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OZET

PARASETAMOL iLE OLUSTURULMUS DENEYSEL KARACIGER
TOKSISITESi MODELINDE DEKSPANTENOL VE TOKOFEROL’UN OLASI
TEDAVI EDIiCi ETKISI

Kelekcio H. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji
Anabilim Dah Yiiksek lisans Tezi, Aydin, 2019.

Bu calismada karaciger dokusunda olusturulmus deneysel toksisite sonucunda Dekspantenol
ve Tokoferol’lin olasi tedavi edici etkilerinin arastirilmasi hedeflendi. Calismamizda 56 adet
200-250g agirhiginda Wistar-albino disi sican kullanildi. Siganlar, Sham, Toksisite,
Toksisite + 250mg/kg Dekspantenol, Toksisite + 500mg/kg Dekspantenol, Toksisite +
250mg/kg Dekspantenol + 60mg/kg Tokoferol, Toksisite + 500mg/kg Dekspantenol +
60mg/kg Tokoferol, Toksisite + 60mg/kg Tokoferol olmak {izere 7 gruba ayrildi (n=8).
Sham grubuna herhangi bir uygulama yapilmadan deney sonu sakrifiye edildi. Toksisite
grubundaki siganlara 2000 mg/kg Parasetamol gavaj yontemiyle oral olarak uygulandi. 1.
tedavi grubuna toksisite olusturulduktan 1 saat sonra tek doz 250mg/kg Dekspantenol, 2.
tedavi grubuna ise toksisite olusturulduktan 1 saat sonra tek doz 500mg/kg Dekspantenol
intraperitonel olarak uygulandi. 3. tedavi grubuna toksisite olusturulduktan 1 saat sonra
250mg/kg/ip Dekspantenol ve 60mg/kg/im Tokoferol, 4. tedavi grubuna ise toksisiteden 1
saat sonra 500mg/kg/ip Dekspantenol ve 60mg/kg/im Tokoferol uygulandi. 5. tedavi
grubuna toksisite olusturulduktan 1 saat sonra tek doz 60mg/kg Tokoferol intramuskuler
olarak uygulandi.

Biyokimyasal inceleme sonucunda doku MDA, MPO, GSH-PX degerleri Toksisite grubuyla
karsilagtirilan tiim tedavi gruplarinda anlamli fark gosterdi (p<0,05). Serum ALT, AST,
LDH degerleri Toksisite grubuyla karsilastirilan tiim tedavi gruplarinda anlamli fark
gosterdi (p<0,05).

Histopatolojik degerlendirmede de tiim tedavi gruplarinda toksisite grubundakilere gore
daha az hasar tespit edildi. Bu veriler Dekspantenol ve Tokoferol’lin karaciger toksisitesini

Oonlemeye yardimci olabilecegini diistindiirdii.

Anahtar kelimeler: Akut karaciger toksisitesi, Dekspantenol, Parasetamol, Tokoferol.



ABSTRACT

THE THERAPEUTIC EFFECT OF DEXPANTHENOL AND TOCOPHEROL
EXPERIMENTAL LIVER TOXICITY MODEL THAT iINDUCED BY
PARACETAMOL

Kelekcio H. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji
Anabilim Dah Yiiksek lisans Tezi, Aydin, 2019.

We aimed to investigate the possible therapeutic effects of dexpanthenol and tocopherol. In
this study, 56 Wistar-albino female rats weighing 200-250g were used. Rats were divided
into 7 groups Sham , Toxicity, Toxicity + 250mg / kg Dexpanthenol, Toxicity + 500mg / kg
Dexpanthenol, Toxicity + 250mg / kg Dexpantenol + 60mg / kg Tocopherol , Tokxicity +
500 mg/ kg Dexpantenol + 60mg / kg Tocopherol and Toxicity + 60mg / kg Tocopherol (n
= 8). The sham group was sacrificed without any application. Rats in the toxicity group
were suspended in 2000 mg/ kg Paracetamol administered orally by gavage. One dose of
250 mg / kg Dexpanthenol was administered to first treatment group one hour after the
toxicity was created and one dose of 500 mg / kg Dexpantenol was administered
intraperitoneally to the second treatment group. The third treatment group received 250 mg /
kg / ip Dexpanthenol and 60mg / kg / im Tocopherol , the fourth treatment group received
500mg / kg / ip Dexpanthenol and 60mg / kg / im Tocopherol one hour after the toxicity. In
the fifth treatment group received a single dose of 60 mg / kg Tocopherol intramuscularly
one hour after toxicity.

As a result of biochemical examination, tissue MDA, MPO, GSH-PX values were
significantly different in all treatment groups compared to toxicity group (p <0.05). Serum
ALT, AST, LDH values were significantly different in all treatment groups compared with
toxicity group (p <0.05).

Histopathological examination revealed less damage in all treatment groups than in the
toxicity group. He suggested that dexpanthenol and tocopherol might help by clearing the

toxicity.

Keywords: Acute liver toxicity, Dexpanthenol, Tocopherol, Paracetamol.
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1. GIRIS

Ilaglarla olusan karaciger toksisiteleri, karaciger hasarinin énde gelen sebeplerinden
biri olarak tanimlanmaktadir (Zimmerman ve Ishak, 2002). filaca bagl gelisen
hepatotoksisiteler, non-spesifik degisikliklerden akut karaciger yetmezligi, siroz ve
karaciger kanseri gibi ¢esitli klinik tablolara neden olmaktadir (Broulac-Sage ve Balabaud,
2004; Lee, 1994). Karaciger, bir¢ok ila¢ ve kimyasal ajanin metabolizmasindaki fonksiyonu
nedeniyle ilag toksisitelerinden bizzat etkilenen organimizdir (Shad ve Chinn, 1999). Tedavi
amagch kullanilan ilaglarin yani sira alkol, mantar, endiistriyel kimyasal ilaglar ve 6zellikle
son yillarda kullanilan bitkilerin bazilarinin da karaciger toksisitesine sebep olabilecegi
belirtilmistir (Teoh ve Farrell, 2006; Lee, 2012). flag dozuna bagli gelisen hepatoksisite
ABD, Ingiltere ve Bati iilkelerinde tiim akut karaciger yetmezligi olgularinin neredeyse %
50’sinden sorumlu tutulur (Lee, 2012; Multimer ve ark,1994; Schiodt, 1999). Vakalarin %
39’u parasetamole, % 13’1 diger ilaglara baglh gelistigi bildirilmistir (Bass, 2003). Yapilan
caligmalarla tilkemizde yilda 150.000 e yakin toksisite olayinin goriildiigii diisiiniilmektedir
(Pekdemir, 2004). Diinyadaki cocukluk cagi toksik olaylarinin ilk sebeplerinden olan
parasetamol zehirlenmesi, lilkemizde de dnemini korumaktadir (Arslankoylu ve ark, 2005;
Kahveci ve ark, 2004, Odek ve ark, 2019 ).

En sik kullanilan antipiretik ve analjezik ilaglardan biri olan Parasetamol’lin 6nerilen
dozlarin iizerinde alinmadigi siirece giivenli oldugu kabul edilmektedir (Prescott, 2000).
Cocuklarda tek seferde en fazla 120-150 mg/kg, eriskinlerde ise en fazla 750 mg/kg
alinmas1 giivenlidir (Allander ve ark, 2000). Evlerde yaygin kullanimi ve recetesiz
kolaylikla aliabilmesi gibi sebepleriyle Parasetamol (Asetaminofen) iceren ilaglarla intihar
veya sehven asirt doz alinmasi siklikla goriilmektedir (Andiran ve Sarikayalar, 2004;
Yorulmaz ve ark, 2017).

Dekspantenol, provitamin B5 olarak bilinen ve B vitaminlerinin i¢inde yer alan
pantotenik asit (PA)’in alkol formudur (Ebner ve Heller, 2002). Viicuda girdikten sonra
pantotenik asite doniigiir. Pantotenik asit, pekcok enerji doniisiim asamalarinda yer
almaktadir. Cesitli enzim reaksiyonlarinda kofaktoér olarak yer olan koenzim A°‘nin
oncilidiir (Akdeniz ve ark, 2007). Yapilan ¢alismalarla pantotenik asitin antioksidan ve
antienflamatuar Ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Deney hayvanlariyla yapilan

caligmalarda yaranin iyilesmesini arttirdigt ve derinin nemlenmesini hizlandirdigi



gosterilmistir (Soylu ve ark, 2017; Akdeniz ve ark, 2007; Aprahamian ve ark, 1985;
Weimann ve Hermann; 1999; Barton-Wright ve Elliott, 1963).

Genellikle E vitamini olarak bilinen Tokoferollerin en aktif formu olan a-tokoferol,
yagda ¢Ozlinen esansiyel bir vitamindir. Viicutta {iretilmez ve tiikettigimiz besinlerle dis
ortamdan elde edilmektedir. Dogada bulunan ve gii¢lii lipid ¢6ziiniirliigii olan E vitamini
hiicre membranin yapist i¢ine girerek membran biitiinliglinii korumaktadir (Schneider,
2005). Ayrica tokoferol lipid peroksidasyonunu inhibe ederek antioksidan oOzellikler
gostermektedir (Yao ve ark, 1994). Insan viicudunun plazmasinda bulunan a-tokoferol,
toplam tokoferol miktarmin %87’si kadardir. (Rodrigo ve ark, 2007). Ayrica insan
viicudunda en ¢ok bulundugu yerler yag dokusu, karaciger ve kas dokusudur. (Landvik,
2001). Oksidatif stresi ve inflamasyon siirecini azaltarak kas lifi hasarmi Onledigi
gosterilmistir (Mancio ve ark, 2017).

Arastirmamizda yiiksek dozda Parasetamol’lin (asetaminofen) karacigerde
olusturdugu toksisiteye karsin antioksidan &zellikleri bilinen Dekspantenol’iin  ve

Tokoferol’lin birlikte ve ayr1 ayr1 olasi tedavi edici etkilerini incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger viicudumuzun en biiylik bezidir ve en biiylik ikinci organi olarak kabul
edilir. Sindirim kanalindan emilen besinleri isleyen ve viicudun diger boliimlerinde
kullanilmast i¢in depolayan hem ekzokrin hem endokrin fonksiyonlara sahip bir organdir
(Gray, 2006; Abdel - Misih , 2010). Onemli metabolik fonksiyonlar1 gergeklestiren
karaciger, abdominal boslugun {ist boliimiinde, diyafragmanin altinda, viicudun sag
tarafinda 7-11. kaburgalarin arkasindadir. Karaciger boyutu cinse, yasa ve viicut boyutuna
bagli degisir. Karaciger yetiskinlerde viicut agirliginin 1/15’ini olusturup yaklasik 1.2-1.5 kg
kadardir (Sitaraman ve Friedman, 2018; Kiigiikkartallar ve ark, 2009).

Karaciger, lipoproteinler, albumin, protrombin, globulinler, fibrinojen gibi cesitli
proteinleri kana dogrudan verdigi icin endokrin, safra kanallar1 araciligiyla safrayi
duodenuma bosalttig1 i¢in ekzokrin bez 6zelligindedir (Junqueira ve Carneiro, 2003; Gray,
2006). Karaciger sag ve sol lob olmak iizere iki lobdan olusur (Sekil 1 ). Sag lob sol lobdan
daha genistir ve biiyiik bir kism1 gogiis kafesi ile korunmaktadir. Karacigeri saran yapilar
strastyla en distaki serdz zar periton, onun altindaki kollajen ve elastif lif igeren yap1 Glisson
kapsiilii ad1 verilen yapilardir. Glisson kapsiilii ayrica karacigerin i¢ kisimlarina dogru
uzanarak karacigeri lob, segment ve lobiillere ayirmaktadir (Abdel-Misih ve Bloomston,

2010; Lafortune, 2007).
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Sekil 1. Karacigerin anatomik yapisi ( Paulsen and Waschke, 2010)

Karacigerin dolasimi iki 6nemli damardan olusur, bunlar hepatik arter ve portal
ven’dir. Karacigere taginan kanin %70-80’i portal venden, %?20-30’u hepatik arterden
saglanmaktadir (Kan ve Madoff, 2008). Portal ven, gastrointestinal sistemdeki besin
maddelerinden zengin vendz kani karacigere tasir. Hepatik arter ise merkezi dolagimdaki
oksijenden zengin kani karacigere tasir (Abdel-Wahhab ve ark, 1999; Kiiciikkartallar ve ark,
2009).

