ve sonuclar1 sebebiyle kimyasal aktiviteleri yiiksek reaktif oksijen bilesikleri de
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vardr.*?*

Baslica reaktif oksijen bilesikleri; siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit,
hidroksil radikali ve singlet oksijen, nitrik oksit ve azot dioksit gibi bilesiklerdir.

2.4.1. Serbest Radikallerin Etkileri

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu enflamasyon, radyasyon, yaslanma,
normalden yiiksek parsiyel oksijen basinci, ozon ve azot dioksit, kKimyasal maddeler ve
ilaglar gibi bazi uyarilarin etkisiyle artar. Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein,
DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler. Siiperoksit
radikali ve hidroksil radikali sitoplazma, mitokondri, niikleus ve endoplazmik retikulum
membranlarinda lipid peroksidasyonunu baglatir. Membranlarda lipid peroksidasyonu
meydana gelmesi sonucu membran permeabilitesi artar. *2

Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein siilthidril gruplar1 ve diger
amino asit kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside olur.
Serbest oksijen radikallerinin tiim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasar1 olur. Hiicrede
reaktif oksijen tiirlerinin ve serbest radikallerin artist hiicre hasarinin 6nemli bir
nedenidir. Serbest radikaller ii¢ ana hiicresel bilesene saldirarak zarar verirler.'?®

1. Lipitler iizerine etkileri: Lipidler serbest radikallerin etkilerine karst en
hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin
doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon
tirlinleri olustururlar. Serbest radikaller, hiicre membraninin stabilizasyonunu ortadan
kaldirarak, hizl1 hiicre ve doku bozulmalarina neden olurlar. Lipid peroksitleri (LOOH)
yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Bu bilesikler ya hiicre
diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan diffiize olup
hiicrenin diger boliimlerine hasari yayarlar. Ug veya daha fazla cift bag iceren yag
asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit (MDA) meydana gelir. MDA kanda ve

idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii
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olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu
nedenle biyolojik materyalde MDA 6lgiilmesi lipid peroksit seviyelerinin indikatorii
olarak kullanilir.*?® 13

2. Proteinler iizerine etkileri: Proteinler serbest radikallere karsi poliansatiire
yag asitlerinden daha az hassastirlar. Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Serbest radikallerin etkileri sonunda, yapilarinda
fazla sayida disiilfit bagi bulunan proteinlerin tersiyer yapilar1 bozulur, normal
fonksiyonlarini yerine getiremezler. 2

3. DNA iizerine etkileri: DNA molekiilii yeniden sentezlenemeyen ancak
kopyalanabilen bir molekiil oldugundan DNA modifikasyonlar1 mutasyonlara ve
genetik bozukluklara neden olmaktadir. Bu yiizden DNA hasariin ROS ile indiiklenen
hiicresel modifikasyonlarin en ciddisi oldugu diisiiniilmektedir. Iyonize edici
radyasyonla olusan serbest radikaller DN'A'y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve dliime
yol acarlar. 2

2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

ROS olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari onlemek icin birgok
savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan savunma sistemleri”
veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler. Antioksidanlar, endojen kaynakli veya
eksojen kaynakli olabilirler.

2.5.1. Eksojen Antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlart olmak {izere

siniflandirilabilirler. Vitamin E (a-tokoferol), B-karoten, askorbik asit (vitamin C) ve

folik asit (folat) vitamin eksojen antioksidan grubundadarlar.
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flag olarak kullamlan eksojen antioksidanlar ise; ksantin oksidaz inhibitdrleri,
NADPH oksidaz inhibitorleri, rekombinant siiperoksit dismutaz, trolox-C (vitamin E
analogu), endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar, nonenzimatik serbest radikal
toplayicilar, demir redoks dongiisii inhibitorleri, nétrofil adezyon inhibitdrleri,
sitokinler (TNF ve IL-1), barbitiiratlar ve demir selatorleridir.

2.5.2. Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak tiizere iki simnifa
ayrilirlar.

Enzim olan endojen antioksidanlar: Siiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz

(GSH-Px), Glutatyon S-Transferazlar (GST) 4) Katalaz (CAT) 5) Mitokondriyal

sitokrom oksidaz sistemi 6) Hidroperoksidaz

Enzim olmayan endojen antioksidanlar: 1) Melatonin 2) Seruloplazmin 3) Transferrin

4) Miyoglobin 5) Hemoglobin 6) Ferritin 7) Bilirubin 8) Glutatyon 9) Sistein 10)
Metiyonin 11) Urat 12) Laktoferrin 13) Albiimin

Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD, siiperoksit serbest radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
doniistimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir. SOD'un fizyolojik fonksiyonu oksijeni
metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest radikalinin lipid peroksidasyonu gibi
zararl etkilerine karsi korumaktir. SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler
sldiiriilmesinde de rol oynar.***

Katalaz (CAT)
CAT esas olarak peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve mikrozomal

fraksiyonda bulunur. Katalaz hidrojen peroksidi suya ve oksijene pargalar.

Granulomatoz hiicrelerde katalaz, hiicreyi kendi solunumsal patlamasina karst koruma
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islevini de gorir. Hiicrede olusan hidrojen peroksidi hidroksil serbest radikali
olusumunu énlemek i¢in ortadan kaldirir.**

Glutatyon (GSH)

GSH karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ olmadan sentezlenebilen bir tripeptit
olup ¢ok 6nemli bir antioksidandir. GSH serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona
girerek hiicreleri oksidatif hasara karst korur. Hemoglobinin oksitlenerek
methemoglobine donlisiimiiniin engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki
stilthidril (-SH) gruplarimi rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona karsi korur,
boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH yabanci
bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan transportunu da saglar,
eritrositleri, 10kositleri ve goz lensini oksidatif strese karsi korumada hayati dneme
sahiptir.®

2.6. Sitokinler

Lokositler veya diger hiicrelerden iiretilen sitokinler protein veya glikoprotein
yapisinda, bir hiicreden digerine bilgi, sinyal ileten kimyasal haberci molekiillerdir.
Molekiil agirliklar1 6000-60000 dalton arasindadir. Sitokinler, inflamatuar ve immiin
yamtin gelisimi ve diizenlenmesinde hematopoietik hiicrelere aracilik ederler. Ozellikle
immun yanit ve inflamasyonda 6nemli rolleri bulunmaktadir, 1%

[lk baslarda, sitokinlerin kaynaginin sadece lenfositler oldugu diisiiniildiigiinden
sitokinlere lenfokin adi verilmistir. Fakat daha sonra bu faktorlerin monositler
tarafindan da iiretildigi anlagilmis ve monokin ismi de kullanilmaya baslanmustir.
Makrofajlar tarafindan tretilen sitokinlere monokinler, aktive olmus T lenfositleri ve

dogal oldirticii hiicrelerden iretilen sitokinlere lenfokinler, lokositlere etki eden

monokin ve lenfokinlere de interlokin (IL) ad1 verilmistir.'®
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Sitokinler hiicre yiizeyinde yer alan spesifik reseptorlere baglanarak etki
gosterirler.**” Genel olarak sitokinlerin sentezleri yeni gen tranksripsiyonu ile baslatilir.
Bu transkripsiyonel aktivasyon genellikle gegici olup, sitokinleri kodlayan mRNA’lar
stabil degildir. Bu nedenle sitokin salintmi gegicidir ve bir kez sentezlendiginde,
sitokinler hizla salinirlar. Sitokin salinimi kisa, kendini sinirlayan bir durumdur.
Sitokinler depolanamaz bu nedenle ihtiya¢ halinde yeni bir gen transkripsiyonu
gerekmektedir. Transkripsiyon periyodu kisadir. Sonug¢ olarak hizli sentez hizli
salimmla birlikte olur. Sitokinler birbirlerinin sentezini ve/veya salinimini
etkilemektedir.'*®

Cok kiiglik konsantrasyonlarda bile o6zglil reseptorleri ile hedef hiicreye
baglanarak etkilerini gosterebilirler.*® Etkileri, hedef hiicrelerdeki spesifik membran
reseptorlerine baglanmalari ile baslar.**

Sitokinler ¢ok yiiksek biyolojik aktivite gosterirler. Spesifik reseptorii olan
hiicrelerde 107°-10™ mol/L konsantrasyonda bir sitokin birlesmesi duyarli hiicreyi
uyarmak icin yeterli olmaktadir.** Uzerinde sitokinlere 6zgii reseptor bulunan her hiicre
etkilenebilir. Ayrica degisik hiicrelerde sentezlenip, salinan gesitli sitokinler de aym
hiicre {izerinde etki olusturabilir. Bu 6zellige pleiotropizm denir.*** Sitokinlerin etkileri
parakrin (sentezlenen hiicrenin yanindaki hiicrelerin etkilenmesi), otokrin (sentezlenen
hiicrelerin kendi salgisi ile etkilenmesi), endokrin (uzakta bulunan hedef hiicre iizerinde
olusturdugu etki) veya justakrin (bitisik hiicreye etki) seklinde olur. IL—1’de oldugu gibi
hem parakrin hem de otokrin 6zellik gosteren sitokinler de vardir.'*

Hedef hiicrelerin biiyiime, farklilagsma ve fonksiyonlar1 lizerine etki gdosterirler.
Farkli dokular tarafindan tretilen ayni sitokinler bazi dokularda birbirleriyle sinerjik
etki goOsterebilirken, bazi dokularda antagonist etki de gosterebilmekte ve birbirlerini

inhibe edebilmektedirler. Giiniimiizde artik ayni1 gérevin birden ¢ok sitokin tarafindan
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yapilabildigi, ancak ¢ok az sayida sitokinin temel hiicresel fonksiyonlarin bir kisminda
tek basina fonksiyon gordiigii bilinmektedir.**?

Sitokinlerin immiin yanitin diizenlenmesi, inflamasyon, hematopoez ve yara
iyilesmesi gibi genel sistemik reaksiyonlarda Onemli rolleri vardir. Sitokinlerin
embriyogenez ve organ gelisimlerinde, noéroimmiinolojik, noéroendokrinolojik
sireclerde anahtar rolleri bulunmaktadir. Mitoz, farklilasma, hiicre gogleri, hiicre
yasami ve hiicre oliimii olaylarinda da diizenleyici gorevleri vardir.'** Sistemik
olaylarda ve hiicreler arasi etkilesimlerdeki anahtar rolleri nedeni ile kanser, allerji ve
hematopoietik  hastaliklar, transplantasyonda ve genel immiinostimiilasyonda
rekombinant sitokinler ve sitokin reseptorlerinden yararlanilmaktadir. Sitokinlerin
Sl¢iimiinde biyolojik ve immiin l¢iim yéntemleri kullanilmaktadir.**®

2.6.1. Sitokinlerin Smmiflandirilmasi

Temel etkilerine gore sitokinler *°

1) Dogal immiiniteye aracilik eden sitokinler:**°

- Tip I interferonlar (IFN)

- Tiimor nekrotizan faktor (TNF)
- Interlokin-1 (IL-1)

- Interldkin-6 (IL-6)

- Kemokinler

2) Lenfosit aktivasyonu, biiviime, diferansiasyon regiilatorleri olarak T

lenfositlerinin 6zel antijenleri tanimalarina yaniti temin eden sitokinler:**°

- Interlokin-2 (IL-2) ( T-hiicresi bilyiime faktorii )
- Interlokin-4 (IL-4) (IgE sentez regiilatorii )

- Transforming biiylime faktorii- p (TGF-p)
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3) Bagisiklik araciligiyvla enflamasyonu diizenleyen sitokinler:**®

Bu grup sitokinler antijenle uyarilmis CD4 + ve CD8 + T lenfositler tarafindan
uyarilirlar ve enflamatuar Iokositleri aktive ederler. Bu hiicrelerin T hiicresi
regililasyonuna girmesini saglarlar.