Karaciger yapisinda hepatositler, sinuzoidal endotel hiicreleri, Kupffer hiicreleri,
stellat hiicreleri ve safra kanali epitel hiicreleri gibi farkli tipte hiicreler bulundurur.
Hepatositler yag asitleri, fosfolipidler ve trigliseridlerin metabolizmasinda gérev alan ve
karaciger hacminin ¢ogunu olusturan hiicrelerdir (Dancygier, 2010; Abdel - Misih ,2010).
Hepatositler, lobiilden santrale dogru yonelen tek sirali dizilirler ve yan yana gelerek safra
kanallarini olustururlar (Sekil 2). Hepatositlerin ileri derecede rejenerasyon 6zelligi vardir
ve yasam siireleri yaklasik 150 gilindiir. Bu sayede c¢esitli travmatik ve toksik madde
nedeniyle olusan karaciger hasarlarindan sonra ¢ok kisa siirede kaybedilen dokunun
yenilenmesi saglanabilmektedir ( Gartner ve Hiatt, 2007). Hepatosit dizilimlerinin arasinda
siniizoid bosluklar bulunur. Bu bosluklar kan akimi, portal veniil ve hepatikarteriol ile
baglantilidir. Sinuzoid bosluklarda yiiksek fagositik 6zellikleri olan Kupffer hiicreleri ve
sinuzoid duvarinda endotel hiicreleri bulunur (Gartner ve Hiatt, 2007; Anthony ve ark,

2010).
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Sekil 2. Karaciger hiicrelerinin goriiniimii (Junqueira ve Carneiro, 2009)

Karaciger hiicre sitoplazmalarinda ferritin formundaki demir bulunur. Kupffer
hiicreleri alyuvarlarin metabolize edilmesi, hemoglobinin sindirilmesi gibi gorevleri
iistenirken A vitamini ve yag depolanmasinda da yer almaktadir ( Kierszenbaum, 2006).
Endotel hiicreleri, sinlizoidal duvar boyunca bulunup tasima gorevini iistlenen sitoplazma ve
organelleri az olan hiicrelerdir (Junqueira ve Carneiro, 2009; Gartner ve Hiatt, 2007;
Anthony ve ark, 2010).

Stellat hiicreleri (yildizst hiicreler) siniizoidlerin duvarinda bulunmaktadirlar ve
iclerindeki yiiksek miktarda retinol sayesinde A vitamini depolama gdrevini iistlenirler.
Karacigerde olusan bir patoloji veya inflamatuar bir durumda aktif hale gelerek A vitamini
depolarin1 kaybeder ve miyofibroblast yapisinda bir hiicreye doniiserek kollajen-1 ve
kollajen-3 sentezlemeye baglarlar. Disse araligina salgilanan bu kollajenler, fibrotik siirecin
baslamasima neden olur (Bissel ve Roll, 1989). Stellat hiicrelerinin diger fonksiyonlari
arasinda ekstraseliiler matriksin yapimi (fibrogenezis) ve saliimi, retinoid alimi,
depolanmasi, hiicreler arasi iletisim, profibrogenik sitokin sentezi gibi fonksiyonlari da

bulunmaktadir (Tortora ve Derrickson, 2012; Gartner ve Hiatt, 2007; Feher, 2017 )



2.2. Karaciger Fizyolojisi

Karaciger birgok kimyasal reaksiyonu gergeklestirerek yasamimiz i¢in 6nemli bir rol
oynayan organimizdir. Sindirim kanalindan emilen besinlerin islendigi ve diger viicut
kisimlarmin kullanmasi i¢in bir kisminin depolandigi bir kisminin ise hemen dolagima

aktarildig1 bir organdir (Tortora ve Derrickson, 2012; Feher, 2017).

2.2.1. Karaciger Damar ve Lenf Sistemleri

Karacigerde kan akim hiz1 yliksek iken wvaskiiler diren¢ diisiik seyretmektedir.
Karacigere giren kanin biiylik kismini saglayan portal venden gelen kanin akim hizi 1050
ml/dk’ dir. Bu kana hepatik arterden gelen 300 ml kan da eklenirek toplam karaciger kan
hacmi 13500 ml/dk’ ya yiikselir. (Guyton ve Hall, 2017; Feher, 2017). Bu da kalbin dakika
hacminin %27’sini olusturmaktadir. Portal vendeki ortalama basing 9 mmHg iken vena
kavadaki basing 0 mmHg dir. Karacigere giren ve ¢ikan damarlar arasindaki bu kiigiik
basing farki sinusoidlerdeki kan akimina direncin ¢ok diisiik oldugunu yani vaskiiler
direncinin diisiik oldugunu gostermektedir. Karacigerde olusan hasarlarda fibrotik doku
gelisimi damarlar1 daraltir ve portal vendeki kan akimi azalir. Karaciger genisleyebilme
ozelligi sayesinde kendi damarlarinda biiyiik miktarda kan depolama gorevi de yapabilen
vendz bir organimizdir (Guyton ve Hall, 2017).

Hepatik siniislerin gegirgenligi nedeni ile hem sivi hem proteinler Disse araligina
kolayca geger. Asirt gegirgenlik ¢cok miktarda lenf olusumuna neden olur. Karacigerden
gelen lenf, plazma protein konsantrasyonuna yakindir ve yaklagik 6 gr/dl protein igerir.
Dinlenme kosullarinda, viicutta dolagan lenfin yarisina yakimi karacigerden olusmaktadir

(Guyton ve Hall, 2017; Feher, 2017).

2.2.2. Karaciger Metabolik Islevleri

Bir¢ok biyomolekiiliin sentezi ve depolanmasinda gorev yapan karacigerin baslica
metabolik fonksiyonlari; karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmalari, safra iiretimi ve
detoksifikasyon olarak belirtilmektedir. (Murray ve ark, 2004; Tortora ve Derrickson,
2012).



2.2.2.1. Karbonhidrat metabolizmasi

Karbonhidrat metabolizmasindaki baglica gorevleri; biiyilk miktarda glikojen
depolamak, doku hiicrelerine geciste son ortak lriin olmasi i¢in Galaktoz ve Fruktozu
Glikoza dontistiirmek, kandaki glikoz konsantrasyonu icin glikozdan glikojen olusumu
(Glikojenez) ve depolanan glikojenin yikilmasini (glikojenoliz) gergeklestirmektir. Ayrica
karbonhidrat metabolizmasinin ara iriinlerinden bir ¢ok Onemli kimyasal maddenin (
piriivik asit, asetil koenzim A, laktik asit gibi ) olugsmasini veya birbirlerine doniisiimesini de
saglamaktadir (Guyton ve Hall, 2017).

Karbonhidrat metabolizmasinda karacigerin iistlendigi en énemli gorev, kan glikoz
konsantrasyonunun sabit tutulmasidir (Tortora ve Derrickson, 2012). Karaciger kandaki
glikozun fazlasim alarak glikojen bigiminde depolayabilir (glikojenez). Ozellikle karaciger
hiicrelerinde ve kas hiicrelerinde depo edilmektedir. Kandaki glikoz seviyesi diismeye
basladiginda ise karaciger glikojeni glikoza doniistiirerek (glikojenoliz) kana verir ve bu
ozelligine karacigerin glikoz tamponlama 6zelligi denmektedir. Kandaki glikoz miktari
normalin altina indigi zaman karaciger, amino asitleri ve trigliseritlerden kaynaklanan
gliserolii de glikoza dontistiirebilmektedir (glikoneogenez) . Bu sekilde kan glikoz
miktarinin  normal dlizeyde kalmasim1  saglamaktadir. Ayrica kandaki glikoz
konsantrasyonunun diizenlenmesi i¢in insiilin ve glukagon hormonlar1 da gérev almaktadir

(Guyton ve Hall, 2017).

2.2.2.2. Lipid metabolizmasi

Viicuttaki  biitlin  hiicreler yag1 metabolize edebilmesine ragmen yag
metabolizmasinin belli adimlar1 temel olarak karacigerde ger¢eklesmektedir. Karacigeri yag
metabolizmasindaki baslica gorevleri; enerji saglamak i¢in yag asitlerinin oksidasyonu, ¢ok
miktarda kolesterol, fosfolipit ve lipoprotein sentezi ve karbonhidrat ile proteinlerden yag
sentezi yapmaktir (Guyton ve Hall, 2013; Tortora ve Derrickson, 2012).

Yaglar gliserol ve yag asitlerine ayrildiktan sonra yag asitleri beta oksidasyon ile
karacigerde asetil koenzim A’ya (asetil KoA) doniistiiriilmektedir. Fazla olusturulan asetil
koenzim A, asetoasetik asite doniiserek hizla hiicre disina ¢ikar, diger dokulardaki hiicrelere
tasinip bu hiicrelerin i¢inde yeniden asetili KoA ya donistiiriilerek enerji i¢in

kullanilmaktadir (Guyton ve Hall, 2017).



Karaciger kolestrol, fosfolipidler ve lipoproteinlerin  biiyiik  boélimiini
sentezlemektedir (Tortora ve Derrickson, 2012). Sentezlenen kolesteroliin yaklasik %80°1
safra tuzlarma doniisiir ve daha az miktardaki kismi lipoproteinlerle diger dokulara
tasinmaktadir. Kolestrol ve fosfolipidler viicuttaki hiicreler tarafindan hiicre ici yapilarin
olusumunda, zarlarin ve Onemli kimyasal maddelerin yapiminda kullanilmaktadir.
Karbonhidratlar ve proteinlerden saglanan yag sentezinin 6nemli bir kismi karacigerde
gerceklesmektedir ve bu yolla sentezlenmis olan yag, yag dokularina taginarak

depolanmaktadir (Guyton ve Hall, 2017).

2.2.2.3. Protein metabolizmasi

Karacigerin protein metabolizmasindaki temel gorevleri; amino asitlerin
deaminasyonu, lire olusumu ile amonyagin viicuttan uzaklastirilmasi , plazma proteinlerinin
olugsmast ve Onemli amino asitler ile diger bazi maddelerin birbirine doniisiimiini
saglamaktir (Guyton ve Hall, 2017; Tortora ve Derrickson, 2012).

Amino asitlerin, enerji i¢in kullanilmadan 6nce deaminasyonu (molekiilden bir amin
¢ikarilmasi) gerekir ve amino asitlerin deaminasyonunun Onemli kismi karacigerde
gerceklesmektedir. Deaminasyon igsleminde ve barsak bakterilerinin etkisiyle ¢cok miktarda
amonyak olusmaktadir. Ure yapimi ile olusan bu amonya@ viicut sivilarindan uzaklastiran
karaciger, plazma amonyak konsantrasyonunun diizenlenmesini saglar. Ure olusumu
gerceklesemez ise amonyak konsantrasyonunun artmasi hepatik komaya ve 6liime varan
sonuclara neden olabilir (Guyton ve Hall, 2017).

Karaciger hiicrelerinde biitiin plazma proteinlerinin %901 yapilir ve kalan kisimdaki
proteinler ise lenfoid dokuda yapilan gama globiilinleridir. Plazma proteinlerin azalmasi
karacigerin biliylimesine neden olmaktadir. Karaciger bir diger onemli gorevi ise bazi
esansiyel olmayan amino asitleri sentezlemesi ve aminoasitlerden metabolik agidan énemli

diger bilesiklere (keto asit gibi) donlistiirmesidir.

2.2.2.4. Safra salgilanmasi

Karacigerin baslica iglevlerinden biri olan safra salgilanmasi hepatositler tarafindan

yapilir ve bu salgida biiyiik miktarda safra asitleri, kolesterol ve diger organik maddeler



bulunmaktadir. Salgilanan safra ile yaglarin sindiriminde ve emiliminde gorev almasinin
yani sira yikim iriinlerinin atilmasinda da onemli rol oynamaktadir (Ganong, 2002).
Karaciger, safra kanallariyla sindirim sistemine salgiladig: safra ile gastrointestinal sistem

icinde de gorev almaktadir (Karadz, 2002).

2.2.2.5. Karacigerin diger metabolik islevleri

Karaciger, vitaminler i¢in bir depo alanmi olusturmaktadir ve en fazla depo ettigi
vitamin A vitaminidir. A vitaminin eksikligini 10 ay Onleyecek miktarda depo
edebilmektedir. Diger depo ettigi vitaminlerden D vitamini i¢in 3-4 aylik, B12 vitamini i¢in
bir yillik depo edebilmektedir. Karaciger, demir i¢in de depo gorevi gormektedir. Demirin
hemoglobinde bulunan kismindan geri kalan1 karacigerde ferritin seklinde depo edilir.
Ayrica karaciger hiicrelerinde bolca bulunan apoferritin proteini, vuciit sivilarindaki fazla
demirle birlesip ferritini olusturur ve bu sekilde karaciger hiicresi i¢inde depolanarak demir
konsantrasyonun ayarlanmasini saglamaktadir (Guyton ve Hall, 2017; Tortora ve
Derrickson, 2012).