- Interferon y (IFN-y) (Mononiikleer fagositlerin birincil aktivatorii)

- Lenfotoksin (LT) (Notrofil aktivatorii)

- Interldkin 10 (IL-10) (Mononiikleer fagositlerinnegatif regiilatdrii)

- Interldkin-5 (IL-5) (Eosinofil aktivatorii)

- Interldkin-12 (IL-12) (Naturel Killer (NK) ve T hiicre stimiilatorii)

4) Immatiir l6kosit biiviime ve farklilasmasina aracilik eden mediatorler:**

- C-kit-ligand

- Interldkin-3 (Koloni stimiile eden faktdr)

- Granulosit-makrofaj koloni stimulator faktér (GMCSF)

- Monosit-makrofaj koloni uyaran faktér (M-CSF)

- Granulosit koloni stimiilator faktor (G-CSF)

- Interlokin-7 (IL-7)

- Interldkin-9 (IL-9)

- Interldkin-11 (IL-11)

2.6.2. Tiimor Nekrozis Faktor (TNF)

TNF-a gram negatif bakteriler ve diger infeksiyon ajanlarina karsi gelisen akut
inflamatuvar yanitin temel mediatoridiir. TNF-o aktive olmus monositler ve
makrofajlar tarafindan salgilanan proinflamatuar bir sitokin olup kasektin olarak da
bilinir. T hiicreleri, dogal katil (NK) hiicreler ve notrofiller de dahil olmak tizere

inflamatuar yanitta gorev alan c¢esitli hiicre tipleri tarafindan da salgilanir.
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Sentezlenmesi ¢esitli uyarimlarla indiiklenmektedir, bakteri, protozoa ve bazi timor
hiicreleri gerekli uyarimi yapabilirler.*®

Insan TNF’si nonglikolize bir transmembran protein olup, molekiil agirligi 17
kDa’drr. ki gesit TNF vardir; bunlar, genellikle aktif makrofajlardan salinan TNF-a
(orijinal olarak kasektin de denir) ile aktif T hiicrelerinden salinan TNF-§
(Lenfotoksin)’dir, 16149

TNF siiper ailesi TNF-o, lenfotoksin-a (LT-o or TNF-B), CD40 ligand, Fas
ligand ve diger baz1 proteinleri igerir. Normalde TNF-o. monomerik tip 2 transmembran
prekiirsor protein (tmTNF) olarak 26 kDa molekiiler agirlikta bir protein olarak iiretilir.
Daha sonra TNF-o doniistiiriicii enzim tarafindan (TACE) boliniir ve 17 kDa molekiil
agirhiginda ¢oziinebilen bir sitokine (STNF) doniisiir. TNF-a, 55 kDa TNF reseptor 1
(TNFR1) ve 75 kDa TNF reseptor 2 (TNFR2) olmak {izere 2 farkli reseptoriin hiicre
yiizeyine baglanarak etki gosterir.">® Akut travmaya yamt olarak TNF-o salmimi hizli
ve kisa siirelidir. Endotoksin uyarisi ile akut inflamatuvar yanit gelisimini taklit eden
deneylerde TNF’nin monofazik bir egri izledigi, 90 dakikada pik yapip 4 saat i¢inde
olglilemeyecek diizeye indigi saptanmustir. Yar1 omrii 15-18 dakika olmasina ragmen,
TNF-a’nin kisa siireli ortamda bulunmasi bile 6nemli metabolik ve hemodinamik
degisikliklerin gelismesine ve dongliniin ileri kismindaki sitokinlerin aktive olmasina
neden olur. TNF-a, reseptorlerinin ayn1 zamanda birgok yerde mevcut olma yetenegine
bagli, multipl sinyal liretim mekanizmalarin1 aktive etme yetenegi ve ¢cok genis sayida
genin ekspresyon indiikleme veya baskilama yeteneginden dolayr ileri derecede
pleiotropik bir sitokindir.

TNF-o’nin  biyolojik  fonksiyonlar1 konsantrasyonuna baglhidir. Diisiik
konsantrasyonlarda etkisi lokaldir. TNF-a, damar endotelinde bazi adhezyon

molekiillerinin ortaya c¢ikmasina yol agar. Adhezyon molekiilleri endotelin 6nce
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notrofiller daha sonra da mononiikleer 16kositler i¢in yapiskan olmasini saglar. Bdylece
inflamatuar reaksiyondan sorumlu hiicreler infeksiyon sahasina toplamir. TNF-a,
notrofil, eozinofil ve mononiikleer fagositlerin mikroorganizmalar1 dldiirmesini aktive
eder, mononiikleer fagositler ve diger bazi hiicrelerin inflamatuar yanitta dnemli rolleri
olan IL-1, IL-6, TNF-a ve kemokin gibi sitokinlerin iiretimini uyarir.™®* Hipotalamusu
uyararak IL-1 araciligiyla ates olusmasma neden olur ve endojen pirojen olarak etki
ederek atesi yiikseltir. Atesin TNF-o ve IL-1’e yanit olarak yiikselmesi sitokinle
uyarilmis hipotalamus hiicreleri tarafindan arttirilan prostaglandin E2 senteziyle olur.
TNF-a, IL-6 ile birlikte sinerjik etki gosterir. TNF-a, viruslara karsi interferon benzeri
koruyucu etki gosterir. TNF-o’nin bu etkileri mikroplara karst verilen inflamatuar
yanitta oldukca 6nemlidir.**> TNF-a, mononiikleer fagosit ve vaskiiler endotelin IL-1 ve
IL-6, hepatositlerin ise akut faz proteinlerini sentezlemesini uyarir. Akut faz proteinleri,
organizmada bir doku hasar1 ve inflamasyon oldugu zaman plazma diizeyleri degisiklik
gosteren proteinlerdir. Bunlardan C-reaktif protein, serum amiloid-A, alfa-2
makroglobulin, fibrinojen, seruloplazmin, ferritin, komplemankomponent-3 gibi
bazilarinin sentezini artirirken alblimin, transferrin gibi bazilarininkini diisiiriir. TNF -,
damar endotelinin prokoagiilan ve antikoagiilan fonksiyonlarinda degisiklikler yaparak
pihtilagsma sistemini aktive eder. Uzun siire verildiginde, deney hayvanlarinda kemik
iliginde kok hiicre boliinmesini baskilayarak lenfopeni, immiin yetmezlik ve kaseksi
gelismesine yol agabilir. TNF-o neoplastik doku yikimi da dahil olmak {izere, timore
baglh lokal ve sistemik bazi etkilerden sorumludur.™®

Timor hiicrelerinin TNF-o ile oldiirilmeleri, makrofajlarin dogrudan, tiimor
hiicreleri ile bir kisim bakteri iiriinii veya lipopolisakkarit (LPS) ile uyarimi sonucu
gerceklesir. Hayvan viicudunda makrofaj ve sitotoksik T hiicrelerin tiimdridal

aktivitelerinin ¢ogunda TNF-o etkili olmaktadir. Bununla beraber TNF-a biitiin
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timorler igin etkili olamaz, baz1 tiimorler TNF-a 'ya duyarli degildir. TNF-a etkisi ile
timorlerin nekrozu, dogrudan tiimér hiicrelere etkileme ile degil, muhtemelen timor
dokularinin damarlanmasini zedeleyerek etki eder ve nekroz olusur.

TNF-a ayrica, stres sirasindaki adale katabolizmasi ve kaseksi {lizerinde de
onemli etkileri olan bir sitokindir. Iskelet kas hiicresinden mobilize olan aminoasitleri
hepatik dolasimdaki santlar araciligiyla enerji metabolizmasinda kullanirlar. TNF-a’nin
diger fonksiyonlar1 arasinda; koagiilasyonu aktivasyonu, PGE,, platelet aktive edici
faktor (PAF), glukokortikoidler ve eikozanoidlerin saliiminin arttirilmast sayilabilir.*2

TNF-a yiiksek konsantrasyonlarda ¢ok ciddi etkilere sebep olabilmektedir. Ciddi
infeksiyonlarda TNF-a fazla miktarda yapilir, sistemik ve patolojik olaylara neden olur.
Asir1 miktarda TNF-o salinimi dolasim yetmezligi ve dissemine intravaskiiler
koagiilasyon ile olime sebep olabilir."®* Yani TNF-a, septik ve endotoksik sokun
onemli bir mediatoridiir. Yiksek diizeyde inflizyonu oliimciildiir ve sok benzeri bir
sendrom olusturur. Yiiksek konsantrasyonlarda, myokard kasilabilirligini azaltarak,
damar diiz kaslarim1 gevseterek, intravaskiiler koagiilasyona neden olarak doku
perflizyonunu azaltir. Ayrica yiikksek konsantrasyonlarda TNF-o agir metabolik
bozukluklara neden olabilir. TNF o’nin birgok fizyolojik etkisi IFN-y tarafindan artirilir.

Bu etki; TNF-a reseptor sayismin IFN-y ile uyarilarak arttirilmasi ile saglanabilir. ¢ 242

153, 154

2.6.3. Karaciger Toksisitesinde TNF-a

Kupffer hiicreleri karacigerin makrofajlar1 olup, karaciger sintizoidleri igerisinde
degisik sekil ve yerlesimde bulunabilirler.”® Kupffer hiicreleri biiyiikk endotoksinleri
elimine edebilme kapasitesine sahiptirler. Endotoksinler kismi hepatektomiden sonra
kupffer hiicrelerini aktive ederek sistemik komplikasyonlarin gelismesinde énemli rol

oynarlar. Kupffer hiicreleri bir kere aktif hale getirildikten sonra, TNF-a, IL-1p, IL-6 ve
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IL-8 gibi proinflamatuar sitokinlerin salmimini baslatirlar. Bu sitokinler sistemik
inflamatuar cevabin olusmasina ve endotelyal hiicreler, plateletler, monositler,
makrofajlar ve polimorfonuklear hiicrelerin aktive olmasina neden olurlar.