Karacigerde sentezlenen ve pihtilasma i¢in gerekli olan faktorler; fibrinojen.
protrombin, akseleratér globiilin, Faktor VII ve diger 6nemli koagiilatér faktorlerdir. Bu
islevinden dolay1 karaciger hasarlandiginda pihtilagsma bozukluklar1 goriilmektedir (Guyton
ve Hall, 2017; Tortora ve Derrickson, 2012).

Karacigerin detoksifikasyon oOzelligiyle ¢esitli ilaglar1 zehirsizlestirerek safra ile
viicuttan uzaklastirdig1 bilinmektedir ve ayrica salgi bezlerinden salgilanan hormonlar ve
tiroksin de karacigerde metabolize edilip atilabilmektedir ( Guyton ve Hall, 2017).

Safraya salgilanarak disar1 atilan bir diger madde olan Bilirubin, hemoglobin
metabolizmasinin son tiirtiniidiir. Hemoglobindeki ‘hem’ halkas1 metabolize edildikten sonra
olusan biliriibin plazma albiiminine baglanmaktadir. Plazma albiimin ve biliriibinin
birlesimiyle olusan serbest bilirubin, karaciger hiicreleri tarafindan tutulur ve gliifkuronik
asitle birleserek bilirubin gliikuronat ya da siilfatla birleserek bilirubin siilfat meydana
getirmektedir. Bu sekilde konjuge bilirubin safrayla barsaklara salgilanip burada bakteriler
tarafindan  iirobilinojene ¢evrilmektedir. Urobilinojen eriyebilir yapis1 sayesinde
barsaklardan emilerek tekrar kana gecmektedir. Emilen {irobilinojenin % 5 i idrarla atilir,
kalan1 ise karacigerde yeniden safrayla atilmaktadir. Sarilik hiicre dis1 sivida bagh ya da

serbest bilirubinin artmasidir. Ayrica sarilik, kirmizi kan hiicrelerinin hasarinda artigina,



safra kanalinin tikanmasina veya karaciger hasarina bagl olarak safranin sindirim sistemine
atilamamasina bagli olarak ortaya c¢ikabilmektedir (Guyton ve Hall, 2017; Tortora ve

Derrickson, 2012).

2.3. Hepatotoksisite

Karaciger fizyolojik ve biyokimyasal rolii nedeni ile bir¢cok toksik madde ve ilaclara
maruz kalmaktadir. Karacigerin i¢ veya dis nedenlere bagli olarak pek ¢ok maddenin
metabolizmasindan sorumlu olmasi, ila¢ kaynakli toksisitelerde Onemini arttirmaktadir
(Novak ve Lewis, 2003). Hepatotoksisite nedenleri arasinda olarak ilaclari, dogal toksik
ajanlar1, vitaminler ve kimyasal ajanlar1 sayabiliriz. Hepatotoksisite; akut ve kronik hasar,
siroz, timor gibi ¢esitli klinik durumlarla karsimiza ¢ikabilmektedir.

Karacigerin kendini yenileme kapasitesi mevcuttur fakat nekrotik ve apoptotik hiicre
Oliimleriyle kaybolan karaciger hiicrelerinin rejenerasyonu ilaca bagli hasarin belirlenmesini
zorlagtirabilir. Karaciger hasarinin patogenezinde Kupffer hiicreleri, siniizoidal endotelyal
hiicreleri, stellat hiicreleri, 16kositler, ndtrofiller ve makrofajlar 6énemli rol oynamaktadir
(Jaeschke ve ark, 2002). Hepatotoksisite de toksik metabolitler direkt tesir ederek hiicrede
bozukluklar yapabilirken metabolik veya immun sistemlerde de dolayli yoldan hasar

verebilmektedir.

2.3.1. Ila¢ Toksisitesinin Patofizyolojisi ve Mekanizmasi

Ilag toksisitesiyle ilgili patofizyolojik mekanizmalarda 5 farkli yolagin rol oynadig
diistiniilmektedir. Hepatositler her yolakta onemli rol oynasa da her mekanizma farkl
organelleri hedeflemektedir (Sekil 3). Bu mekanizmalar;

1- Intraseliiler iyon konsantrasyonunun bozulmasi: Hiicre igindeki iyon
konsantrasyonunun degisimi sonucunda ilaglar kovalent baglarla hiicre i¢indeki proteinlere
baglanir ve intraseliiler kalsiyum konsantrasyonu degisir. Bozulmus kalsiyum iyon dengesi
sonucunda hepatositlerdeki aktin fibriller parcalanir. Bu da hiicre ¢eperinden baslayarak tiim
hiicre yikiminin gerceklesmesine neden olur (Sekil 3-A) (Lee, 2003).

2- Safra kanalinin hasari: Safra kanalikiillerinde bulunan transport proteinin

etkilenmesi ve villus prosesinin kaybi ile safra salgilanmasindan sorumlu bolgedeki aktin
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lifleri bozulmasiyla safra kanali hasar1 olusur (Sekil 3-B). Bu olaylar bilirubin ve diger
organik bilesiklerin atilimi smirlandirip safra salinimini engellemesiyle kolestaz olusur.
Safra asitlerinin hiicrede birikmesi sonucunda da hiicre o6liimi gergeklesir (Lee, 2003;
Trauner ve Meier, 1998).

3- Immiin mekanizma: Hepatoseliiller reaksiyonlar sonucu immiin sistemin
etkilenmesidir (Sekil 3-C, SekiL 3-D). Ilaglar kiigiik molekiiller olduklar1 icin immun cevabi
direkt olusturamasalar da bazi enzim reaksiyonlariyla meydana gelen ara metabolitlerin
enzimlere baglanmasi sonucunda antijen gibi islev goren bilesikler olustururlar. Olusan
bilesiklerin hepatositlere ulagmasi ile antikor iiretimi uyarilir. Sitokin salinimi ve T-
hiicrelerinin immiin yanit1 ile hiicre yikimina sebep olunur. (Lee, 2003; Robin ve ark, 1997).

4- Apoptozis (programlanmis hiicre Oliimii): Hiicrede olusan hasar sonucunda
immiin sistem uyarilarak sitokinler aktiflesir ve hiicre igindeki sistein-proteaz grubu
enzimleri (kaspazlar) tetikleyerek apoptozise neden olur (Sekil 3-E). (Lee, 2003; Reed,
2001).

5- Mitokondriyal disfonksiyon: Solunumun engellenmesi, yag asitlerinin [-
oksidasyonunun engellenmesi ve sonucunda mitokondri DNA’sinin dolayli olarak
etkilenmesi mitokondriyal disfonksiyon olusturmaktadir (Sekil 3-F). Serbest yag asitleri
metabolize olamayinca laktat ve reaktif oksijen radikallerinin birikimine sebep olarak
mitokondri DNA’sini etkiler. Bu olaylarla hiicredeki aerobik ve anaerobik metabolizmalar1
bozulur. Laktik asit ve trigliserid birikmesi sonucunda hiicrei¢i yag orani artar (Lee, 2003;

Kamal ve French, 2004).
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Sekil 3. Hepatotoksisite mekanizmalar1 (Lee, 2003)

A : Intraseliiler iyon konsantrasyonunun bozulmasi
B : Safra kanalinin hasari
C — D : immiin mekanizma
E : Apoptozis (programlanmis hiicre 6liimii)

F : Mitokondriyal disfonksiyon
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2.4. Parasetamol

2.4.1. Parasetamol’iin Yapisi ve ozellikleri

HO

Iz

Sekil 4. Asetaminofenin kimyasal yapist (Perumalla ve ark, 2012)

Asetaminofen, N-asetil-p-aminofenol (APAP) gibi isimleriyle de bilinen
Parasetamol, tiim diinyada ¢ok yaygin kullanilan agr1 kesici (analjezik) ve ates diisliriicii
(antipiretik) etkiye sahip bir ilagtir. Molekiil agirligi 151.2 g/mol olan APAP’in molekiil
formulii CsHoNO; ve kimyasal adi N-(4-hidroksifenil) asetamid’dir (Sekil 4). Beyaz
kristalize yapidadir. Molekiil agirligt 151.17 gram olup erime noktas1 169 °C, yogunlugu
1.263 g/cm3, sudaki ¢ozilintirligi 1.4 g/100 mL (20 °C)’dir. Etanol, methanol, sodyum
hidroksit, aseton, etil asetat ve su da ¢0ziinen zayif bir asittir (Ajith ve ark, 2007; Saito,

2010).

2.4.2. Parasetamol’iin Farmakokinetik Ozellikleri

Diinyada ve iilkemizde recetesiz satilan ilaglar arasinda yaygin kullanilanlardan biri
olan parasetamol, kandaki en yiiksek konsantrasyonlarina viicuda girmesinden 30-60 dakika
sonra ulagir. Parasetamol diinyada ylizlerce preparatin i¢inde farkli maddelerle konjuge
olarak bulunmakta ve 50’den fazla preparatta tek basina etkin madde olarak
kullanilmaktadir. Parasetamoliin plazmadaki yar1 omrii 2-3 saat arasinda degismektedir.
Asetaminofenin biiylik bir kismi dolasimdaki plazma proteinlerine baghdir ve karacigerdeki
mikrozomal enzimler tarafindan siilfat ve glukuronit bilesenlerine gevrilir. % 5’lik az bir

kismi ise degismeden idrarla atilir (Bessems ve Vermeulen, 2001).
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Parasetamoliin emilimi aglik sirasinda hizli gerceklesirken, hastalikta ve narkotik
analjezik gibi ilaclarin kullaniminda emilimi yavaglamaktadir. En yiiksek derigimleri
karaciger, bobrek ve gastrointestinal kanalda bulunmaktadir (Bessems ve Vermeulen, 2001).
Parasetamol, para- aminofenol tiirevi non-steroid antiinflamatuar (NSAI) analjeziklerdendir.
APAP, asprinin etken maddesi olan asetilsalisilik asite benzer sekilde analjezik ve
antipiretik etkilidir ancak aspirine kiyasla antiinflamatuar etkinligi oldukca diisiiktiir
(Botting, 2000; Graham, 2005). Antiinflamatuar ilaclarin analjezik etkisini arttirmak i¢in
onlarla birlikte kullanilabilir ancak antitrombositik etkinligi zayiftir; kanama siiresini
degistirmez.

Parasetamol anlajezik ve antipiretik etkisini gosterirken benzer diger analjezik
ilaglardan degisik olarak, hipotalamus ve omurilik arka boynuzu gibi peroksitlerden fakir

ortamda prostaglandin sentezini baskilayabilir (Grypioti ve ark, 2005; Yildirim, 2007).

2.4.3. Parasetamol Metabolizmasi

Parasetamol metabolizmasi basta karaciger olmak {lizere bobrek ve barsakta da
gerceklesmektedir. APAP metabolizmasinin 6nemli mekanizmalari; glukuronidasyon,
siilfasyon ve sitokrom CYP450’ye bagli mikrozomal oksidasyon seklinde meydana
gelmektedir (Yapar ve ark, 2007). Asetaminofen tedavi dozlarinda alindiginda, % 80-85°lik
blyiik kismi glukuronid-siilfat konjugasyonuyla metabolize olurken % 10’luk kismi
CYP450 enzim sistemiyle metabolize edilir. Kalan %5’lik kismi ise degismeden idrarla
atilarak uzaklastirilmaktadir (Benson ve ark,2005; Gelotte ve ark, 2007). Asetaminofen
karacigerde {iiridin difosfat glukuronozil transferaz (UDP-glukuronozil transferaz) enzimi
tarafindan glukronid konjugatina, fenol-siilfotransferaz enzimiyle siilfat konjugatina
dontstiiriiliir. Glukuronid ve stilfat konjugatlarinin bir kismi safraya gegerken bir kismi ise

kan dolagimina gecer (Sekil 5) (Heard, 2008).
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Sekil 5. Parasetamol metabolizmasi (Heard, 2008)

Parasetamol CYP450 enzimiyle okside edildiginde karaciger igin toksik bir iirlin
olan NAPQI olusur ve olusan NAPQI, GSH ile baglanarak zararsiz metabolitlere (sistein ve
merkaptiirik asit) doniisiir. Toksik etkisi olmayan bu metabolitler ve APAP’in reaksiyona
girmemis kisimlar idrarla viicuttan uzaklastirilir. Asetaminofen metabolizmasinda CYP450
enzim sistemine bagli 3 enzim rol oynamaktadir. Terapotik dozlarda CYP3A4, toksik
dozlarda ise CYP2E1 ve CYP1A2 enzimleri ¢alisir. Asetaminofen oral yolla alindiginda,
viicuttaki depo GSH ile zararsiz hale getirilir. Yiiksek doz APAP aliniminda, viicudun
detoksifikasyon kapasitesinin smirli  olmasi, CYP450 enzimlerinin indiiksiyonu,
glukuronidasyonun inhibisyonu ve GSH depolarinin tilkenmesi gibi nedenleriyle toksik {iriin
olan NAPQI'nin detoksifikasyonu yapilamaz. N-asetil-p-benzokinon-imin, karaciger
hepatosit hiicrelerine kovalent baglanarak hiicre 6liimiine ve karaciger hasarina neden olur

(Heard, 2008; Bartlet, 2004).
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2.4.4. Parasetamol Toksisitesi

Parasetamoliin toksik etkileri karaciger ve bobrekte meydana gelirken ph dengesi,
kalp-damar ve solunum sistemleri lizerinde 6nemli etkileri gériilmemektedir. Parasetamoliin
serumdaki konsantrasyon artig1 karaciger hasarma sebep olmaktadir. Terapotik sinirlarda
alindig1 zaman bile karaciger enzimleri kismen bir artig gosterebilirken yiiksek dozlarda
yogun hiicre hasarlarina ve nekroza neden olarak oliime yol acabilir. Parasetamole bagl
karaciger hasar1 ihtimalini arttiran durumlar Tablo 1’°de yer almaktadir.

Parasetamoliin toksik dozlar1 bir defada ¢ocuklarda en fazla 150 mg/kg, eriskinlerde
ise en fazla 750 mg ve iizeri olarak bildirilmistir (Prescott, 1983; Allander ve ark, 2000).
Yapilan baz1 deneylerde terapatik dozlarda APAP kullanilmasinin ve ya 4 g/giin bi¢ciminde
kronik alinmasinin karaciger hasarina sebep oldugu gosterilmistir (Bessems ve Vermeulen,

2001; Bartlett, 2004).

Parasetamol
toksisitesi

FazI (24 saat)| |FazII (2-3 giin) Faz III (3-5 giin) Faz IV (5-21

Terleme Abdominal agr1 Sarilik giin) Fizik

. _ _ muayene

Kusma Tagikardi Ensefalopati bulgular1
Yorgunluk Hipotansiyon Metabolik asidoz kaybolur.

Sekil 6. Parasetamol toksisite fazlar1 (Katzung, 2007)

Parasetamol toksisitesinin klinik tablosu 4 fazdan olusmaktadir (Sekil 6). Faz I de
APAP uygulamasindan sonra gegen ilk 24 saatlik evredeki bulgular meydana gelir. Terleme
ve yorgunlukla birlikte bulant1 ve kusma gibi gastrointestinal sistem bulgular1 da gozlenir
(Gelotte ve ark, 2007; Katzung, 2007). 48-72’lik saatlik dilimde olusan Faz II de ise
hepatotoksisitenin ilk ciddi bulgular1 olan abdominal bdlgede agr1, tasikardi, hipotansiyon,
karaciger enzimlerinde artis olusmaktadir. Faz III, APAP sonras1 72-120 saatlik dilimde
meydana ¢ikan bulgulara gore simiflandirilmigtir. Bu fazda sarilik, ensefalopati, metabolik

asidoz ve karaciger yetmezligine kadar giden ciddi durumlar go6zlenebilir. Karaciger
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enzimlerinin en ¢ok yiiksek seviyelerde oldugu evredir. Bu evrede gelisen karaciger
yetmezligi 6liime sebep olabilir. APAP toksisitesinin son evresi olan Faz IV de ise hasta
iyilesme donemine girer ise fiziksel bulgular1 zamanla ortadan kaybolmaktadir (Katzung,
2007; Dart ve ark, 2006). ilk 3 evrede asetaminofen toksisitesi ile karaciger dokusunda
nekroz gelisirken son evre de ise karacigerin kendini yenileme 6zelligi sayesinde iyilesme
stireci baglamis olur.

Parasetamol ile gelisen toksisitenin nedenleri arasinda oksidatif stres, kalsiyum iyon
dengesinin bozulmasi, NAPQI’in proteinler ve lipitler ile yaptig1 kovalen baglamalar ile
olusan degisiklikler yer almaktadir. APAP ile uyarilan toksisitede lipid peroksidasyonun
sebep oldugu vurgulansa da oksidatif stresle es zamanli gelisebilmektedir. NAPQI’nin
siilthidril gruplariyla reaksiyona girerek protein deformasyonuna neden olacak sekilde
mitokondri hasarina ve bdylece hiicre 6liimiine neden oldugu diistiniilmektedir (Jaeschke ve
ark, 2012; Lancaster ve ark, 2015). Bunun sonucunda olusan mitokondri hasari
mitokondriyal zarin biitinligliniin bozulmas: ve ATP iiretiminin kesilmesine baglidir
(Lancaster ve ark, 2015). Mitokondriyal proteinlerinin sitoplazmaya salinmasi ve ATP
tiretiminin kesilmesi de hiicre liimiine neden olur. Parasetamol’iin CYP450 enzim sistemi
tarafindan NAPQI’e oksidasyonundaki artis reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini

arttirmaktadir.

Tablo 1. Parasetamol hepatotoksitesini arttiran risk faktorleri (Emet ve Yayla, 2016).

Kronik olarak alkol ve sigara kullanim1 Kazara asir1 doz alimi

Yaslilik Dubin- Johnson

Multipl doz alim CYP 450 indiiklenmesi

Kronik Karaciger hastaligi Glutatyon depolarinin azalmast
Malnutrisyon veya Ac¢lik Nonsteroidal antiinflamatuar ilaglar
Birlikte kullanilan ilaglar Fibratlar

Gilbert sendromu Non-alkolik karaciger yaglanmasi
Crigler-Nagar CYP 450 indiiklenmesi

2.4.5. Toksisite Tedavisi
Parasetamoliin asir1 dozda alinmasindan sonra yapilmasi gerekenler standart

zehirlenmelerle benzerdir ve ii¢ baslikta toplanabilir; Destekleyici bakim, Parasetamol

emilimi azaltmak ve antidot vererek parasetamoliin eliminasyonunu arttirmaktadir.
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Parasetamoliin alimindan sonra gecen zamana baglh olarak uygulanan bu
yontemlerdeki temel amag, parasetamoliin emilimini azaltmak, kandaki miktarin1 en kisa
siirede diislirmek, toksik metabolitinin miktarin1 azaltmak ve/veya toksik metabolitini
detoksifiye etmeye c¢alismaktir (Brok ve ark, 2006; Underhill ve ark, 1990).

¢ Gastrointestinal Sistem Dekontaminasyonu: Yiiksek doz parasetamol alimindan
sonra ilk 2 saat iginde bagvuran hastalarda parasetamol emilimini azaltmak igin
gastrointestinal dekontaminasyonu diisiiniilebilir ama rutin kullanimi tavsiye
edilmemektedir. Pediatrik grupta yapilan bir ¢alismada toksik doz asimindan sonra
90 dakika i¢inde yapilan gastrointestinal dekontaminasyon uygulamasiyla toksisite
etkinliginin olduk¢a azaldig1 gosterilmistir (Bond ve ark, 1993). Oral NAC verilecek
hastalarda bu uygulama kusma olusturabilecegi i¢in kontrendikedir.

e N-Asetil Sistein (NAC) kullanim: Ilk olarak 1974 yilinda kullanilan N-Asetil
Sisteinin parasetamol toksisistesinde kullanilabilecegini gosterilmis ve sonra 1977
yilindaki bir ¢aligmada hastalar lizerinde etkinligini ispatlanmistir (Emet ve Yayla,
2016; Prescott, 1977). Karacigerdeki eksilen glutatyon miktarini arttirmayi
saglayarak karaciger hasarin1 Onlemeye calisan parasetamol zehirlenmesinin
antidotlarindandir. NAC’m parasetamol alimindan sonraki ilk 10 saat iginde
uygulanmasi karaciger hasarini biiyiik dl¢iide dnleyebilmektedir (Kozer ve Koren,
2001). Gilinlimiizde de tercih edilen bir tedavi segenegi olarak goriilmektedir fakat
verilme yolu, dozu ve zamaniyla ilgili tartigmalar mevcuttur. Oral ve intravendz
uygulanan NAC’m uygulama yollar1 ile etkinligi arasinda fark goriilmemistir
(Rolband ve Marcuard, 1991).

o Aktif Komiiriin Uygulanmasi: Parasetamol toksisitesinin ilk saatlerinde ( 0-4 saat
aras1) uygulanabilirse tedavi i¢in etkili bir yontem olabilmektedir ve gastrointestinal
dekontaminasyonun yontemlerine kiyasla kandaki parasetamol diizeyini daha iyi
azalttig1 gosterilmistir (Underhill ve ark, 1990).

e Karaciger Transplantasyonu: Parasetamol toksisitesine bagli olarak gelismis
yaygin karaciger hasarinda diisilen 6nemli bir tedavi yontemidir (Farmer, 2003).
Nispeten daha az vakada karsilasilan durum olup transplantasyon sonrasi geriye
doniistimii olmayan Omiir boyu tedavi gerekmektedir (Barshes, 2005). Toksik dozda
parasetamol alan hastalarin % 4’iinde ciddi karaciger yetmezligi gelisirken yaklasik

%1’inde oliim veya karaciger transplantasyonu gerekmektedir (Simmons ve ark,
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2004). Parasetamol zehirlenmesinde karacier transplantasyonu i¢in kullanilan

kriterler sunlardir : (Bernal ve ark, 2002).

1- Asidoz (pH < 7.3) (koma derecesine bakilmaksizin)

2- Koagulopati (komaya ek olarak)

3- Bobrek yetmezligi (kreatinin > 3.4 mg/dl) (komaya ek olarak).

Karaciger transplantasyonu i¢in kullanilan kriterlere ek olarak akut yiiksek doz
parasetamol aliminda kotii prognostik faktdrler sunlardir: (Schmidt ve Dalhoff, 2002):

1. Geg bagvuru (alimdan 24 saat sonra)

2. flerlemis koma

3. Inotropik destege ihtiyag olmasi

4. 45 yas Ustlinde olma

Yiiksek doz parasetamol ile hepatotoksisite gelismis veya gelismemis vakalarin %
90’1 saghgina ulasir (Larson, 2007). NAC tedavisi uygulananlarda, uygulanmayanlara
kiyasla koma gelisme olasilig1 %75 oraninda daha az bulunmustur (Flanagan ve Meredith,
1991). Parasetamol alimindan sonraki ilk 24 saatte tedaviye alinanlarin sag kalim orani daha
ge¢ bagvuran vakalara gore oldukca yiiksektir. Toksisite riskinin arttigi durumlarda
morbidite riski yliksektir (Simmons ve ark, 2004). Toksisite riskinin azaldigr durumlarda (5
yas alt1 cocuklarda ) ise hepatoksisite daha iyi seyreder (Kozer, 2001).

Tedavide yaygin olarak kullanilan bu yontemlerin yan etkileri, dozlar1 ve uygulama
stireleri ilgili datalar ¢ok c¢esitli oldugu i¢in sag kalimlar1 azaltacak yeni tedavi metodlar
iizerinde calismalar siirdiiriilmektedir. Ozellikle antioksidan dzellikleri bilinen maddelerden
Melatonin, Vitamin E ,Vitamin C, Kurkumin gibi ajanlarla yapilan ¢alismalar mevcuttur

(Sener ve ark, 2003; Cekmen, 2009).

2.5. Serbest Radikaller

Serbest radikaller; molekiil ve ya atomun bir veya birden fazla ortaklanmamis tek
elektron barindiran halidir. Serbest radikaller eslenmemis elektrona sahip olduklart igin
kararsiz, rekativiteleri yiiksek, diisiik molekiil agirlikli ve kisa Omiirlii tanimlanirlar (
Turrens, 2003). Viicudumuza aldigimiz oksijenin neredeyse % 3-5’1 kadar1 hiicrede serbest
radikallere doniistiigii i¢in serbest radikaller (ROS) siirekli olusmaktadirlar. Olusan serbest
radikallerin kararsiz yapilar yiizinden hiicredeki diger molekiillere elektron vererek kararli

yapilarinin bozulmasina ve kararsiz hale gegcmelerine sebep olurlar (Colleen ve ark, 2007).
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Serbest radikaller, viicutta metabolizma sirasinda meydana gelen son derece etkin
olan kimyasal trlinlerdir. Serbest radikaller hiicre biiyiime gelisimi iizerine direkt olarak
etkilidirler, hiicre yasami {lizerine olan bu direkt etkilerinden dolay1 damar sertligi, kanser ve
romatizmal hastaliklar ve yaslhlik hastaliklar1 gibi baz1 hastaliklarin olugsmasinda énemli rol
oynarlar. Normal metabolizmanin {iriinii olarak a¢iga ¢ikan serbest radikaller; organizmanin
iyonize edici radyasyona, oksitleyici 6zellik tasiyan ajanlara ve dogal durumunda serbest
radikal metabolitleri olusturabilen yabanci olan maddelere maruz kaldigi durumlarda da
meydana gelebilirler. Canliligin devaminin zorunlu bir parcasi olan oksijen radikalleri
say1siz enzimatik tepkime ve biyolojik fonksiyonlar i¢in gereklidirler.