Son zamanlarda, kupffer hiicrelerinin **°*%®

ve iki proinflamatuar mediator olan
TNF-o ve IL-lo’nin®® parasetamoliin neden oldugu karaciger toksisitesindeki rolii
arastirilmistir. Laskin ve arkadaslar1 parasetamol verilen hepatositlerin kupffer hiicreleri
icin aktive edici faktorler salgiladigini ve bu hepatositlerin daha sonra nekrotik olan
alanlarla iliskili oldugunu gostermislerdir.™®® TNF-o ve IL-la aktive olan kupffer
hiicreleri tarafindan iretilir ve ayrica reaktif oksijen iriinleri gibi diger iirtinlere ek
olarak inflamatuar cevapta merkezi bir role sahip olabilir. Her iki sitokinin de nétrofil

60, 181 pstrofillerin endotel hiicrelere alinmasi ve

ve endotel hiicre aktivasyonu®
baglanmasi ve ayrica diger sitokinlerin ve reaktif oksijen tiirlerinin tiretiminin
uyarilmasi'® gibi bir¢ok biyolojik etkisi ve hiicre hedefi vardir. Yakin zamanlarda,
Blazka M.E. ve arkadaslar1 TNF-a ve IL-1a'nin parasetamol ile indiiklenen hasara karsi
bir yanit olarak iiretildigini ve bu sitokinlerin her ikisinin de selektif nétralizasyonunun
parasetamol intoksikasyonuna karst olusan hepatik patofizyolojik  cevabi
degistirebilecegini gés‘[ermislerdir.19

TNF-a Inhibitorleri

o Etanercept

o Infliximab

o Adalimumab

o Golimumab

o Certolizumab

o Lenercept

o Daclizumab

35



o Alefacept
o Efalizumab
o Rituksimab
2.7. Infliksimab
Infliksimab (Remicade®), monoklonal antikor yapisinda bir TNF antagonisti
olup, TNF-a’ya yiiksek bir affinite ve 6zgiinliik ile baglanmaktadir. Infliksimab flimerik
yapidadir ve Fc bélgesi insan protein yapisinda iken, Fab bélgesi fare kokenlidir.'®
Spesifik olmayan antiinflamatuar ve immiinsupresant ajanlarin aksine,
infliksimab inflamasyon siirecinde onemli bir adimi hedef alan keskin bir nisanci
gibidir. TNF-o’nin biyolojik fonksiyonlarimt T hiicreleri ve diger immun kokenli
hiicrelerin dis membranlarinda bulunan sTNF-o ve tmTNF-a’ya baglanarak veya TNF-
o’nin reseptorlerine baglanmasina engel olarak baskilar. Ayrica infliksimabin
inflamatuar siireglerde yer alan hiicrelerin lizisine yol agma etkisi de vardir.*®
infliksimab ankilozan spondilit, Crohn Hastaligi, cocukluk ¢agi Crohn hastaligi,
psoriasis, psoriatik artrit, romatid artrit ve tlseratif kolit hastaliklarinda kullanimi igin
FDA tarafindan onay almis bulunmaktadir. Ayrica Behget hastaligi gibi farkli
endikasyonlarda kullanimi1 ile de basarili sonuglar alindigim bildiren yayinlar
mevcuttur, 168
2.7.1. Kimyasal Yapisi ve Etki Mekanizmasi
Infliksimab (Remicade®), ortalama molekiil agirhigi 149.100 Dalton olan
simerik fare insan IgG1x monoklonal antikorudur. Infliksimab, devamli perfiizyon ile
tiretilmis rekombinant hiicre serisi tarafindan tiretilir ve viriislerin inaktivasyonu ve
arindirilmasini igeren bir seri basamak ile saflastirilir. Fc bolgesi insan protein yapisinda

iken, Fab bolgesi fare kokenlidir.
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Infliksimab TNF-a’nin hem soliibl hemde transmembranéz formlarina yiiksek
affinite ile baglanir boylece reseptorlerinin TNF-o’ya baglanmasint inhibe ederek
etkisini nétralize eder.®*™ TNF-B (lenfotoksin-a)’ya baglanmaz. TNF-a blokaji
nedeniyle IL-1 ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin diizeyini azaltir, endotelyal
hiicre gegirgenligini inhibe ederek 16kosit goglinii Onler, 16kosit ve endotelyal
hiicrelerden adezyon molekiillerinin sentezini inhibe eder ve noétrofil ile eozinofil
aktivasyonunu engeller. infliksimab; fibroblast, endotel hiicreleri, nétrofiller, T ve B
lenfositler ve epitelyal hiicrelerin bioaktivitesini inhibe eder. Crohn hastaliginda kolon
duvarinda, romatoid atrtitte eklem boslugunda inflamatuvar hiicreleri azalttigi

gosterilmistir.

2.7.2. Farmakolojik Ozellikleri

1-20 mg/kg dozunda, doza bagimli olarak etki gosterir. Kronik vendz yetmezlige
bagli cilt tilserlerinin 10 mg/ml dozunda topikal infliksimab tedavisine iyi cevap verdigi
bildirilmistir.}”* TNF-a inhibisyonu farelerde iskemik retinopatide neovaskiilarizasyonu
azaltir.'”® Anti vaskiiler endoteliyal bityiime faktérii ilaglara cevapsiz neovaskiiler yasa
bagli makula dejenerasyonunda tekrarlayan intravitreal infliksimab enjeksiyonu ile
hastalarda diizelme goriilmiistir.""

Yiiksek doz sistemik steroid tedavisine cevapsiz periferik tlseratif keratitli yash
bir hastada tekrarlayan intravendz infliksimab tedavisi ile {lserin iyilestigi
bildirilmistir.'”® Yine Mooren iilserli tekrarlayan korneal perforasyonlar gelisen,
konvansiyel immiinsupresyon tedavisine cevapsiz bir hastada intravendz infliksimab
tedavisi ile basar1 saglandigi goriilmiistiir.’® Bunun gibi direngli korneal inflamatuvar
hastaliklarda intravenoz infliksimab ile basarili sonuglar alindigim bildiren simirh sayida

olgu sunumlar1 bulunmaktadir.
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2.7.3. Farmakokinetik ve Metabolizma

[lacin intravenoz uygulama dozu 5 mg/kg olup, ilag¢ piyasada 100 mg liyofilize
toz halinde bulunmaktadir. Intravendz infuzyon olarak uygulamr. Sadece vaskiiler
kompartmanda dagilir. Infliksimab 0, 2, ve 6. haftalardaki yiikleme dozlarindan sonra 8
haftada bir idame tedavisi seklinde uygulanmaktadir. Toz halindeki ajanin ¢oziildiikten
sonra 250 ml’lik serum fizyolojik igerisinde tatbiki onerilmektedir. Hazirlanan ilacin 3
saat igerisinde uygulanmasi gereklidir.'®® Tek doz infliksimab enjeksiyonunun 118
pug/ml’lik serum konsantrasyon diizeyi yarattifi ve ortalama yarilanma omriiniin 8.5-9
giin oldugu bildirilmistir. intravendz olarak 3-20 mg/kg dozlar1 arasinda uygulanan doz
ile serum konsantrasyonu arasinda lineer bir iliski vardir. Doza bagimli maksimum
konsantrasyonu 5 mg/kg infliksimab inflizyonunu takiben 118 pg/mL (Cmax) olarak
saptanmustir. Dolasimdan temizlenmesi 10 mL/h hizindadir. 12 hafta sonrasinda kanda
saptanamayacak kadar diisiik konsantrasyondadir. Ancak 10 mg/kg intravendz
konsantrasyonda beklenen terapotik konsantrasyon daha uzun siire etkiyi saglar. Dort ya
da sekiz haftalik tedavi araliklarinda 3 mg/kg veya 10 mg/kg dozlarinda sistemik
birikim goriilmemistir.

2.7.4. Yan Etkiler

Infliksimab inflizyonuna bagli reaksiyonlar gézlenebilir. infliksimab inflizyonu
esnasinda veya iki saat i¢inde goriilen bu reaksiyonlar genellikle hafif-orta siddetteki
reaksiyonlardir ve medikal tedavi ya da inflizyonun kesilmesi ile ortadan kalkar.

Infliksimab infiizyonundan sonra bir iki saat icinde reaksiyon goriilme orani
%22 olarak bildirilmistir. Bu reaksiyonlar bas agrisi, bulanti, ates ve titreme (%3),
kasint1 ve irtiker (< %]1) veya irtiker/kasint1 ve kardiyopulmoner belirtilerin (gogiis
agrisi, hipotansiyon, hipertansiyon ve nefes darligl) birlikte goriilmesidir (%]1).

Anafilaksi, nobetler, eritematéz ras ve hipotansiyon gibi yasami tehdit eden
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reaksiyonlar %1 ’den daha az oranda gozlenmistir.!’”” infliksimab infiizyonu sonrasinda
tiiberkiiloz, sepsis ve retrofarengeal apse gibi ciddi infeksiyonlar gelisebilmektedir.
Buna ek olarak koksidioidomikozis, kriptokokal pnomoni ve aspergillus
fumigatus’a bagl invaziv pulmoner aspergillozis gibi invaziv fungal infeksiyonlar ve
pneumocystis carinii pnémonisi gelisebildigi bildirilmistir.'™ ' Gebelik kategorisi

C’dir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

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

3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu c¢alismamizda Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi (ATADEM) biinyesindeki deneysel hayvan laboratuarindan temin edilen
toplam 56 adet ve agirliklar1 200-215 gram arasinda degisen Sprague Dawley cinsi disi
sigan kullanildi. Deney siiresince, si¢anlara yeteri kadar (ad libitum) su ve pellet yem
verildi. Hayvanlar deney Oncesi gruplar halinde laboratuvarda normal oda sicakliginda
(22°C) barindirild: ve beslendi. Calismamizin biitiin asamalarinin etik kurallara uygun
oldugu “Atatiirk Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigii Etik Kurulu”
tarafindan verilen 11 May1s 2012 tarihli ve B.30.2.ATA.0.A1./00.00/1226 sayili yazi1 ile
ve “Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (AUHADYEK)”
tarafindan verilen 26 Ekim 2011 tarihli ve B.30.2.ATA.023.85-113 sayili yaz ile
onaylanmustir.

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler
Parasetamol (Doga Ilag Hammaddeleri Ticaret Ltd. Sti.): Calismada her rat icin, 2 ml
PBS (fosfat tampon soliisyonu) i¢inde %1 lik CMC (Karboksimetilseliiloz) ve 2 gr
parasetamol ¢oziilerek hafif sicaklikta karistirilarak hazirlandi.
Infliksimab (REMICADE® 100 mg Konsantre i.v. Infiizyon, Schering Plough Tibbi
Uriinler Ticaret A.S.): Remicade flakonu 10 ml injeksiyonluk su ile her mililitresi 10

mg infliksimab igerecek sekilde hazirlandi.
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N-Asetil Sistein (NAC): Calismada, her rat i¢in 2 ml %0,9’luk NaCl ¢ozeltisinde 600

mg tek tablet NAC ¢oziilerek hazirlandi.

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

verildi.

3.1.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Deneyler esnasinda kullanilan tiim aletler asagida gosterilmistir.

Cihazlar

ELISA Okuyucu
Mikroplate Yikayici
Santrifiij (Sogutmali)
pH Metre

Manyetik Karigtirici
Doku Homojenizatorii
Hassas Terazi

Etiiv

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 11 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 Plam

Calismada, 7 deney grubu ve bir kontrol grubu olmak tizere toplam 8 grup
olusturuldu. Her bir grupta 7 adet olmak tizere toplam 56 adet sigan kullanildi. Deney
Oncesi tiim gruplar 24 saat a¢ birakildi. Deney plani, Tablo 3.1'de verilmistir.
Ag kalan hayvanlar asagidaki gruplarda belirtilen deney protokollerine alindi:
Grup I (Saghkh): 2 ml PBS (% 1’lik CMC igeren), oral gavaj ile oral yoldan verildi.
Grup Il (PARA): 2 g/kg dozunda 2 ml parasetamol ¢ozeltisi gavaj ile oral yoldan
verildi.
Grup 111 (NAC+PARA): 140 mg/kg NAC oral yoldan verildikten 1 saat sonra 2 g/kg
dozunda 2 ml parasetamol ¢ozeltisi gavaj ile oral yoldan verildi. Parasetamol verildikten
12 saat sonra tekrar ayn1 dozda NAC uygulandi.
Grup 1V (IFX 3mg/kg+PARA): 3 mg/kg infliksimab i.p. yoldan verildikten 1 saat
sonra 2 g/kg dozunda 2 ml parasetamol ¢ozeltisi, gavaj ile oral yoldan verildi.
Parasetamol verildikten 12 saat sonra tekrar ayn1 dozda infliksimab uygulandi.
Grup V (IFX 5mg/kg+PARA): 5 mg/kg infliksimab i.p. yoldan verildikten 1 saat
sonra 2 g/kg dozunda 2 ml parasetamol c¢ozeltisi gavaj ile oral yoldan verildi.
Parasetamol verildikten 12 saat sonra tekrar ayni dozda infliksimab uygulandu.
Grup VI (IFX 7mg/kg+PARA): 7 mg/kg infliksimab i.p. yoldan verildikten 1 saat
sonra 2 g/kg dozunda 2 ml parasetamol c¢ozeltisi gavaj ile oral yoldan verildi.
Parasetamol verildikten 12 saat sonra tekrar ayni dozda infliksimab uygulandi.
Grup VIl (Sag-1FX 7mg/kg): 7 mg/kg infliksimab i.p. yoldan verildi. 12 saat sonra
tekrar ayni1 dozda infliksimab uygulandi.
Grup VIII (Sag-NAC 140mg/kg): 140 mg/kg NAC oral yoldan verildi. 12 saat sonra

tekrar ayn1 dozda NAC uyguland:.
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Calismada uygulanan biitiin parasetamol dozlari, ilgili literatiire gore
belirlenmistir.’®” '8 Parasetamol uygulamasindan 4 saat sonra tim gruptaki ratlara
deney sonuna kadar yeteri kadar (ad libitum) su ve pellet yem verildi.