Serbest radikaller aslinda antioksidan sistemle olmas1 gereken bir denge igerisindedir
ve bu duruma oksidatif denge denir. Eger reaksiyondaki serbest radikallerin meydana gelme
hiz1 ile birlikte antioksidan sistemdeki serbest radikallerin yok edilme hizi birbirine esitse
serbest radikallerin olusturacagi zararlar1 etkileri ortaya c¢ikmamaktadir. Antioksidan
savunma sisteminin bazi nedenler yiiziinden zayiflamasi ve ya yok olmasi dengenin
oksidanlar lehine kaymasina sebep olarak serbest oksijen radikali (SOR) iiretiminde artisi
meydana getirir ve bunun sonucunda gelisen duruma da ‘oksidatif stres’ ismi verilmektedir
(Chauhan ve ark, 2011). Serbest radikallerin zararli etkilerinin yani sira belli miktarlarda
tiretildiginde ise immiin sisteme, enzimlerin aktivasyonuna, fagositoza, hiicrelerin sinyal
iletimine, kaslarin kasilmasina, hiicrelerin biyogenezine ve kimyasal reaksiyon
basamaklarinin seyrine faydali etkiler yapmaktadirlar. Fazla iretildiginde ise fonksiyon
bozukluklarina, hiicre zehirlenmesine, doku yaralanmasina ve inflamasyonuna sebep
olmaktadirlar (Revan, 2007). Biyolojik sistem i¢inde en miithim serbest radikaller oksijen
barindiranlardir ve bu radikaller ‘serbest oksijen radikalleri’ diye bilinmektedir. Reaktif

Oksijen Tiirleri (Reactive Oxygen Species = ROS) ile benzer anlama gelmektedirler.

2.5.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller, en sik elektron transfer zincirinde ya da enzimatik reaksiyonlarda
ara irilinler olarak olusmaktadirlar. Reaktif oksijen tiirleri, molekiil halindeki oksijenle
etkileserek serbest oksijen radikallerini olustururlar (Pham-Huy ve ark, 2008; Altinisik,
2000). Oksidan molekiiller kararsiz yapilarini kararli hale getirebilmek i¢in hiicreye saldirir

ve hiicrede zarara yola acabilir (Janssen ve ark, 1993; Sardesai, 1995).
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Oksidatif strese yol agan serbest radikaller; Siiperoksit Radikali (O,-), Hidrojen
Peroksit (H,0,), Hidroksil Radikali (OH) ve Singlet Oksijen ('O-) dir.

2.5.1.1. Siiperoksit radikali (O,-)

Stiperoksit radikali, molekiiler oksijene bir elektron eklenmesiyle indirgenir ve
serbest radikal hasarina kars1 koruyucu antioksidan olan siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi
ile hidrojen peroksit (H,O, )’e doniistiiriiliir (Davies ve ark, 1995).

Hiicredeki metabolizmanin iiriinii olarak en ¢ok ortaya ¢ikan serbest oksijen radikali
stiperoksittir ve gesitli enzim reaksiyonlarinin yan iriinii olmasinn yaninda endoplazmik
retikulumla mitokondrilerin elektron alig verisi esnasinda da olusmaktadir (Rodriguez ve

ark, 2004).

2.5.1.2. Hidrojen peroksit (H,0O,)

Hidrojen peroksit, siiperoksit radikalinin (O,-) etrafindaki elektronlardan bir tane
alarak ya da molekiil halindeki oksijenin etrafindaki elektronlardan iki tanesini alarak
meydana gelen peroksitin iki proton (H+ iyonu) ile birlesmesiyle olugsmaktadir.

Hidrojen peroksit (H,O) hiicrenin zarindan hizlica gegebilen uzun Omiirlii bir
oksidandir (Aliyev ve ark, 2004). H,O, okside edici bir ajan olarak 6zellikle reaktif degildir.
Bununla beraber redoks metallerinin varliginda fenton kimyasi hemen anlamli miktarda
OH-  serbestlestirir.  Hidrojen  peroksidin  organimadaki {iretimi  siliperoksidin
degistirilmesiyle olmaktadir. Yagda ¢6ziinen bir radikal olan H,O,, olustugu hiicrelerden
uzaktada olsa demir iyonu (Fe+2) iceren hiicre zarlarinda da hasar meydana getirebilir.
Stiperoksitten daha az tesiri olan hidrojen peroksit, dokulardaki katalaz, glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi enzimler sayesinde su ve oksijen donistiiriiliip etkisi ortadan

kaldirilir.
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2.5.1.3. Hidroksil radikali (OH")

Hidroksil radikali (OH"), oksidatif streste olas1 toksik reaktan 6zelligi en ¢ok olandir.
Asirt derecede reaktif olup sadece diffizyon ile sinirlandirlabildiginden hizlica hem diisiik
hem yiiksek molekiil agirlikli bilesikleri hasara ugratabilir ya da degistirebilir.

Hidroksil radikali, demir ve bakir iyonlarinin varliginda girdigi reaksiyonla Hidrojen

peroksitten (H,O,) sentezlenerek olusabilmektedir (Colleen ve ark, 2007).

2.5.1.4. Singlet oksijen ('O;)

Singlet oksijen eslesmemis elektronlar igermedigi i¢in tam olarak bir serbest radikal
olarak degerlendirilmez. Oksijenin elektronlarindan bir tanesinin verilen enerji sayesinde
kendi orbital yoriingesinden baska bir yoriingeye ya da kendi yoriingesindeki yoniiniin ters
istikametine donmesiyle olusur. Singler oksijenin yoriingesindeki elektronlari ayni yonde
oldugu i¢in diger oksidan molekiillerle tepkimesi artmaktair ve 6zellikle bazi kimyasal

reaksiyonlarda (fotokimyasal gibi) cok onemlidir. (Halliwell, 1989).

2.5.1.5. Nitrik oksit (NO )

Nitrik oksit serbest radikal ozelliklerinde bir gaz molekiiliidiir ve L-arginin (Arg)
amino asitinden canli igerisinde iretilmektedir. Enzimatik Nitrik oksit sentezinin
asamalarinda enzimin birer monooksijenaz aktivitesi sayesinde gerceklesir. 1 mol Arg’den 1
mol NO sentezi i¢in 2 mol O, ve 1.5 mol Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH)
kullanilir. Kullanilan oksijenlerin iki atomu suya indirgenirken diger iki oksijen atomu, NO
ve sitrullin olusumunda kullanilir (Kiling ve Kiling, 2000). NO yapisindaki oksijen
atomunun kaynagi, ilk monooksijenaz aktivitesi ile Arg’ye katilan atomdur. Sitrullindeki
oksijen atomunun kaynagi ise ikinci monooksijenaz tepkimesi sirasinda kullanilan oksijen
atomudur (Kutay, 2002; Nelson ve Cox, 2000).

Damarlarda vazodilatasyon saglayan nitrik oksit, damar direncini diizenlemede
oldukca etkilidir. Ayrica trombosit aktivasyonunu inhibe etmede, miyokard
kontraksiyonunu diizenlemede, immiin sistemde, insiilin salinmasinda, agri, gorme, koklama

gibi duyularin algilanmasinda da rol oynamaktadir (Atalik ve Dogan, 1997).
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2.5.2. Serbest Radikal Kaynaklari

Organizmadaki hiicrelerde siirekli iretilen serbest radikaller hem viicut i¢indeki

(endojen) hem de disindaki kaynaklardan (ekzojen) olusabilirler (Pham-Huy ve ark, 2008).

2.5.2.1. Serbest radikallerin endojen kaynaklari

Serbest radikaller mitokondrideki aerobik solunum esnasinda yan {iriin olarak
olusurlar. Ayrica inflamasyanda serbest birakilan sitokinler ile fagositik olaylar geliserek
serbest radikaller {iretilmeye baslanir. Lipit peroksidasyonun ve mitokondriyal
oksidasyonlarin sonucunda olusurlar. Otooksidasyon reaksiyonlar sirasinda ksantin oksidaz
(XO) ile nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz gibi enzimlerle
endoplazmik retikulumda sitokrom p450 sisteminde meydana gelen elektron kacislarinda da
olusabilirler.

Stres ve ya yorgunluk ile artan kortizol hormonu viicutta toksik tiriin olarak serbest
radikaller iiretebilir. Kortizol ve katesolamin hormonlari serbest radikallere doniisebilirler.
Ayrica patojenlere karst gelisen immun sistem cevaplarinda da oksidan radikaller

uretebilirler.

2.5.2.2. Serbest radikallerin ekzojen kaynaklar:

Baz1 ilaglar (Aminotriazol, asetaminofen, bleomisin, doksorubisin, hiperbarik
oksijen, klonazin, klosapin gibi ) ,bazi metal iyonlar1 (Demir, bakir, civa gibi ) , kirletici
ajanlar (Asbest lifleri, mineral tozlar, ozon, karbon monoksit, nitrik oksit, nitrojen dioksit,
silika, baz1 solventler, hipoklorit, kiikiirt dioksit, yangin gibi ) ve radyasyon ( UV 1sinlari, x-
ray, gamma radyasyon gibi ) ekzojenler kaynaklar1 olustururlar (Abdollahi ve ark, 2004).

2.6. Antioksidanlar

Organizmada serbest radikallerin kendilerine ve olusturduklari zararlarina karsi bir

savunma sistemi gelistirilmistir. Meydana getirdigi zarar1 6nlemek icin olusan maddelere
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‘antioksidanlar’ denir. (Takechi ve ark, 2008). Antioksidanlar, serbest radikaller ig¢in
elektron hedefi halindedir ve serbest radikale elektron vererek yapisinin kararli hala
gelmesini saglarlar. Oksidan ve antioksidan sistem arasindaki dengenin saglanmasi ile
hiicrelerin yapilar1 korunarak normal fonksiyonlarini yapmalari i¢in iyi bir ortam saglanmig
olur. Oksidatif dengenin saglanmasi serbest radikallerin olumsuz etkilerinin olusmasini
onlemektedir. Farklt nedenlerle bu denge bozulur ve antioksidanlarla olusan savunma
mekanizmas1 ortadan kalkarsa oksidan radikalleri artar. Bu durum oksidadif stres olarak
tanimlanir (Chauhan ve ark, 2011).
Antioksidan koruma birkag farkli yolla gergeklesir. Bunlar ;
¢ Enzim araciligiyla oksidan molekiilleri daha zayif molekiillere ¢cevirerek temizleme
¢ Vitaminler ve flavonoidler araciligiyla oksidan molekiillere hidrojen iyonu aktararak
etkisiz hale getirip baskilama
e Olusan hasar1 onarma
e Hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini araciligi ile oksidan molekiillerinin
fonksiyonlarini engelleme (Young ve Woodside, 2001)
Antioksidanlar cesitli kriterlere gore siniflandirilabilir fakat en kabaca kaynaklarina
gruplara ayrilmaktadirlar. Bunlar enzim ya da enzim olmayan endojen ve vitamin ya da ilag

olan ekzojen kaynaklar olarak gruplandirilabilir.

2.6.1. Endojen Kaynakh Antioksidan Enzimler

Oksidan molekiilleri tutarak daha zayif molekiillere doniistiiren bu enzimler;

Stiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (KAT), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon

rediiktaz ve Glutatyon S-transferaz (GST) enzimleridir.

2.6.1.1. Superoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit Dismutaz (SOD), siiperoksit radikalinin hem oksijen molekiiliine

yiikseltgenmesini hem Hidrojen peroksite indirgenmesini saglayarak artan siiperoksit

radikalinin dengesini saglayan enzimdir. Tiim hiicrelerin mitokondilerinde ve sitozoliinde

SOD bulunur. Dokulardaki oksijenin artmasi ile siiperoksit dismiitaz (SOD) aktivitesi
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yiikselir ve oksijenin indirgenmesiyle artan siiperoksit radikalinin diizeyini kontrol etmeye
calisir. Ayrica SOD fagositik fonksiyonlarda da o©nemli rol oynar. Sitozoldeki
reaksiyonlarda bakir ve c¢inko icerdigi icin Cu-Zn-SOD, mitokondri de ise manganez
igerdigi icin Mn-SOD ve plazmada bakir i¢erdigi i¢gin Cu-SOD olarak isimlendirilen 3 tip
SOD vardir (Halliwell ve Gutteridge, 2007). En ¢ok eritrositlerde, beyin ve karaciger
dokularinda bulunan Cu-Zn SOD iken ve Mn-SOD nin en ¢ok bulundugu yerler beyin, kalp,

karaciger ve bobrek dokularidir.