Tablo 3.1. Deney Plani

Gruplar Hayvan sayisi Tedavi Doz
I 7 SAG 2 ml PBS
Il 7 PARA 2g/kg
1 7 NAC+PARA 140 mg (2 doz) / kg+2 g/kg
v 7 IFX+PARA 3 mg (2 doz) / kg+2 g/kg
\ 7 IFX+PARA 5 mg (2 doz) / kg+2 g/kg
VI 7 IFX+PARA 7 mg (2 doz) / kg+2 g/kg
Wil 7 SAG-IFX 7 mg/kg (2 doz)
Vil 7 SAG-NAC 140 mg (2 doz)

***%§AG: Saglikli, PARA: Parasetamol, NAC: N-asetil sistein, IFX: Infliksimab.

Tiim gruplara parasetamol uygulamasindan 24 saat sonra 50 mg/kg dozda
tiopental ile 6tenazi uygulanarak deney sonlandirildi. Tiim gruplardaki hayvanlarin kan
ornekleri topland1 ve karacigerleri alindi. Alinan karacigerin bir kism1 biyokimyasal
analiz i¢in ayrildi ve -80 °C’de saklandi. Karacigerin geri kalan kismu ise, histopatolojik
calisma i¢in %4'liik notral formaldehit ¢ozeltisine konularak tespit edildi. Toplanan
kanlar -80 °C dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.2. Histolojik Cahsmalar

3.2.2.1. Isik Mikroskobik Islemler

Konvansiyonel 1stk mikroskobu islemlerinin tiimii Atatiirk Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuarlarinda ve Atatiirk

Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Laboratuarlarinda gergeklestirilmistir.
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Parafin Kesitlerde Konvansiyonel Isik Mikroskop

Tim gruplardaki sicanlardan alinan karaciger dokularina kod numaralari

verilerek i¢inde %4’liikk formaldehit igeren siselere birakildi ve asagida belirtilen sirasi

ile doku takip islemlerine gecildi.

1.

2.

9.

Akarsuda yikama (giin boyu)

%70’lik alkolde (Merck) ® 1 gece bekletme

. %80’1ik alkolde 1 saat bekletme
. %96’k alkolde 1 saat bekletme
. %96°lik alkolde 1 saat bekletme
. %100’liik alkolde 1 saat bekletme
. %100’lik alkolde 1 saat bekletme

. Ksilende (Merck)®10 dakika bekletme

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 Clik 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. ki ayr1 %96 lik alkol serisinde (5 dakika) bekletme

4. %80’1ik alkol (10 dakika) bekletme
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(62}

. Cesme suyunda yikama
6. Hemotoksilen boyasinda (1 dakika) bekletme
7. Asit-alkol karisimina batirilip ¢ikarma
8. Eozin soliisyonunda (1 dakika) bekletme
9. Suda (1 dakika) yikama
10. %80°1ik alkolde (10 dakika) bekletme
11. ki ayr1 %96’ lik alkol serisinde (10 dakika) bekletme
12. Ksilol serilerinde (20 dakika) bekletme
13. Entellan ile kapatma islemi
Incelemeye hazir hale gelen kesitler, Olympus BH 40 marka kamera atagmanli
1s1k mikroskobu altinda incelenerek ilgili tim gruplara ait fotograflar ¢ekildi.
3.2.3. immunohistokimyasal Calisma
3.2.3.1. Parafin Kesitlerde Immiinohistokimyasal Isik Mikroskop
Konvansiyonel 151tk mikroskobik inceleme ic¢in parafine gomiilen dokulardan
yine mikrotom (Leica RM2125RT) ile 5 pm’lik kesitler polilizinli cam lamlar {izerine
alindiktan sonra asagida siralanan islemlere tabi tutularak TNF receptor 1 antibody
boyama islemi ger¢eklestirildi.

1. 48°C’lik etiivde 1 gece bekletme

N

. 3 degisik ksilolde 5 er dakika bekletme

3. Sirasiyla, absolute, %96 ve %80’lik alkolde 5’er dakika bekletme

4. Distile suda 5 dakika yikama

5. pH=6 citrat buffer soliisyonu ile mikro dalga firinda 5*3 (15 dakika) antijen
retrieval islemi

6. 20 dakika oda 1sisinda bekletme

7. 5 dakika PBS’de yikama
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8. 15 dakika %3 liik hidrojen peroksidazda bekletme
9. 5 dakika PBS’de yikama

10. TNF-a soliisyonunda 60 dakika bekletme

11. 5 dakika PBS’de yikama

12. Converter-POD soliisyonunda 30 dakika yikama

13. 5 dakika PBS’de yikama

14. DAB-Kromojen’de 7 dakika bekletme

15. Distile suda iyice yikama

16. Mayer's hematoksilende 10 saniye zit boyama islemi

17. Su bazli kapatma soliisyonu ile kapatma

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

3.2.4. Biyokimyasal Caliymalar

3.2.4.1. Karaciger Dokusunda Yapilan Analizler

Makroskopik analizlerden sonra, rat dokulart -86 ‘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 santriflij edildi. Biyokimyasal
calismalar igin her siipernatanttan SOD, MDA ve GSH seviyeleri sirasiyla 6zellikle rat
dokusu i¢in dizayn edilmis yiiksek hassasiyetteki Cayman Chemical Superoxide
Dismutase Assay Kit (Item Number 706002), Cell Biolabs OxiSelect™ TBARS
(Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeleri) Assay Kit (MDA Quantitation) STA-330 ve
Cell Biolabs OxiSelect™ Total Glutathione (GSSG/GSH) Assay Kit STA-312 ELISA
Kitleriyle herbir rat karacigeri ikiser tekrarlamali olarak Glgtildii. Biitiin datalar her mg

protein i¢in ortalama + standart sapma olarak gosterildi
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Protein tayini

Protein konsantrasyonlari ticari protein standartlart kullanilarak Lowry metodu

ile tespit edildi (Sigma Aldrich, Total protein kit-TP0300-1KT-USA).

Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivite Tayini

Kullamilan 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

Doku homojenizasyonu;

1.

4,

5.

Dokular kirmizi kan hiicresi ve kan pihtilarini uzaklastirmak i¢in PBS ile
yikandi ve s1v1 azot altinda homejenize edildi.

70 mM siikroz, 210 mM mannitol ve 1 mM EGTA igeren pH’1 7,2 soguk
HEPES tampon soliisyonu ile ultra turrax homojenizatdrde buz tistiinde 1
dakika boyunca homojenize edildi.

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

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

Stipernatant kisminda 6l¢iim yapildi

Deneyin yapilisi;

1.

2.

Ornek kuyularina 6rnek ve standartlardan 20 pl eklendi.

Seyreltilmis radikal detektor tiim kuyulara 200 pl kadar eklendi ve 10 dakika
karistiriciya konuldu.

Reaksiyonu baglatmak i¢in 20 pl seyreltilmis ksantin oksidaz eklendi.
Plakanin istii kapali olacak sekilde birkag saniye calkalayicida bekletildi.
Oda sicakliginda 20 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra 460 nm’de

ELISA okuyucuda okutuldu.
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6. Standartlarin ve 6rneklerin konsantrasyonlari1 hesaplandi.

Total Glutatyon (GSSG/GSH) Tayini

Kullamilan 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 siv1 azot altinda homejenize edildi.

2. Sonra 1 ml MPA ¢ozeltisi (100 ml deiyonize suda 5 gr MPA kristalleri
¢oziiliip eklenerek 1 dakika boyunca buz tizerinde ultra turrax ile homojenize
edildi.

Deneyin yapilisi;

Calisma 96 kuyucuklu plakalarda yapildi.

1. Homojenize numuneler 15 dakika + 4 °C’de 12000 rpm’de santrifiijlenip
Olciim i¢in slipernatantlari toplandi.

2. 96 kuyuluk plakada her kuyuya 25 pl 1X glutatyon rediiktaz eklendi.

3. Her kuyuya 1X NADPH soliisyonundan 25 ul eklendi.

4. Hazirlanan glutatyon standartlarindan veya orneklerden her kuyuya 190 pl
eklendi. 1X kromojenden 50 ul eklenip karistirildi. 10 dakika boyunca 1
dakikalik araliklarla 405 nm’de okutuldu.

5. Standartlarin ve 6rneklerin konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeleri (TBARS) Miktarmin Tayini

Kullamilan reaktifler: MDA standart (malondialdehyde bis), Thiobarbituric
acid (TBA), Sds lysis solution, TBA acid diluent, Sodyum hidroxide soliisyonu, BHT

soliisyonu (Igerisinde %35°lik butylated hydroxytoluene)
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Doku homojenizasyonu;

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

yikandi ve sivi azot altinda homejenize edildi.

2. Homojenize dokulardan 100’er mg tartilarak tiiplere konuldu. Her tiipe

hazirladigimiz 1X BHT in PBS soliisyonundan 1 ml eklendi.

3. Tiipler buz igerisine konularak homojenizatérde 30 saniye homojenize edildi.

4. Homojenize dokular 10.000 g’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi ve

stipernatantlar1 toplandi.

Deneyin yapilisi;

Calisma 96 kuyucuklu plakalarda yapildi.

1. Santrifiij sonrasinda elde ettigimiz siipernatantlar yeniden
numaralandirdigimiz bagka tiiplere 100 pl hacminde eklendi. Standartlarimiz
da ayri tiiplere 100’er pl olacak sekilde koyuldu.

2. Kristalize durumdaki SDS lizis soliisyonunu ¢6zdiirdiikten sonra her bir
numunemize (standartlar da dahil) 100’er pl eklendi.

3. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 6l¢iim
yapacagimiz her tiipe 250 ul TBA reagent eklendi.

4. Tiiplerin kapaklar kapatilip 95 °C’de 45 ila 60 dakika inkiibasyona birakildi.

5. Inkiibasyon sonrasinda tiipler 5 dakika buz iizerinde bekletildi.

6. Daha sonra tiim tiipler 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve siipernatant
kisimlart alindi.

7.96 kuyucuklu plakaya numuneler yiiklendi (200’er ul) ve absorbanslari 532
nm’de okutuldu.

8. Standartlarin ve drneklerin konsantrasyonlar1 hesaplandi.
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3.2.4.2. Serumda yapilan analizler

TNF-a olciimii icin serumun elde edilmesi: EDTA’l1 biyokimya tlipiine
konulan kanlar 4000 rpm’de 10 dakika +4 “C’de santifiij edildi. Analiz yapilana kadar
86 ‘C’de saklandi. Her 6rnegin TNF-a seviyeleri ikiser kere yiiksek hassasiyetteki
ELISA kitiyle (Invitrogen-KRC3011-USA) olgiildii.

AST, ALT olciimii icin serumun elde edilmesi: EDTA’l1 biyokimya tlipiine
konulan kanlar 4000 rpm’de 10 dakika +4 °C ‘de santifiij edildi. Analiz yapilana kadar
86 °C’de saklandi. Her ornegin AST ve ALT seviyeleri ikiser kere yliksek
hassasiyetteki ELISA Kkitiyle (USCN Life Science-E90207Ra, E91214Ra-China)
olgtldd.

TNF-o Miktar: Tayini

Kullamilan reaktifler: Rt TNF-a Standart (%0,1 sodyum asit igerir), Standart
diluent buffer (% 0,1 sodyum asid igerir), Incubation buffer, Rt TNF-o High ve low
kontrol, Rt TNF-a Biotin conjugate (Biotinlenmis anti-TNF-a), Streptavidin-HRP (3,3
mM Tymol), Streptavidin-HRP Diluent, Wash buffer, Stabilize chromogen (Tetrametil
benzidin (TMB), Stop solution.

Deneyin yapihsi;

1. Kor kuyusuna 100 ul standart diluent tampon soliisyonu eklendi.

2. Standartlar, numuneler ve kontrollerden kuyulara 100’er ul eklendi. Plakanin

iizeri kapatildiktan sonra 2 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

3. Tim sivilar aspire edildi ve yikama islemi uygulandi.

4. Kor kuyusu hari¢ diger kuyulara 100’er pl biotinlenmis Rt TNF-a biotin

konjugat eklendi.

5. Plakanin tizeri kapatildiktan sonra 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona

birakildi.
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6. Tim sivilar aspire edildi ve yikama islemi uygulandi.

7. Kor kuyusu hari¢ diger kuyulara 100’er pl Streptavidin HRP working
soliisyonu eklendi.

8. Plakanin lizeri kapatildiktan sonra yarim saat oda sicakliginda inkiibasyona
birakildu.

9. Tiim sivilar aspire edildi ve yikama islemi uygulandi.

10. Her kuyuya 100 pl Stabilize Chromogen eklendi ve sivilardaki renk maviye
donmeye basladi.

11. Plakanin iizeri kapatildiktan sonra yarim saat oda sicakliginda karanlikta
inkiibasyona birakildi.

12. Her kuyuya stop soliisyonu eklendi. Sivilardaki renk sar1 rengine doniistii.

13. 450 nm’de 6l¢tim yapildi.

AST Miktar1 Tayini

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

Detection reagent B (red), TMB substrate, Wash buffer, Standart diluent, Assay diluent
A, Assay diluent B, Stop solution.

Deneyin yapihsi;

1. Kuyulara standart, kor ve numunelerden 100°er ul eklendi. Plakanin {istii
kapatildiktan sonra 2 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

2. Kuyulardan tiim sivilar alindi, yikama islemi uygulanmadi.

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

4. Solusyonlar kuyulardan alind1 ve yikama islemi uygulandi.

5. Her kuyuya 100’er pl Detection Reagent B soliisyonu eklendi. 30 dakika 37

°C’de inkiibasyona birakild.
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6. Soliisyonlar kuyulardan alind1 ve yikama islemi uygulandi.

7. Her kuyuya 90 pl substrat soliisyonu eklendi. 15-20 dakika 37 °C’de
inkiibasyona (karanlikta) birakildi.

8. Her kuyuya 50°ser pl stop soliisyonu eklendi ve sivilarda sar1 renk
gbzlenmeye baslandi.

9. 450 nm’de 6l¢iim alindi.

ALT Miktar1 Tayini

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

Detection reagent B (red), TMB substrate, Wash buffer, Standart diluent, Assay Diluent A,
Assay diluent B, Stop solution.

Deneyin yapihsi;

1. Standart, blank ve numunelerden her kuyuya 100 pl eklendi. 2 saat 37 °C’de
inkiibasyona birakildi.

2. Tim swvilar alindi, yikama islemi uygulandi.

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

4. Soliisyonlar kuyulardan alind1 ve yikama islemi uygulandi.

5. Her kuyuya 100’er ul Detection Reagent B soliisyonu eklendi. 30 dakikada
37 °C’de inkiibasyona birakildi.

6. Solusyonlar kuyulardan alind1 ve yikama islemi uygulandi.

7. Her kuyuya 90 pl substrat soliisyonu eklendi. 15-20 dakikada 37 °C’de
inkiibasyona (karanlikta) birakildi.

8. Her kuyuya 50°ser ul stop soliisyonu eklendi ve sivilarda sar1 renk
gbzlenmeye baslandi.

9. 450 nm’de 6l¢tim alindi.
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3.3. Istatistiksel Analiz
Deneylerden elde edilen sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi ve
0.05'm altindaki P degerleri, istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi. Gruplar
arasi farkin 6nemlilik derecesi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ile ve post-hoc

testlerinden “Duncan” teknigi kullanilarak belirlendi.
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4, BULGULAR

4.1.1. Histopatolojik Bulgular

Tedavi gruplarinda meydana gelen bazi histopatolojik degisikliklere gegmeden
once parasetamol toksisitesinde karakteristik olan bazi parametreleri asagidaki sekilde
siralayabiliriz.

Klasik karaciger lobuliiniin merkezinde bulunan sentral ven ve bu venden
perifere dogru uzanan remark hiicre kordonlar1 kontrol grubunda (Sekil 4.1A) diizenli
seyretmekteyken parasetamol grubunda (Sekil 4.1B) bu yapinin bozuldugu
goriilmekteydi. Infliksimab ilag gruplarinda da sentral ven ve remark kordonlarinin
parasetamol grubunda gore diizenlilik gosterdigi kaydedilen bulgular arasindaydr (Sekil
4.1D-G). Benzer sekilde N- asetil Sistein (NAC) uygulanan grupta da yap1 diizenliydi
(Sekil 4.1C, H). Remark plaklari arasinda yerlesik bulunan sinuzoidlere (lobul i¢i kan
kapillerleri) ve siniizoidal endotel hiicrelerine yakindan bakildiginda kontrol grubunda
yapt normal olarak degerlendirilirken (Sekil 4.1A), parasetamol grubunda siniizoidal
yap1 bozuk, endotel hiicreleri hiperkromatikti (Sekil 4.1B). NAC (Sekil 4.1C, H) ve
Infliksimab uygulanan gruplarinizda (Sekil 4.1D-G) siniizoidlerde her hangi bir yapisal
bozukluga rastlanmadig belirlendi.

Parasetamol deney grubundaki en dikkat ¢ekici bulgulardan birisi ise nekrotik
odaklarin varhigiyd: (Sekil 4.1B). Bu odaklardaki hepatositler yogun hiperkromatik
cekirdege ve eozinofilik sitoplazmaya sahipti. Bu sekilde hiicrelerle karakterize her

hangi bir odak ne kontrol grubumuzda ne de tedavi gruplarimizda izlenmemekteydi.

Ciimlelerimizi biraz daha toparlayacak olursak parasetamol toksisitesinin
onlenmesinde rutin olarak kulanilan NAC’in uygulanan grup kesitleri ile infliksimab
uygulanan tedavi grup kesitlerini karsilagtirdigimizda histolojik yapilardaki diizelmeler

biiyiik 6l¢giide paralel seyretmekteydi.
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Sekil 4.1. Karaciger érneklerinden elde edilen 151k mikroskobik kesitler.
(Boya: Hematoksilen & Eosin) A: Saglikli, B: Parasetamol, C: NAC+PARA,

D: IFX 3mg/kg+PARA, E: IFX 5 mg/kg+PARA, F: IFX 7 mg/kg+PARA, G: Sag-IFX 7 mg/kg,
H: Sag-NAC 140mg/kg.
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4.1.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

Calismanin immiinohistokimyasal degerlendirilmesinde TNF-a pozitivitesine
baktigimizda kontrol grubunda fizyolojik oOlgiitleri gegecek boyutta degildi (Sekil
4.2A). Parasetamol uygulamasi yapilan deney grubu karaciger kesitlerinde kontrole
kiyasla siddetli TNF-a pozitifligi kaydedilirken (Sekil 4.2B) gerek infliksimab
uygulanmis gruplarimizda (Sekil 4.2D-G) gerekse N- Asetil Sistein uygulanan
gruplarimizda (Sekil 4.2C, H) siddetli TNF-a pozitivitesine rastlanmadi. Mevcut

sinirh sayidaki TNF-a pozitiflikleri fizyolojik dlgiiler dahilindeydi.
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Sekil 4.2. Karaciger 6rneklerinden elde edilen immunohistokimyasal 151k
mikroskobik kesitler.(Boya: TNFR1 antibody ) A: Saglikli, B: Parasetamol,

C: NAC+PARA, D: IFX 3 mg/kg+PARA, E: IFX 5 mg/kg+PARA, F: IFX 7 mg/kg+PARA,
G: Sag-IFX 7mg/kg, H: Sag-NAC 140mg/kg. * TNF-a pozitifligi
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4.1.3. Biyokimyasal Bulgular

Tablo 4.1°de goriildigi gibi intakt siganlarin serumlarindaki ALT, AST, TNF-a
diizeylerinin ortalamalari sirasiyla 43.38+10.18 U/L, 77.06+12.11 U/L, 35.25+10.38 pg/
ml iken 2 g/kg parasetamol verilmis kontrol grubunda bu diizeyler sirasiyla
175.13+63.63 U/L, 221.38+68.58 U/L, 181.00+40.96 pg/ml olarak tespit edildi.
Parasetamol+NAC verilen siganlardaki ALT, AST ve TNF-a seviyelerinin ortalamalari
sirastyla 83.13+12.39 U/L, 102.94+11.43 U/L ve 98.38+23.20 pg/ml olarak olgiildii.
IFX 3 mg/kg+PARA grubunda ALT, AST, TNF-a seviyeleri sirasiyla; 63,44+ 9.47 U/L,
109.63+29.41 U/L, 73.56+£13.02 pg/ml; IFX 5 mg/kg+PARA grubunda sirasiyla;
85.31+22.26 U/L, 124.694+35.96 U/L, 85.75£19.96 pg/ml; IFX 7 mg/kg+PARA grubunda

ise sirastyla; 50.05+6.46 U/L, 94.25+26.12 U/L, 47.50+6.80 pg/ml olarak ol¢iildii.

Tablo 4.1. Ortalama ALT, AST ve TNF-a seviyeleri

GRUPLAR ALT (U/L) AST(U/L) TNF-a (pg/ml)
SAG 4338 +10.18° 77.06 £12.11° 35.25+10.38°
SAG-IFX 7 mg/kg 40.1342.37° 73.00 +£10.513 30.50+7.84°
SAG-NAC 50.31+14.22° 82.06 +25.04 40.13%7.77°
PARA 175.13463.63° 221.38 £68.58° 181.00+40.96°
NAC+PARA 83.13 +12.39" 102.94+11.43%® 98.38+23.20°
IFX 3 mg/kg+PARA 63.44+9.47* 109.63+£29.41% 73.56+13.02°
IFX 5 mg/kg+PARA 85.31 +22.26" 124.69+35.96 85.75+19.96™
IFX 7 mg/kg+PARA 50.05 £6.46° 94.25426.12% 47.50+6.80°

*#%SAG: Saglikli, IFX: Infliksimab, NAC: N-asetil sistein, PARA: Parasetamol. 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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Parasetamol grubunda ALT degerinin énemli derecede yiiksek oldugu ve diger
gruplarla arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu gozlendi. NAC+PARA
grubunda ALT degerinin parasetamol grubuna goére diisik oldugu ve IFX 5
mg/kg+PARA grubuyla yaklasik aym ALT degerine sahip oldugu gozlendi. IFX 7
mg/kg+PARA grubunda ALT degerinin NAC+PARA ve 2 g/kg parasetamol verilen
gruplarla arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu, ALT degerinin kontrol
grubuna yakin bir degere sahip oldugu ve parasetamol toksisitesi olusturulmus diger

gruplara gore ALT seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir diisiis oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.3. Gruplara gore serum ALT diizeylerinin karsilastirilmasi.
Siitunlardaki farkli harfler Duncan testine gore farkin 6nemli oldugunu ifade etmektedir. (P<0.05).
**#*SAG: Saglikli, IFX: Infliksimab, NAC: N-asetil sistein, PARA: Parasetamol
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AST degerlerine bakildiginda parasetamol grubunda bu degerin oldukga
yiikselmis oldugu ve diger gruplara gore istatistiksel olarak anlaml bir farklilik oldugu
gozlendi. NAC+PARA, IFX 3 mg/kg+PARA ve IFX 7 mg/kg+PARAgruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark olmasa da AST degerlerindeki en iyi diizelme IFX 7

mg/kg+PARA grubunda gozlendi.