2.6.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, peroksizomlarda lokalize olan ve yapisinda 4 hem grubu bulunduran bir
enzimdir. Hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda karakteristik olarak mevcuttur. SOD ile
olusan H>O>’in oksijen ve suya parcalanmasini saglar. Kiigiik molekiiller olan metil ve etil
hidrojenperoksitlerinin  indirgenmesini saglarken biiylik molekiillii lipitlerde etki
gosteremez. Ayrica katalaz, H,O>’in yiiksek kontrasyonlarinda daha cok etkilidir ve yogun
olarak eritrosit, karaciger ve bobrek dokularinda bulunur (Young ve Woodside, 2001;

Janssen ve ark, 1993; Demir ve ark, 2004).

2.6.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Hidroperoksidlerin indirgenmesinden sorumlu, dort selenosistein bulunduran bir
enzimdir. Hidrojen peroksit ve glutatyonla olan reaksiyonu gergeklestirir ve sonucunda su
ve oksitlenmis glutatyon (GSSG) olusturur. Oksitlenmis glutatyon gerceklesen reaksiyonlar
ile tekrar glutatyona doniistiiriilir (Halliwell, 1989). Igeriginde bulunan selenyumun
eksikligi, glutatyon peroksidaz yetersizligine de neden olabilir. Eritrositlerde ve hiicre

membraninda etkili bir antioksidan olarak gorevi yapar (Akkus ve ark, 1996)

2.6.1.4. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon peroksidaz ile indirgenmis glutatyonun (GSSG) tekrar glutatyona
dontistiiren enzimdir (Akkus ve ark, 1996).
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2.6.2. Endojen kaynakh diger Antioksidanlar

Glutatyon, melatonin, seruloplazmin, albumin, miyoglobin, transferrin, metiyonin,
hemoglobin, bilirubin, sistein, {irat, laktoferrin ve ferritin gibi biyomolekiiller endojen

kaynakli olan diger antioksidanlar olarak gosterilir (Sener ve Yegen, 2009).

2.6.2.1. Glutatyon (GSH)

Glutatyon, glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden meydana gelen tripeptid
yapisinda bir bilesiktir (Halliwell, 1989). Esas olarak karacigerde sentezlenmekle birlikte
farkli oranlarda beyin, akciger, bobrek gibi bir ¢ok dokuda da bulunan glutatyon en 6nemli
antioksidanlardan birisidir. Ayrica serbest radikallerin ve reaktif toksik maddelerin
detoksifikasyonunda, kalsiyum homeoastazinda, protein ve DNA’nin sentezinde,
ksenobiyotiklerin konjugasyonu ve detoksifikasyonunda, merkaptiirik asitin olugmasinda,
sistein depolanmasinda ve transportunda rol oynar (Bray ve Taylor, 1994).

Glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz ile okside edilerek GSSH’a doniistiiriiliip
serbest radikalleri etkisiz hale getirir. Oksidatif stresin arttig1 durumlarda GSH seviyeleri

diisiip GSSH seviyeleri artis gosterir (Brody,1999).

2.6.3. Ekzojen Antioksidanlar

Antioksidanlar hem gida yoluyla hem de ilag olarak aliabilirler.

2.6.3.1. Ekzojen kaynakh antioksidan vitaminler
Vitamin E (tokoferol), vitamin C (askorbik asit), vitamin A, folik asit (folat), B-

karoten, flavonoidler, karotenoidler, polifenoller ekzojen kaynaklardan elde edilen

antioksidanlar olarak gosterilir (Tufan, 2012).

26



2.7. Vitamin E

Vitamin E, yagda ¢oOziinen ve hem hiicrenin membraninda hem lipoproteinlerde
bulunan ana antioksidanlardandir. Dogada birbirinden farkli 8 ¢esidi (a, B, y, ve 6-tokoferol
ve a, B, v, ve d-tokotrienol) vardir. Plazmada daha yogun bulunan ayrica en aktif tiirii olan
a-tokoferoldiir (Traber ve Arai, 1999).

Viicudumuz i¢in 6nemli bir ekzojen kaynakli antioksidan oldugu i¢in disaridan
alinmas1 gereklidir. En yogun bulundugu yerler; yaglar, findik, ¢imlenen tohumlar ve
tahillardir. Emilimin yaklagik olarak %401 yag ile birlikte barsakta gergeklesmektedir ve
sonra lenf sistemi araciligiyla dolagima katilir. Depolandigi yer yag dokusudur.
Fosfolipitlerin tokoferole baglanma 6zelliginin en yiiksek oldugu mitokondri, endoplazmik
retikulum ve plazma membranlarindaki bolca bulunur. Vitamin E nin bilinen antioksidan
Ozellikleri sayesinde vitaminden ziyade antioksidan olarak degerlendirilir. Diger
vitaminlerden farkli olarak enzimatik reaksiyonlarda kofaktor gorevi bulunmamaktadir
(Baskin ve Salem, 1997).

Vitamin E’nin ana fonksiyonu membran fosfolipitlerinin peroksidasyonunun ve
hiicre membranlarinin hasar gormesini onlenmesidir. Lipofilik 6zelligi nedeniyle hiicre
membranlarinin bariyer yapisi i¢ine girebilmektedir (Gey ve ark, 1991; McNeil ve ark,
2004). Tokoferol-OH, bir H atomu ile serbest radikale bir elektron transfer ederek, hiicre
membrani proteinleri ile reaksiyona girmesini ya da lipit peroksidasyonunu baglatmasini
engeller. Tokoferol-OH serbest radikal ile etkilestiginde tokoferol-O- radikali meydana
gelmektedir. Eger askorbik asit ortamda yeterli miktarda var ise tokoferol-O- ile askorbat
reaksiyona girerek tokoferol-OH ve zayif bir radikal olan semidehidroaskorbat meydana
getirir (Baskin ve Salem, 1997; Carr ve ark, 2000). Boylece kuvvetli bir radikal etkisiz hale
getirilmis olup, zayif bir radikal (dehidroaskorbat) olusur ve tokoferol-OH tekrar kazanilir.

Vitamin E, deney hayvanlarinda selenyumun viicuttan kaybin1 6nlemektedir veya
onu aktif bir sekilde tutarak selenyum ihtiyacini azaltmaktadir. Selenyum, normal pankreas
fonksiyonu ve dolayisiyla vitamin E ile birlikte lipidlerin sindirilmesi ve emilimi i¢in
gerekli olmaktadir. Vitamin E, biiylikbas hayvanlar ve kiimes hayvanlarinda yavru {retimi
icin gereklidir, ancak insanlarda dogurganlik icin gerekli olduguna dair giivenilir bir delil
bulunmamaktadir. Insanlarda vitamin E eksikliginin belirtileri ise, kreatiniiri, kas
giicslizliigli ve dayaniksiz eritrositlerdir. Giinlilk alinmasi gereken vitamin E viicut
agirhginin kg’1 basina yetigkinler i¢in 0,1-0,2 mg ve siit emen cocuklar i¢in ise 0,5 mg

kadardir (Carr ve ark, 2000).
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2.8. Dekspantenol

Dekspantenol, provitamin B5 olarak bilinen ve B vitaminlerinin i¢inde yer alan
pantotenik asit (PA)’in alkol formudur (Ebner ve Heller, 2002). Viicuda girdikten sonra
pantotenik asite doniigiir. Pantotenik asit, pekcok enerji donilisim asamalarinda yer
almaktadir ve g¢esitli enzim reaksiyonlarinda kofaktdr olarak yer olan koenzim A‘nin
onciliidir (Akdeniz ve ark, 2007).

Yapilan caligmalarla pantotenik asitin antioksidan ve antienflamatuar Ozelliklere
sahip oldugu bilinmektedir. Serbest radikallerin olusturdugu hasara karst hiicreyi
korudugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (Slyshenkov ve ark, 2004; Etensel ve ark, 2007).
Deney hayvanlariyla yapilan calismalarda yaranin iyilesmesini arttirdigi ve derinin
nemlenmesini saglayarak cilt {izerinde olumlu etkileri oldugu gdosterilmistir (Soylu ve ark,
2017; Akdeniz ve ark, 2007; Aprahamian ve ark, 1985; Weimann ve Hermann; 1999;
Barton-Wright ve Elliott, 1963). Karaciger, balik, kabuklu deniz iirlinleri, yumurta, siit,
yogurt, brokoli, mantar, avakado ve tahil gibi pantotenik asit icerigi zengin gidalar
tilkketilerek viicudumuza ekzojen kaynaklarla PA almamiz miimkiindiir. Yetiskin birey i¢in
giinliik yaklasik 5-6 mg yeterlidir. Emilimin biiylik kism1 ince barsakta gercekleserek portal
dolagimla karacigere getirilir ve burada koenzim A’nin yapisina girip biitiin viicuda
dagilmaktadir (Biro ve ark, 2003; Kayaalp, 2005) Kolon florasindan iiretildigi bilinse de
yeterli ve anlamli bir miktar olup olmadigi heniiz bilinmemektedir (Aprahamia ve ark,
1985). Dekspantenol dogal sekilde bulunan bir vitamin degildir ancak pantotenik asitin
sentetik tiirevleri olarak iiretilmektedir. Dekspantenol su ve alkolde ¢oziindiriilerek cilt

tizerindeki uygulamalarda tedavi amagl kullanilabilmektedir (Bayrak ve ark, 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calisma Adnan Menderes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Fizyoloji
Anabilim Dali Laboratuarinda, 250-300 g agirliginda Wistar-albino tiirii 56 disi sican
iizerinde yapildi. Etik kurul karar1 Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu'nun 31.06.2018 tarihli 64583101/2018/072 sayili karar1 tarafindan

onaylanmastir.

3.1. Deney Hayvanlar

Siganlar Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvarinda Subat
2017 tarihinde 12 saat gece 12 saat giindiiz sirkadiyen ritimde, 22 + 2°C sicaklikta ve %45-
50 nem oraninda barindirildi. Siganlarin beslenmesinde standart pellet yemi ve sehir igme
suyu kullanildz.

Laboratuar analizleri ADU Merkez Arastirma Laboratuvarinda, histolojik
incelemeler ADU Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda
gerceklestirildi.

3.2. Deney Gruplar:

56 adet Wistar-albino tiirii sican 7 gruba randomize olarak ayrildi (n=8).

Sham Kontrol Grubu: 8 adet sigcandan olusan gruba ayni miktar PBS (phosphate
buffer saline) ¢ozeltisi verilerek deney sonunda sakrifiye edildi. Karaciger ve kan 6rnekleri
histolojk ve biyokimyasal incelemeler i¢in alindu.

Toksikasyon (Toks) Grubu: 8 adet sigandan olusan Toks grubundaki hayvanlara
verilecek olan parasetamol 2000 mg/kg PBS icinde siispanse edilerek hazirlandi. Hazirlanan
slispansiyon gavaj yontemiyle oral olarak uygulandi. Parasetamol ile olusturulan deneysel
toksikasyondan 24 saat sonra hayvanlar sakrifiye edildi. Karaciger ve kan oOrnekleri

histolojk ve biyokimyasal incelemeler i¢in alindu.
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250 mg /kg Dekspantenol (D1) Grubu: 8 adet sicandan olusan D1 grubundaki
hayvanlara deneysel toksisite olusturulduktan 1 saat sonra 250 mg/kg dekspantenol tek doz
intraperitonel (ip) olarak uygulandi. Toksisiteden 24 saat sonra hayvanlar sakrifiye edildi.
Karaciger ve kan 6rnekleri histolojk ve biyokimyasal incelemeler icin alind.

500 mg/kg Dekspantenol (D2) Grubu: 8 adet sigandan olusan D2 grubundaki
hayvanlara deneysel toksisite olusturulduktan 1 saat sonra 500 mg/kg dekspantenol tek doz
intraperitonel (ip) olarak uygulandi.Toksisiteden 24 saat sonra hayvanlar sakrifiye edildi.
Karaciger ve kan 6rnekleri histolojk ve biyokimyasal incelemeler icin alindi.

250 mg/kg Dekspantenol+ 60 mg/kg Tokoferol (DI1E) Grubu: DIE grubundaki
hayvanlara toksisite olusturulmasindan 1 saat sonra 250 mg/kg Dekspantenol intraperitonel
(ip) ve 60mg/kg Tokoferol intramuskuler (im) olarak wuygulandi. Toksikasyon
olusturulduktan 24 saat sonra hayvanlar sakrifiye edildi. Karaciger ve kan Ornekleri
histolojk ve biyokimyasal incelemeler i¢in alindi.

500 mg/kg Dekspantenol + 60 mg/kg Tokoferol (D2E) Grubu: D2E grubundaki
hayvanlara toksisite olusturulmasindan 1 saat sonra 500 mg/kg Dekspantenol intraperitonel
(ip) ve 60 mg/kg Tokoferol intramuskuler (im) olarak uygulandi. Toksikasyon
olusturulduktan 24 saat sonra hayvanlar sakrifiye edildi. Karaciger ve kan oOrnekleri
histolojk ve biyokimyasal incelemeler i¢in alindu.

60 mg/kg Tokoferol (E) Grubu: E grubunda bulunan hayvanlara deneysel toksisite
olusturulduktan 1 saat sonra 60 mg/kg Tokoferol tek doz inmuskuer (im) olarak
uygulanmigtir. Toksisiteden 24 saat sonra hayvanlar sakrifiye edildi. Karaciger ve kan

ornekleri histolojk ve biyokimyasal incelemeler i¢in alindi.

3.3. Deneysel Karaciger Toksisitesinin olusturulmasi

Deneysel karaciger toksisitesi parasetamol ile olusturuldu. Sigan basina 2000 mg/kg
dozu 2 ml olacak sekilde PBS c¢ozeltisinde siispanse edilerek hazirlandi. Hazirlanan
siispansiyon gastrik sonda yardimiyla oral olarak uyguland: (Parasetamol, Doga ilag
Hammadde Ltd. sirketi, ist.). 24 saat dncesinde a¢ birakilan hayvanlara parasetamol; 2000
mg/kg dozunda oral gavaj ile karaciger toksisitesi olusturuldu.

Toksisite olusturulduktan 1 saat sonra her gruba tek doz Dekspantenol ve Evicap
uygulamasi yapildi. Calismada uygulanan tiim parasetamol dozlar ilgili litaratiire gore

verildi ( Hohmann ve ark, 2013).
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Resim 1. Oral gavaj ile parasetamol uygulamasi

3.4. Dekspantenol Uygulamasi:

BEPANTHEN® 500 mg / 2 mL Enjeksiyonluk Cozelti iceren ampul sekli (Bayer
Tiirk Kimya San.Ltd.Sti., ) 250 mg/kg ve 500 mg/kg olmak iizere iki doz olarak siganlara

intraperitonel (ip) olarak uygulandi.

B

y

"- |

Resim 2. Dekspantenol ip uygulamast  Resim 3. Dekspantenol kutu (500mg/2ml)
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3.5. Evigen Uygulanmasa:

Evigen 100 mg / 2 ml LM Enjektabl Soliisyon igeren Ampul (Aksu farma ilag ve

Kimya Sanayi A.S.) sicanlara intramuskuler (im) olarak 60 mg/kg olarak uygulandi.

2ml x5 Ampul

Tokoferol Asetat
eril

A AKSU FARMA

Resim 4. Evigen im uygulamasi Resim 5. Evigen kutu (2ml x 5 ampul)

3.6. Biyokimyasal Analiz

Doku ve Serumdan alma 6rnekler ELISA yéntemi ile ‘Diagnostic Automation,

Inc./ELx800TM’ marka otomatik ‘microplate’ okuyucuda 6l¢iildii.

Resim 6. Mikroplate okuyucu
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3.6.1. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin Ol¢iimii

Bio Vision (K739-100, USA)’ marka ‘Lipid Peroxidation (MDA)
Colorimetric/Fluorometric Assay kiti prokoliine uygun Slgiimler gerceklestirildi. Kullanilan
reaktifler: MDA standart (malondialdehyde bis), Thiobarbituric acid (TBA), SDS lysis
solution, TBA acid diluent, Sodyum hidroxide soliisyonu, BHT soliisyonu (Icerisinde % 5
lik butylated hydroxytoluene). Kit -20C de deney giiniine kadar saklandi. Tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile yiiksek 1s1 ve asit ortaminda reaksiyona giren MDA, maksimum absorbsiyonu 532
nm dalga boyunda vermektedir ve MDA-TBA {iriinii olugmaktadir. 10 ml MDA standardi
407 pl distile su ile ¢oziilerek 0.1M MDA soliisyonu hazirlandi. Daha sonra bu soliisyondan
20 pl almarak 980 pl distile su ile seyreltilerek 0,2 mM MDA standardi olusturuldu.
Kalorimetrik analiz i¢in 0, 2, 4, 6, 8, 10 ul 0,2mM ‘lik MDA standardindan alinarak
mikrosentrifiij tliplerine eklendi. Distile su ile son hacim 200 pl’ ye tamamlandi. Daha sonra
600 pl Tiyobarbitiirik asit (TBA) reaktorii, standartlara ve drneklere eklendi. 95C’de 60 dk
inkiibasyondan sonra 10 dk oda 1sisinda buz ile ani olarak sogutuldu. Her bir 6rnekten 200
pl alinarak analiz i¢in mikroplatedeki kuyucuklara yerlestirildi. Elisa yontemiyle plak

okuyucuda 532 nm dalga boyunda okutularak kalibrasyon grafigi olusturuldu.

3.6.2. Doku Myeloperoksidaz (MPO) Diizeylerinin Ol¢iimii

Bio Vision (K744-100)’ marka ‘myelopeoxidase (MPO) colorimetric aktivity assay
kiti protokoliine uygun Ol¢limler gerceklestirildi. Kullanilan Reaktifler: MPO Assay
Buffer(25ml), DTNB PROBE(100Mm), TCEP(50Nm), MPO Substrate, Stop Mix, MPO
Positive Control., deney giiniine kadar -20C’de sakland1 TCEP ¢ozeltisinden 0.5 pl ve assay
buffer2dan 49 pl alinarak her bir kuyucuk 50 pl’ ye tamamlandi. S5pul MPO substrate 300 pl
distile su ile seyreltildi. 200 pl distile su ile stop mix hazirlandi. Standart olusturmak i¢in,
150, 140, 130, 120, 110, 100 ul MPO assay buffer her bir kuyucuga eklendi. Homojenize
edilen ornek dokulardan 0-50 pl alinarak kuyuklara eklendi.10 dk oda 1sisinda inkiibe
edildikten sonra 400 donel hiz (rpm) da 5 dk santrifiij edildi ve siipernatantlar analiz igin
dikkatlice toplandi. Deney sirasiyla; 5-10 pl doku siipernati pozitif kontrol kuyucuklarina, 1-
50 pl 96 kuyucuga aktarilip MPO tampon ile son hacim 50 pl’ye tamamlanmistir. Her
kuyucuga(standartlar hari¢) 50 pl reaksiyon mix’i konulup karistirilmig, 30-120 dakika
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25C’de inkiibe edildikten sonra 2 pl stop mix tiim kuyucuklara eklenmis ve 10 dakika

boyunca tekrar inkiibe edilerek 5 pul TNB ilave edilip 412 nm’de okumasi yapildi.

3.6.3. Doku Glutatyon Peroksidaz (GSH PX) Diizeylerinin Ol¢iimii

Bio Vision marka GSH-Px kiti (Glutathione Peroxidase Activity Colorimetric Assay
Kit, K762-100) protokoliine uygun Olgiim yapildi. Kullanilan Reaktifler: GPx Assay
Buffer(50ml), NADPH (iyophilized), Glutathione Reductase, Glutathione (GSH;
iyophilized), Cumene Hydroperoxide, GPx Positive Control. ‘“NADPH, 0.5 ml distile su ile
sulandirilarak 40mM NADPH soliisyonu elde edilmistir. GSH, 0,22 ml Assay Buffer ile
sulandirilmis, Cumene Hydroperoxide ise 1,25 ml Assay Buffer ile sulandirilip,
karistirllmistir. GPx Positif Kontrol ise 100 pl Assay Buffer ile sulandirilmistir. 40 mM’luk
NADPH soliisyonundan 25 pl alinarak 975 pl distile su ile sulandirilmistir.0, 20, 40, 60, 80,
100 pl alinan ImM’liik NADPH soliisyonu her bir kuyucuga eklenmistir. 2-50 pl arasinda
ornek alinarak kuyucuklara doldurulmus ve {lizerlerine eklenen Assay Buffer ile son hacim
50 pl’ye tamamlanmistir.5-10 pl arasinda GPX positif kontrol istenilen bir kuyucuga ilave
edilmistir ve lizeri Assay Buffer ile 50 pl’ye tamamlanmistir. Hazirlanan 40pl ‘lik reaksiyon
mixi de kuyucuklara eklenerek 15 dk inkiibe edilmigtir. 10 ul de Cumene Hydroperoxide
soliisyonu eklenerek 6l¢iim 340 nm’de yapilmistir. 25 C’de 5 dk’lik inkiibasyondan sonra

tekrar okutularak ikinci 6l¢tim yapilmis ve degerler hesaplanmaigtir.

3.6.4. Serum Aspartat Aminotransferaz (AST) Diizeylerinin Ol¢iimii

Bio Vision marka AST kiti (Aspartate Aminotransferase Activity Colorimetric
Assay Kit, K753-100) protokollerine uygun oOl¢iim yapildi. Kullanilan Reaktifler: AST
Assay Buffer(25ml), AST Enzyme mix, AST develeoper(iyophilized), AST Substrate,
Glutamate Standard, AST Positive Control. Biyokimya tiipiine konulan kanlar 4000 rpm de
10 dk +4 °C'de santifiij edildi. Analiz yapilana kadar -80 “C'de saklandi. AST Enzim mix’i
220ul distile su ile sulandirilarak hazirlandi. AST Developer ise 820ul distile su ile
sulandirilarak hazirlandi. AST Positif Kontrol i1se100ul distile su ile sulandirilarak
hazirlandi. 10 pl, 0,IM Glutamat Standard’indan alinarak 990ul Assay Buffer ile
seyreltilerek 0, 2, 4, 6, 8, 10 pl tiim kuyucuklara eklendi. Daha sonra Assay Buffer ile son
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hacim 50ul’ye tamamlandi. Hazirlanan test orneklerinden 50 pl alinarak kuyucuklara
eklendi.100ul hacminde reaksiyon karigimi hazirlanarak her bir 6rnek, standartlar ve pozitif
kontrol kuyucuguna eklendi. Ol¢iim 450 nm de yapild1.37 C’de 60 dk’lik inkiibasyondan

sonra tekrar O0l¢iim yapilarak degerler hesaplandi.

3.6.5. Serum Alanin Aminotrasferaz (ALT) Diizeylerinin Ol¢iimii

Bio Vision marka ALT kiti (Alanine  Aminotransferase  Activity
Colorimetric/Fluorometric Assay Kit, K752-100) protokollerine uygun oSl¢limler yapildi.
Kullanilan Reaktifler: ALT Assay Buffer (25ml), Oxired, ALT Enzyme mix, ALT
Substrate, Pyruvate Standard, ALT Positive Control.

ALT Enzyme Mix’i 220 pl distile su ile sulandirildi. ALT Substrate ise 1,1ml Assay
Buffer ile sulandirilmistir. ALT Positif Kontrol ise 100ul distile su ile sulandirilarak 5-10 pl
eklenerek son hacim ALT Assay Buffer ile 20 pl’ye tamamlanmistir. Pyruvate Standard 990
pl ALT Assay Buffer ile seyreltilerek Inmol/pl ‘ye ayarlanmistir.0, 2, 4, 6, 8, 10ul
hacminde standartlar kuyucuklara yerlestirilmistir. Daha sonra ALT Assay Buffer ile son
hacim 20ul’ye tamamlanmistir. Daha sonra her bir 6rnek i¢in; ALT Assay Buffer, OxiRed
Probe, ALT Enzyme Mix, ALT Substrate ile 100p’lik reaksiyon karigimi
hazirlanmistir.100ul’lik reaksiyon karisimi; Orneklere, standartlara ve pozitif kontrole
eklenerek karistirild. Ilk 6l¢iim 570nm de yapild. Ikinci 6l¢iim i¢in mikroplate 37C *de 60
dk inkiibe edildikten sonra ger¢eklestirildi.

3.6.6. Serum Laktat Dehidrojenez (LDH) Diizeylerinin Ol¢iimii

Bio Vision marka LDH kiti (Lactate Dehydrogenase Activity Colorimetric Assay
Kit, K726-500) protokollerine uygun ol¢iimler yapildi. Kullanilan Reaktifler: LDH Assay
Buffer, LDH Substrate Mix, NADH Standard, LDH Positive Control.