300+
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Sekil 4.4. Gruplara gore serum AST diizeylerinin karsilastirilmasi.
Siitunlardaki farkli harfler Duncan testine gore farkin 6nemli oldugunu ifade etmektedir. (P<0.05).
**#*xSAG: Saglikli, IFX: Infliksimab, NAC: N-asetil sistein, PARA: Parasetamol

TNF-o degerinin parasetamol grubunda biiyiik oranda yiikseldigi ve diger
gruplarla arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu goézlendi. IFX 5
mg/kg+PARA grubuyla NAC+PARA grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmadi. Diger tedavi gruplariyla kiyaslaninca TNF-o degerindeki en fazla

normale yaklasan grup IFX 7 mg/kg+PARA idi.
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Sekil 4.5: Gruplara gore sican plazmasindaki TNF-a diizeylerinin

karsilagtirilmasi. Situnlardaki farkli harfler Duncan testine gére farkin 6nemli oldugunu ifade
etmektedir. (P<0.05).***SAG: Saglikli, IFX: Infliksimab, NAC: N-asetil sistein, PARA: Parasetamol

Tablo 4.2°de goriildigi gibi intakt sicanlarin karaciger dokusunda SOD, GSH ve
MDA diizeylerinin ortalamalar1 sirasiyla 24.13+3.98 U/mg protein, 4.204+0.93 nmol/mg
protein ve 1.82+0.43 nmol/mg protein iken 2 g/kg parasetamol verilmis kontrol
grubunda bu diizeyler sirasiyla 13.34+1.69 U/mg protein, 1.24+0.49 nmol/mg protein ve
4.43+£1.29 nmol/mg protein olarak tespit edildi. Saglikli-NAC grubunda bu degerler
sirastyla 20.81+£2.42 U/mg protein, 4.54+2.19 nmol/mg protein ve 1.87+0.44 nmol/mg
protein olarak 6l¢iildii. Saglikli IFX 7 mg/kg grubunda SOD, GSH veMDA seviyeleri
sirasiyla 25.53+1.45 U/mg protein, 4.13+1.48 nmol/mg protein ve 1.99+0.61 nmol/mg

protein olarak tespit edildi.
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Tablo 4.2. Ortalama SOD, GSH ve MDA seviyeleri

GRUPLAR SOD (U/mg) GSH (nmol/mg) MDA (nmol /mg)
SAG 24.13+3.98° 4.20+0.93° 1.82+0.43
SAG-IFX 7 mg/kg 25.53+1.45¢ 4.13+1.48° 1.9940.612
SAG-NAC 20.8142.42°% 4.54+2.19° 1.87+0.44%
Parasetamol 13.34+1.69% 1.244+0.49% 4.43+1.29°
NAC+PARA 17.41+2.54° 3.68+0.76° 2.43+0.40°
IFX 3 mg/kg+PARA  18.75+2.05% 3.67+1.63" 2.3340.88°
IFX 5 mg/kg+PARA  18.84+2.86% 3.91+1.20° 2.38+1.10°
IFX 7 mg/kg+PARA  23.16£2.71 3.87+0.77° 2.1340.52°

*#*QAG: Saglikli, IFX: Infliksimab, NAC: N-asetil sistein, PARA: Parasetamol. Sonuglar One-Way
ANOVA testinde Post Hoc Duncan teknigi kullanilarak yapildi. P<0.05 anlamli olarak kabul edildi.
(Degerler: ORT + SD)

NAC+PARA grubunda bu degerler sirasiyla 17.41£2.54 U/mg protein,
3.68+0.76 nmol/mg protein ve 2.43+0.40 nmol/mg protein olarak oSlgiilmiisken 1FX 3
mg/kg+PARA grubunda 18.7542.05 U/mg protein, 3.67+£1.63 nmol/mg protein,
2.33+0.88 nmol/mg protein olarak, IFX 5 mg/kg+PARA grubunda 18.84+2.86 U/mg
protein, 3.91+1.20 nmol/mg protein, 2.38+1.10 nmol/mg protein olarak ve IFX 7

mg/kg+PARA grubunda bu degerler 23.16+£2.71 U/mg protein, 3.87+0.77 nmol/mg

protein ve 2.13+0.52 nmol/mg protein olarak tespit edildi.

Parasetamol grubunda SOD degerinin diger gruplarla arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu ve bu degerin énemli derecede diismiis oldugu gozlendi. IFX 3
mg/kg+PARA ve IFX 5 mg/kg+PARA gruplart arasinda anlamli bir fark bulunmadi
fakat NAC+PARA grubuna gore bu gruplardaki SOD seviyesi daha yiiksekti. IFX 7
mg/kg+PARA grubuyla diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu

ve SOD seviyesinin anlamli olarak artmis ve normale yaklastig: tespit edildi.
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Sekil 4.6: Gruplara gore karaciger dokusundaki SOD diizeylerinin

karsilastirilmasi. Siitunlardaki farkli harfler Duncan testine gore farkin dnemli oldugunu ifade
etmektedir. (P<0.05).***SAG: Saglikli, IFX: Infliksimab, NAC: N-asetil sistein, PARA: Parasetamol

Parasetamol grubunda olgiilen GSH degerleri diger gruplara gore istatistiksel
agidan anlamli derecede diisiiktii. Infliksimab’in {i¢ farkli dozu arasinda GSH
seviyelerini yiikseltme agisindan anlamli bir fakliik go6zlenmedi. Biitiin tedavi

gruplarinda GSH seviyesinde gbézlenen yiikselis paralellik gostermekteydi.
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Sekil 4.7: Gruplara gore Kkaraciger dokusundaki GSH diizeylerinin

karsilagtirilmasi. Situnlardaki farkli harfler Duncan testine gére farkin 6nemli oldugunu ifade
etmektedir. (P<0.05).***SAG: Saglikli, IFX: Infliksimab, NAC: N-asetil sistein, PARA: Parasetamol
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Parasetamol grubunda MDA seviyesinin anlamli olarak yiikseldigi goézlendi.
Parasetamol grubuna kiyasla tedavi gruplarindaki MDA seviyesinin anlamli olarak
diismiis oldugu gozlendi. Tedavi gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gozlenmemesine ragmen MDA seviyesi agisindan en fazla iyilesme IFX 7

mg/kg+PARA grubuna aitti.
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Sekil 4.8. Gruplara gore Kkaracier dokusundaki MDA diizeylerinin

karsilagtirilmasi. Situnlardaki farkli harfler Duncan testine gore farkin onemli oldugunu ifade
etmektedir. (P<0.05).***SAG: Saglikli, IFX: Infliksimab, NAC: N-asetil sistein, PARA: Parasetamol
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5. TARTISMA

Bu galismada ratlarda olusturulan parasetamol toksisitesinde TNF-o inhibitori
olan infliksimabin etkileri deneysel olarak gosterildi.

Parasetamol terapotik dozlarda alindiginda ¢ok az yan etkileri olan ve diinya
capinda yaygin olarak kullanilan agr1 kesici ve ates diistiriicti bir ilagtir. Parasetamol
ABD’de en yaygin olarak kullanilan ilaglardan biridir ve tiikketimi diinya ¢apinda hizla
artmaktadir. Ingiltere, ABD, Kanada, Avustralya ve Yeni Zelanda gibi iilkelerde kisi
basma diisen yillik tiiketim 8 gramdan az olmasina ragmen bazi gelismis iilkelerde bu
oran kisi bas1 20 gramdan fazladir." ? Bu kadar sik kullanilmasi ve kolay erisilebilir bir
ilag olmasi1 nedeniyle toksisite riski de yiiksektir.

Tedavi edici dozlarda tiiketildiginde makul bir giivenlik profiline sahiptir fakat
supraterapdtik dozlarda kullanildiginda ciddi hepatotoksisiteye ve hatta oliimciil
karaciger yetmezligine neden olmaktadir. Terapotik dozlarda parasetamol glukronil
transferaz enzimi tarafindan glukuronik aside gevirilir (%60), stilfonil transferaz enzimi
tarafindan ise siilfirik aside ¢evirliir (%35) veya sisteine doniistiiriiliip idrar ile atilir.®®
Alinan parasetamoliin %2’si ise idrarla degismeden atilir. Yine de kiiciik bir miktar
parasetamol sitokrom P-450 enzimi tarafindan reaktif bir metabolit olan NAPQI’ya
cevirilir. Bu metabolit reaktif elektrofilik bir molekiil olup intraseliiler proteinlerin
tizerineki sistein kisimlarma kovalent bagla baglanarak 3-(cysteine-S-yl) selatlari
olusturur ve bu da karaciger hasarin baslatir."® Normal kosullarda NAPQI glutatyon ile
reaksiyona girer ve safra yolu ile atilir.*®® '® Fakat ¢ok yiiksek dozlarda NAPQI
karacigerdeki GSH depolarini tiiketir. Serbest kalan NAPQI intraseliiler proteinlere
baglanir ve hepatotoksisite olusur. Bu mekanizma parasetamol ile indiiklenen
hepatotoksisite i¢in ana yolak olarak kabul gé’)rﬁr.183

Genelde yiiksek doz parasetamol alimindan 72-96 saat sonra fulminan hepatik
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toksisite meydana gelir. Bunun sonucunda karaciger transaminazlarinda Onemli
derecede artig gozlenir. Bu transaminazlarin (AST, ALT) serumdaki seviyeleri yiikselir.
Parasetamol tarafindan olusturulan karaciger hasarinin degerlendirilmesinde AST ve
ALT enzim seviyelerinini tespiti yaygin olarak kullanilir."® Nekroz veya membran
hasar1 bu enzimlerin dolasima sizmasina sebep olur bundan dolay:1 karaciger hasari
Olusmast durumunda bu enzimlerin seviyelerinin yiikselmesi kagmilmazdir. Bu
yitkselme hiicre zarimin fonksiyonel biitiinliigiiniin bozuldugunun bir isaretidir.'®®
Yiiksek doz parasetamoliin serumdaki AST ve ALT seviyelerini yiikselttigi

bilinmektedir,186-18

Kuvandik G. ve arkadaslarinin ratlar iizerinde parasetamol
toksisitesi olusturarak yaptiklari ¢alismada toksisite olusturulan gruplarda serum AST
ve ALT seviyesi anlamh olarak yiikselmistir."*® Rajkapoor B. ve arkadaslar1 da ratlar
tizerinde parasetamol toksisitesi olusturmus ve olusan toksisiteyi takiben serum AST ve
ALT seviyelerinin yiikseldigini tespit etmislerdir."*® Bu verileri destekleyen pek gok
calisma bulunmaktadir. Biitiin bu c¢alismalarda parasetamol ile toksisite olusturulan
gruplarda AST ve ALT enzim seviyeleri dramatik olarak yiikselmis bulunurken verilen
ilag tedavilerine gore bu enzim seviyeleri karacigerdeki iyilesme durumuna gore
azalmistir. Bizim calismamizda ise parasetamol grubunda AST ve ALT enzim
seviyelerinde anlamli bir artis olmustur. NAC+PARA ve IFX 5 mg/kg+PARA gruplari
arasinda ALT seviyesi acgisindan anlamhi bir faklilhik bulunmamistir. IFX 7
mg/kg+PARA grubunda ALT seviyesinde diger tedavi gruplarina goére anlamli olarak
diisiik bulunmus olup ALT seviyesi kontrol grubuna yakin bulunmustur. Serumdaki
AST seviylerine gelince tedavi gruplari arasinda anlamli olarak en fazla diisiis IFX 7
mg/kg+PARA grubuna aitti. Infliksimab tedavisinin sentrilobiiler nekroz ve hepatosit

yikimina bagl olarak dolasima sizan AST ve ALT miktarini, toksisite olusturulan gruba

gore Onemli Olglide azalttifi gozlenmistir. AST ve ALT seviyelerindeki bu artis
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parasetamoliin toksik dozunun P-450'ye bagli sentrilobular hepatotoksisiteye sebep
oldugunun bir isaretidir.®! Bu enzimlerin aktivitelerindeki artis1 6nlemesi infliksimabin
enzimatik diizeyde hepatoprotektif etkisinin primer kanitidir.

Infliksimabin bu koruyucu etkisi histolojik ve immnohistokimyasal sonuglarla
desteklenmistir. Parasetamol ile indiiklenen hepatotoksisite ile ilgili konjesyonun
patojenezi daha oOnceki calsimalarda karakterize edilmistir.'®> Daha once yapilan
histopatolojik caligmalar parasetamoliin hepatositlerde yaygin vaskiiler dejeneratif
degisiklikler yaptigin1 ve sentrilobililer nekroz olusturdugunu gdstermistir. Ayrica
Laskin D.L. parasetamole bagl gelisen sentrilobiiler nekroz gelisiminin parenkimal ve
nonparenkimal hiicreler arasindaki etkilesim sonucu oldugunu ileri stirmiistiir.**®
Kuvandik G. ve arkadaslar ratlarda parasetamol ile olusturduklar1 karaciger toksisitesi
modelinde sentrilobiilar hepatik nekroz ve orta derecede siniizoidal konjesyon
saptamislardir ve parasetamol toksisitesi olusturulan grupta sentral ven cevresinde
sinuzoidal daralma ve sitoplazmik degisikliklerin diger gruplara gore daha fazla
oldugunu goézlemlemislerdir. Ayrica Kuvandik G. ve arkadaslarinin yaptiklart bu
calismada sentrilobiiler hiicrelerdeki nekrozun niikleer parcalanma ve sitoplazmik
eozinofili ile birlikte dikkate deger bir sekilde artmis oldugu tespit edilmistir.
Hepatotoksisite olusturulan grupta sentrilobiiler bolgelerin mononiikleer ve daha az
olarak da polimorfniikleeer hiicreler ile infiltre oldugu gésterilmistir.**® Yan-Ling W.U.
ve arkadaslar1 da farelerde parasetamol ile karaciger toksisistesi olusturduklarinda
benzer sekilde ciddi siniizoidal konjesyon ve kanama goézlemlemislerdir ve yaptiklari
incelemede dilate olmus santral ven ile birlikte ciddi inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve
periniikleer vakuolizasyon gésteren bozulmus hepatositler tespit etmislerdir.*®® Bizim
calismamizda histopatolojik degisiklikler daha Onceki c¢alismalarla benzerlik

gostermekteydi ve diger calismalara paralel olarak parasetamol grubunda nekrotik
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odaklar mevcuttu. Bu odaklardaki hepatositler yogun hiperkromatik c¢ekirdege ve
eozinofilik sitoplazmaya sahipti. Bu hiicrelerle karakterize herhangi bir nekrotik odak
kontrol grubunda ve tedavi grubumuzda gézlenmedi. Hepatotoksisite olusturulan grupta
gozlenen sentrilobiiler nekrozun infliksimab ile tedavi edilen ratlarda anlamli olarak
azaldig1 gdzlenmistir. Infliksimab ile tedavi sonucu dejeneratif degisiklikler minimuma
inmistir ve sentrilobular nekroz olusmamistir. Ayrica parasetamol grubunda siniizoidal
yapt bozuk ve endotel hiicreleri daha onceki ¢aligmalart destekler nitelikte olup
hiperkromatik olmasina karsin NAC ve infliksimab uygulanan gruplarimizda ise
siniizoidlerde her hangi bir yapisal bozukluga rastlanmamustir. Bu gozlemler bize
infliksimabin nekroz olusmasim1 Onleyerek karaciger dokusunu histolojik olarak
korudugunu gostermektedir.

Parasetamol ile indiiklenen hepatoksisitede 6nemli rolii oldugu bilinen baska bir

mekanizma da oksidatif strestir.!®*

Normal kosullarda serbest radikaller ile viicuttaki
antioksidan savunma mekanizmalar1 bir denge halindedir fakat serbest radikal hasarina
karst koymak iizere mevcut antioksidanlar kullanilabilecek durumda degilse veya
radikal olusumu bas edilemeyecek kadar fazla ise, oksidan-antioksidan dengesi
oksidanlar lehine bozulur ve oksidatif stres ortaya cikar.

Serbest oksijen radikallerinin  membranda bol miktarda bulunan lipitleri
etkilemesi ile lipid peroksidasyonu baslar ve lipit peroksidasyon olayinin zincir
asamasinda ortaya c¢ikan son derece dayaniksiz olan lipit hidroperoksitler 6zellikle
zincirde acilmalar seklinde yapisal bozulmalara ugrayarak gesitli metabolik sekillere
doniisiirler. Lipid peroksidasyonununda sonlanma basamaginda da MDA gibi reaktif
aldehidler agiga ¢ikmaktadir. Lipid peroksidasyonu, direkt hasarini membran yapisinda

degisikliklere sebep olarak, indirekt hasarini da reaktif aldehidler olusumuna yol agarak

gostermektedir. Membran yapisindaki degisiklikler; membran permeabilitesinde artis,
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transmembran iyonik gradient ve membran sekretuar fonksiyonlarinda bozukluklara
neden olmaktadir. Reaktif aldehidler kolay diflize olduklarindan dolay1, hasari genis bir
alana yayabildikleri bildirilmistir.*?® ** Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon
aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz baglanmasina yol acar ve iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonucglara neden olur.
MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’min nitrojen bazlari ile reaksiyona girebilir ve bundan
dolay1 mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir.*****" Yani MDA
hiicredeki hasarin  bir gostergesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir ve lipid
peroksidasyonunun derecesinin en yaygin belirleyicilerindendir.'% *%

Serteser M. ve arkadaslar1 bobrek iskemi ve reperfiiyonu olusturduklari ratlardan
alian karaciger dokularimda MDA ve diger TBARS’lerin olusan oksidatif strese ve lipit
peroksidasyonuna bagli olarak saglikli gruba gore anlamli olarak yiikseldigini yaptiklari
calismada gostermislerdir.”® Shahjahan M. ve arkadaslarmin ratlarda CCLy4 ile
olusturduklar1 karaciger toksisitesi modelinde de yine oksidatif stres ve lipit
peroksidasyonuna bagl olarak MDA seviyesi artmugtir.”%!

Parasetamol ile karaciger toksisitesi olusturulan bir¢ok deneysel calismada
yukaridaki bilgilerle dogru orantili olarak MDA seviyesi ylikselmis olarak tespit edilmis
olup bu da artmus lipid peroksidasyonunun bir belirtecidir. Kuvandik ve arkadaslarinin
ratlara 1 g/kg dozunda parasetamol vererek olusturduklari toksisitede MDA seviyesi
anlamli olarak artmustir.*® Zhao Y.L. ve arkadaslarinca yapilan baska bir ¢alismada ise
ratlara 2,5 g/kg dozunda parasetamol verilerek toksisite olusturulmus ve MDA
seviyesinin kontrol grubuna gore anlamli olarak yiikseldigi gozlenmistir. Uygulanan
tedavi ile MDA seviyesinin diistiigli tespit edilmistir. Bu c¢alisma da daha Onceki

2

calismalart  destekler niteliktedir.®®®> Bizim c¢alismamizda MDA degerinin

hepatotoksisite olusturulan grupta artmis oksidatif strese bagli olarak kontrol grubuna
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gore onemli derecede yiikselmis oldugu gozlendi. Bu sonuglar parasetamol grubunda
karacigerde oksidan antioksidan dengesinin oksidanlarin lehine bozuldugunu, oksidatif
stres olustugunu ve asirt serbest radikallerin {iretimini Onleyen antioksidan savunma
sisteminin ¢oktiigiinii gostermektedir. Bizim sonuglarimiza gore infliksimab tedavisi
MDA seviyesini anlamli olarak diistirmiistiir.

Infliksimabin ii¢ farkli dozunun da etkili oldugu, fakat MDA seviyesini
diisiirmede infliksimabin en etkili dozunun 7 mg/kg oldugu goriilmektedir. Biz de bu
sonuglara bakarak infliksimabin lipit peroksidasyonunu azaltarak MDA seviyesini
diisiirdiiglinii, yani karaciger dokusunda hasar1 6nledigini sOyleyebiliriz. Literatiirde de
infliksimabin oksidatif stresi azaltarak MDA seviyesini diisiirdiiglinii gosteren birgok
calisma mevcuttur. Oregin Giizel A. ve arkadaslar: tarafindan yiiriitiilen ve deneysel
intestinal iskemi reperfiizyon modelinde infliksimabin akut akciger hasari tizerine olan
antiinflamatuar ve antioksidan etkilerini arastiran bir calismada MDA seviyesi anlamli
bir sekilde artmustir ve infliksimab tedavisi oksidatif stresi en aza indirereck MDA
seviyesini diisiirmiistiir.’®® Daha once yapilan calismalar da bu bulgular1 destekler
nitelikte olup infliksimabin serbest oksijen radikallerini temizleyip inflamasyonu
azalttigini gostermektedir.? 2°

Reaktif toksik bilesiklere ya da oksidatif strese karsi hiicresel savunmada rol
oynayan en Onemli molekiillerden biri de GSH’dir. GSH her hiicre tipinde bulunan
intraseliiler redoks hemostazinin regiilatorii ve non enzimatik antioksidantidir.”® GSH
hidrojen peroksit ve siiperoksit radikalleri gibi serbest radikal tiirlerini uzaklastirarak
doku hasarimi Onler. GSH''n karaciger hiicrelerinde tiikenmesinin parasetamol
toksisitesinde ¢ok Onemli bir roli vardir ve GSH’in tikenmesi parasetamol
toksisitesinde adeta karaciger hasarim baslatan bir kivilermdir.**® Normalde fizyolojik

kosullarda parasetamoliin toksik metaboliti NAPQI GSH’a baglanir ve GSH tarafindan
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etkisizlestirilir. Parasetamoliin toksik dozlarinda NAPQI’in GSH depolarini tiikketmesi
sonucu GSH'a baglanamayan NAPQI serbest kalir ve kovalent bagiyla hiicredeki
proteinlere baglanir. Bunun sonucunda sentrilobiiler hepatik nekroz olusmasinin yani
sira  GSH seviyesinin azalmasi lipit peroksidasyonunun artmasina sebep olur.
Literatiirde de parasetamol toksisitesine bagli hepatotoksisitenin patofizyolojisinde
karaciger dokusundaki GSH depolarinin tiikenmesinin roliinii gosteren bir¢ok calisma
vardir. Avila D.S. ve arkadaslar1 fareler iizerinde akut parasetamol toksisitesi
olusturmuglar ve olusan toksisiteye bagli olarak GSH seviyesinin azaldigim

207 Wills P.J. ve arkadaslar1 da ratlar iizerinde CCly ile karaciger

gozlemlemislerdir.
toksisitesi olusturmus ve yine ayni sekilde hepatik GSH seviyesinin diistigiini
gdzlemlemislerdir.*®

Bizim sonuglarimiz da daha Onceki calismalari destekler nitelikte olup
hepatotoksisite olusturdugumuz grupta GSH seviyesi 6nemli derecede azalmisti. Biz de
calismamizda parasetamol zehirlenmesi olusturulan ratlarin karaciger dokularinda GSH
degerlerindeki azalmanin infliksimab ile tedavi edilen gruplarda istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttigini tespit ettik. Yani infliksimab verilisi ile GSH diizeyi artmis
ve hasara kars1 koruma gozlenmistir.

Parasetamol toksisitesinde ortaya ¢ikan oksidatif stresten = sorumlu
parametrelerden biri de siiperoksit radikalidir. Bazi caligmalarda serbest oksijen
radikallerinin artmasina sebep olan mekanizmalarin {izerinde durulmus ve bu
radikallerin artmasina sebep olan {i¢ farkli mekanizma tanimlanmistir. Bu
mekanizmalarin  hepsinde de siiperoksit Seviyesinin artmasimmin oksidatif stres
olusmasinda kritik bir éneme sahip oldugu gosterilmistir.”%*#? Siiperoksit seviyesinin
yiikselmesi hiicrede diger reaktif oksijen tiirlerinden olan hidrojen peroksit ve

peroksinitrit iiretiminin artmasina sebep olur.?*> %
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SOD, siiperoksit serbest radikalinin (O2") hidrojen peroksit (H,O,) ve molekiiler
oksijene (O,) doniistimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir. Oksijeni metabolize eden
hiicreleri siiperoksit serbest radikalinin (O2) lipid peroksidasyonu gibi zararh etkilerine
karst korur. Bu nedenle oksijene maruz kalan neredeyse tiim hiicrelerde 6nemli bir
antioksidan savunma mekanizmasidir.”*> SOD gibi antioksidan enzimler lipit
peroksidazlar ya da reaktif oksijen triinleri tarafindan kolayca inaktive olurlar ve bu
nedenle parasetamol toksisitesinde bu enzim aktivitelerinde azalmalar saptanir.?'®
Deney hayvanlariyla yapilan c¢alismalarda deneysel olarak olusturulan toksisite
sonucunda SOD aktivitesinin azalmasi siiperoksit radikal anyonlarinin asir1 iiretimi
kaynakli olabilir.”t" M. Tolulope Olaleye ve arkadaslari farelerde parasetamol ile
karaciger toksisitesi olusturduklar1 ¢alisma ile hepatik SOD seviyesinin parasetamol
verilen gruplarda anlamli olarak diistiigiinii gdstermislerdir.”*® Bu azalmanm sebebi
serbest radikaller tarafindan olusturulan doku hasari sonucu bu enzimlerin inhibe olmasi
olarak agiklanabilir.

Biz de ¢alismamizda parasetamol grubunda SOD aktivitesinin anlamli olarak
diismiis oldugunu gézlemledik. Infliksimab verilen gruplarin hepsinde SOD seviyesinde
artis gozlenmistir. Bu sonuglara bakarak infliksimabin dokulardaki oksidatif hasari
azalttigin ve hepatik antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigini sdyleyebiliriz.

Inflamasyonun klasik toksikolojik siirecte énemli bir rol oynamasi giiniimiizde
dikkat ¢eken bir konudur. inflamasyon, toksikolojik ve onarim siireclerinin zaman ve
doza bagimli siirekliliginin sadece bir yonii olabileceginden bu iliski son derece
karmasik olabilir. Bu siirecte birgok mediyator direk ya da dolayli olarak yer aliyor
olmasina ragmen i¢lerinde en fazla dikkat ¢ekenler proinflamatuar sitokinlerdir. Ciinkii
bu sitokinler bu siirecte basroldeki santral mediyatorlerdir. Birgok toksik ajana maruz

kalma sonrasinda hedef organlarda TNF-o, kemokinler, reaktif oksijen ve nitrojen gibi
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inflamatuar mediyatorlerin artmasi da bu mediyatorlerin 6nemini vurgulamaktadir.
TNF-a da bu mediyatorler icerisinde en 6nemlilerdendir. Beklenildigi gibi potansiyel
terap6tik kullanim i¢in TNF-o’nin 6zel ve giivenli biyolojik ve molekiiler inhibitorlerini
gelistirmek i¢in 6nemli ¢abalar yiiriitiilmiistiir.

TNF-a cogunlukla karacigerdeki makrofajlardan {iretilen bir proinflamatuar
sitokindir. Sistemik toksisitenin ve karaciger hasarinin primer mediyatoriidiir. Iskemi
reperflizyon ve fulminan hepatik yetmezlik de dahil olmak {izere karaciger hasarinin
bircok formunda TNF-o’nin énemli bir rolii oldugu bilinmektedir.?® TNF-q karacigerde
adeta iki ucu keskin bicak gibidir. Karaciger rejenerasyonu sirasinda normal hepatosit
proliferasyonu i¢in gereklidir diger taraftan da TNF-a hepatotoksisitede mediyatordiir.
Yani TNF-o asir1 agresif inflamatuar siireci baslatarak hiicre hasarini daha da
kotiilestirebildigi gibi apoptozisi ve hiicre proliferasyonunu uyararak doku onarimina da
yardim eden santral bir regiilatordiir. CCl,*°, kadmiyumklorid221, dimetilnitrozamin??,

etanol??, bitki lektinleri?®* ve fumunisin B1?%°

gibi hepatotoksinler ile yapilan deneysel
hayvan ¢aligmalarinda oldugu gibi viral veya alkolik hepatit, biliyer obstriiksiyon ve
iskemi de dahil olmak iizere birgok akut ve kronik karaciger hastaliginda 2°°??® TNF-o,
seviyesi dramatik olarak yiikselir. Kronik inflamasyon, akut faz proteinlerinin
indiiksiyonu, hiicre proliferasyonu ve sitotoksisiteden sorumlu olan bir¢ok biyoaktif
molekiil i¢in santral regiilator oldugu icin biz bu ¢alismamizda TNF-o’nin parasetamol
ile olusturulan bu toksisite siirecindeki roliine odaklandik. Artmis TNF-o seviyesi
karaciger hasarinda ¢ok 6nemli rol oynar ve TNF-a seviyesi karaciger hasarimin dolayl
bir gostergesi olarak artar.® Proinflamatuar sitokinlerin hepatotoksik cevaplarda
onemli bir rol oynadigint ilk kanitlayan calisma ise Blazka M.E. ve arkadaslari

tarafindan yapllmlstlrlg. Blazka M.E. ve arkadaslari TNF-o ve IL-1 antikorlarmi

notralize ederek farelerde parasetamoliin hepatotoksik dozlarinin karaciger hasarim
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nledigini gostermislerdir.'® Parasetamol verildiginde hepatositlerin kupffer hiicrelerini
aktive eden faktorler salgilamasi ve akabinde karacigerde bu alanlarda nekroz
olusmasmin gozlemlenmesi de bu ¢alismayr destekler niteliktedir.?®® Kimyasallar ile
karaciger toksisitesi olusturulan c¢aligmalarda TNF-o’nin hepatosit proliferasyonunu
desteklemesi yoluyla karaciger onarimmnda 6nemli rolii oldugu desteklenmistir.?*
Yapilan bir c¢alismada ratlara uygulanan kismi hepatektomiyi takiben TNF-a

1

salgilandig1 tespit edilmistir®' ve kismi hepatektomiden énce TNF-o antikorlarinin

uygulanmasinin karaciger rejenerasyonuna katkida bulundugu yapilan c¢aligmalarla

232

gosterilmistir.™° Bu baglamda TNF-o’nin insan ve kemirgen hepatositlerinde bir

mitojen olarak goérev yapmasi son zamanlarda yapilan in vitro deneylerle de

22 \Wu Y.L. ve arkadaslarinin fareler iizerinde yaptiklar1 ¢alismada

desteklenmistir.
parasetamol ile toksisite olusturulmus ve TNF-q seviyesinin arttigi gdzlenmistir.”>® Yine
aym ekip tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada farelerde parasetamol ile toksisite
olusturulmus ve parasetamol verilen gruplarda TNF-a seviyesinin yiikseldigi tespit
edilmistir.’®® Yan S.L. ve arkadaslarinin yaptig1 caligmada biitiin diger calismalari
destekler nitelikte olup karaciger toksisitesi olustugunda TNF-a seviyesinin yiikseldigi
ve uygulanan tedavinin basarisina gore toksisite azaldikca TNF-o seviyesinin azaldigi
gozlenmektedir.?** Biz de parasetamol ile indiiklenen toksisitede TNF-o’nin anahtar rol
oynadigini disiindiigiimiiz i¢in karaciger toksisitesini 6nlemek ve TNF-o’nin dnciiliik
ettigi inflamatuar siireci baskilamak igin TNF-a inhibitorii olan infliksimabi kullandik.
Sonuglarimiz diger tiim c¢alismalar1 destekler nitelikteydi ve parasetamol ile toksisite
olusturdugumuz ratlarda TNF-o diizeyi anlaml1 derecede yiikseldi. Infliksimab verilen
gruplarda ise TNF-a seviyesinde anlamli diisiis gozlendi ve en fazla diislis 7 mg/kg

dozunda verilen infliksimab grubuna aitti. Infliksimabin TNF-a’ya baglanarak TNF-a

aktivitesini blokladigini, TNF-a seviyesinin artmasi ile tetiklenen ve daha da kotii
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duruma gelen karaciger hasarini azaltarak etki ettigini diisiiniiyoruz.

Elimizdeki bu verileri desteklemesi i¢in de bu c¢alismada son olarak TNF-a
miktarini tayin etmek amaciyla immiinohistokimyasal boyama islemi yaptik. Bizim elde
ettigimiz sonuglarda ozellikle saglikli grupta TNF-o ekspresyonu normal fizyolojik
boyutlardayken, parasetamol uygulanan grupta TNF-o ekspresyonunun asir1 derecede
artmasi, tim bu calismalarimizi desteklemektedir. Protektif amacli uygulanan
infliksimab gruplarinda ise TNF-a ekspresyonu normal seviyede goriilmesi, TNF-o’nin

antagonize edilmesi ile hepatik hasarin 6nlendiginin gostergesidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Deneysel olarak parasetamolle olusturulan akut karaciger toksisitesi lizerine
infliksimabin etkilerini inceledigimiz ¢alismamizin sonuglar1 gergekten umut vericidir.

Calismamiz TNF-o’nin parasetamolle indiiklenen hepatotoksisitede Onemli
rollerinin oldugunu goéstermistir. Aym zamanda, bir TNF-a inhibitérii olan
infliksimabin  ratlarda parasetamol ile indiiklenen karaciger toksisitesinde
hepatoprotektif etkisinin oldugu biyokimyasal ve histopatolojik olarak gosterilmistir.
Parasetamol ile olusturulan hepatotoksisite infliksimab uygulanmasi ile deneysel olarak
geriye dondiiriilmiistiir. Bu etkisinin altinda yatan nedenlerin basinda parasetamol
toksisitesine bagli olarak artan oksidatif stres ve lipit peroksidasyonunun azalmas: ve
ayrica hiicre igerisinde onemli koruyucu rolleri olan antioksidan enzimlerin
aktivitelerinin diizelmesi gelmektedir. Bu sonuglar infliksimabin hepatik hasarin
onlenmesi ve tedavisinde ¢ok degerli bir “aday” olacagini gostermektedir.

Sonu¢ olarak c¢alismamizda elde edilen verilerin, ileri arastirmalarla
desteklenmesi durumunda, infliksimabin ~ parasetamol zehirlenmelerinde
kullanilabilecek potent bir ajan olabilecegini gdstermesi bakimindan umut verici

oldugunu soyleyebiliriz.
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