Substrat karisimi 1,1 ml distile su ile ¢6ziindiiriildii. NADH Standardin igerisine 0,4
ml distile su katilarak 1,25mM’lik NADH Soliisyonu elde edildi. LDH Pozitif kontrol ise
200 pl Assay Buffer ile sulandirilarak 2-5pl pozitif kontrol olarak eklendi. Serum
orneklerinden 2-50 pl arasinda bir deger alinarak (standart egriye gore belirlendi.)

kuyucuklara eklendi ve son hacim Assay Buffer ile 50 ul’ye tamamlandi. NADH Standart
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egrisi i¢in 0, 2, 4, 6, 8, 10 pl 1,25 mM’luk NADH Standart’indan alinarak kuyucuklara
eklendi ve son hacim Assay Buffer ile 50 pl’ye tamamlandi. 48 pl Assay Buffer ile 2 pl
Substrat karisim soliisyonu karistirilarak 50 pl Reaksiyon Karisimi elde edildi ve 6rneklere,
standartlara ve pozitif kontrol kuyucuklarina eklendi. Ilk Olgiim 450 nm de gerceklestirildi.
Ikinci Olgiim i¢in 37C’de 30 dk inkiibe edildikten sonra gerceklestirildi ve degerler
hesaplandi.

3.7. Karaciger Doku Orneklerinin Histolojik Analizi

Histolojik analiz i¢in alinan karaciger ornekleri %10’luk formaldehit icinde fikse
edildi. inceleme giiniine kadar 1 hafta bekletildi. Histolojik takibi histologun uygun gordiigii
metod ile yapildi. Karaciger doku 6rnekleri parafin igerisine bloklandi ve sonra mikrotom
araciligityla Sum kalinliginda kesitler alindi. Hazirlanan preparatlar hematoksil eozin
boyama teknigi ile boyandi. Histolojik incelemedeki goriintiileri 151k mikroskobu olan
‘Olympus B*51° microscobunun iizerindeki ‘Olympus DP20’ digital kameras: ile elde

edildi.

3.8. Istatistiksel Analiz
Elde edilen tiim verilerin istatistiksel analizi Graphpad Prism® 7 paket programi

kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki istatistiksel degerlendirme One way ANOVA testi
kullanildi. P<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

4.1.1. Doku MDA Bulgular
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Sekil 7. MDA diizeyinin gruplara dagilim1

Lipid peroksidasyonunun son turinii olan MDA, sham grubunda 4,48 + 0,87
nmol/mg (n:8), Toks grubunda 16,06 £ 1,54 nmol/mg (n:8) , D1 grubunda 8,96 + 1,68
nmol/mg (n:8) , D2 grubunda 9,09 £1,41 nmol/mg (n:8) DIE grubunda 8 + 1,21 nmol/mg
(n:8) , D2E grubunda 6,83 + 1,29 nmol/mg (n:8) , E grubunda ise 7,29 + 0,64 nmol/mg (n:8)
; olarak oOlgtildii.

Sham grubu ile Toks grubu karsilastirildiginda; Toks grubunda MDA degeri kontrol
grubuna gore anlaml1 artig gosterdi (p < 0,05). Tedavi gruplari olan D1, D2, DIE, D2E ve E
gruplar1 Toks grubuna kiyasla MDA degerlerinde anlamli diisiis saptandi (p < 0,05).
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4.1.2. Doku MPO Bulgulari
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Sekil 8. MPO diizeylerinin gruplara gore dagilimi

MPO degerleri sham grubunda 70,74 £ 1,30 nmol/mg (n:8), Toks grubunda 99,43 +
4,68 nmol/mg (n:8); D1 grubunda 76,83 + 4,57 nmol/mg (n:8); D2 grubunda 80,80 + 0,35
nmol/mg (n:8); DI1E grubunda 83,74 + 3,33 nmol/mg (n:8); D2E grubunda 85,03 + 1,27
nmol/mg (n:8) ve E grubunda 81,41 + 5,81 nmol/mg (n:8) olarak &lg¢iildii.

Sham grubu ile Toks grubu karsilastirildiginda; MPO diizeyinin Toks grubu, Sham
grubuna gore anlamli artig gosterdi (p < 0,05). Tedavi gruplari olan D1, D2, DIE, D2E ve E
gruplar1 Toks grubuna kiyasla MDA degerlerinde anlaml1 diisiis saptand1 (p < 0,05).
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4.1.3. Doku GSH-PX Bulgular:

GSH PX nmol/img
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Sekil 9. GSH-Px diizeylerinin gruplara gére dagilimi

GSH-PX diizeyleri sham grubunda 104,5 = 0,70 nmol/mg (n:8) , Toks grubunda
24,87 = 1,41 nmol/mg (n:8),D1 grubunda 62,37 + 2,82 nmol/mg (n:8), D2 grubunda 65 +
1,41 nmol/mg (n:8); D1E grubunda 42,12 + 0,70 nmol/mg (n:8); D2E grubunda 56,5 + 2,12

nmol/mg (n:8) ve E grubunda 78 + 1,41 nmol/mg (n:8) olarak &l¢iildii.

Olgiilen Gsh Px degerlerinin Sham grubu ile Toks grubu karsilastirildiginda,

toksisite degerleri anlamli azalma gosterdi (p < 0,05). Toksisite grubu ile tedavi gruplari

kiyaslandiginda D1, D2, DIE, D2E ve E grubundaki GSH Px degerlerinde anlamli artig

saptandi (p < 0,05).
Tablo 2. Doku MDA, MPO, GSH-Px degerleri

Gruplar MDA (nmol/mg) MPO (nmol/mg) GSH-Px (nmol/mg)
Sham 448 + 0,87 70,74 + 1,30 104,5 £ 0,70
Toksisite 16,06 + 1,54 99,43 + 4,68 24,87 £ 1,41

D1 8,96 £ 1,68 76,83 £4,57 62,37 £ 2,82

D2 9,09 £1,41 80,80 + 0,35 65+ 1,41

DI1E 8+ 1,21 83,74 £ 3,33 42,12+ 0,70

D2E 6,83 + 1,29 85,03 £ 1,27 56,5+2,12

E 7,29 £0,64 81,41+ 5,81 78 + 1,41
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4.1.4. Serum ALT Bulgulan
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Sekil 10. ALT diizeyinin gruplara gore dagilimi

Serum ALT enzim aktiviteleri sham grubunda 42,15 + 2,05 U/L (n:8) , Toks
grubunda 125,55 + 4,87 U/L (n:8), D1 grubunda 47,85 + 2,19 U/L (n:8), D2 grubunda 71,15
+ 6,15 , DIE grubunda 39,4 + 6,92 U/L (n:8), D2E grubunda 48,9 + 1,41 U/L (n:8), E
grubunda ise 45,65 + 2,33 U/L (n:8) olarak ol¢iildii.

Olgiilen ALT enzim aktiviteleri Sham grubu ile Toks grubu karsilastirildiginda; Toks
grubu degerlerinde anlamli artis saptandi (p < 0,05). Toks grubu ile tedavi gruplari
kiyaslandiginda D1, D2, D1E, D2E ve E gruplarindaki ALT enzim aktivitelerinde anlamli
azalma saptandi (p < 0,05).
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4.1.5. Serum AST Bulgular
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Sekil 11. AST diizeyinin gruplara gore dagilimi

Serum AST enzim aktiviteleri sham grubunda 30,93 + 0,61 U/L (n:8) , Toks
grubunda 131,56 + 0,97 U/L (n:8), D1 grubunda 46,5 + 4,94 U/L (n:8), D2 grubunda 82 +
10,60 , DIE grubunda 75 + 2,12 U/L (n:8), D2E grubunda 106,5 + 1,49 U/L (n:8), E
grubunda ise 82,43 + 3,44 U/L (n:8) olarak ol¢iildii.

Olgiilen AST enzim aktiviteleri Sham grubu ile Toks grubu karsilastirildiginda; Toks
grubu degerlerinde anlamli artig saptandi (p < 0,05). Toksisite grubu ile tedavi gruplari
kiyaslandiginda D1, D2, D1E, D2E ve E gruplarindaki AST enzim aktivitelerinde anlamli
azalma saptandi1 (p < 0,05).
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4.1.6. Serum LDH Bulgular
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Sekil 12. LDH diizeyinin gruplara gére dagilimi

Serum LDH enzim aktiviteleri sham grubunda 255,67 + 5,19 U/L (n:8) , Toks
grubunda 377,92 + 11,13 U/L (n:8), D1 grubunda 364,27 = 11,98 U/L (n:8), D2 grubunda
360,52 + 7,74 , D1E grubunda 332,32 + 10,28 U/L (n:8), D2E grubunda 375,45 + 68,3 U/L
(n:8), E grubunda ise 324,45 + 11,03 U/L (n:8) olarak ol¢iildii. Olciilen LDH enzim
aktiviteleri Sham grubu ile Toks grubu karsilastirildiginda; toksisite grubu degerleri anlamli
artis gosterdi (p < 0,05). Toksisite grubu ile tedavi gruplar kiyaslandiginda sadece DI1E

grubundaki LDH enzim aktiviteleri anlamli azalma gdsterdi (p < 0,05).

Tablo 3. Serum ALT, AST, LDH degerleri

Gruplar ALT (U/L) AST (U/L) LDH (U/L)
Sham 42,15 £ 2,05 30,93 + 0,61 255,67 % 5,19
Toksisite 125,55 + 4,87 131,56 + 0,97 377,92 + 11,13
D1 47,85 +2.19 46,5 + 4,94 364,27 + 11,98
D2 71,15+ 6,15 82 + 10,60 360,52 + 7,74
DIE 39,4+ 6,92 75+2,12 332,32 + 10,28
D2E 48,9 £ 1,41 106,5 + 1,49 375, 45 £ 68,3
E 45,65 £ 2,33 82,43 + 3,44 324,45+ 11,03
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4.2. Histolojik Bulgular

Grup 1 (Sham-Kontrol)
Sham grubundaki si¢an karaciger orneklerine ait 151k mikroskobik incelemesinde
hepatosit hiicreleri, portal alan ve igerdigi olusumlari, siniizoidal yapilari normal goriiniimli

oldugu gozlendi.

Resim 7. Sham grubunun ait karaciger kesiti: normal histolojik bulgular

.Grup 2 (Toks)

Toks grubundaki sican karacigerlerine ait 151k mikroskobik incelemesinde parankim
dokuda ozellikle hepatosit hiicrelerinde siddetli dejenerasyon ve yogun hiicresel hasar
oldugu izlendi. Ayrica siniizoidal dilatasyon ve damar i¢i kongesyon bu gruptaki

karacigerlerde dikkat ¢ekti
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Resim 8. Toksisite grubunun karaciger kesiti: siddetli hiicre infiltrasyonu (beyaz ok) ,

graniiler dejenerasyon (siyah ok)

Grup 3 (D1)
D1 grubundaki si¢an karacigerler orneklerine ait 1s1k mikroskobik incelemesinde

Toks grubuna oranla daha az dejenerasyon ve hiicre hasari tespit edildi.

Resim 9. D1 grubu karaciger kesiti, orta siddetli hiicre infiltrasyonu (beyaz ok)
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Grup 4 (D2)
D2 grubundaki grubundaki sigan karacigerler oOrneklerine ait 151k mikroskobik
incelemesinde Toks grubuna oranla daha az dejenerasyon ve hiicre hasar1 tespit edildi. Orta

siddetli hiicre infiltasyonlar tespit izlendi.

Resim 10. D2 grubu karaciger kesiti, orta siddetli hiicre infiltrasyonu (beyaz ok), vaskiiler

yapi ( y1ldiz)

Grup 5 (D1E)
DIE grubundaki grubundaki sigan karacigerler orneklerine ait 151k mikroskobik
incelemesinde Toks grubuna oranla daha az dejenerasyon ve hiicre hasari tespit edildi. Orta

siddetli hiicre infiltasyonlari tespit izlendi.
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Resim 11. DIE grubu karaciger kesitinin mikroskobik goriintiisii, orta siddetli hiicre

infiltrasyonu (beyaz ok)

Grup 6 (D2E)
D2E grubundaki grubundaki sican karacigerler orneklerine ait 151tk mikroskobik
incelemesinde Toks grubuna oranla daha az dejenerasyon ve hiicre hasari tespit edildi. Orta

siddetli hiicre infiltasyonlari izlendi.

Resim 12. D2E grubu karaciger kesitinin mikroskobik goriintiisti, orta siddetli hiicre
infiltrasyonu, vaskiiler yapi (y1ldiz)
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Grup 7 (E)
E grubundaki grubundaki sican karacigerler orneklerine ait 151k mikroskobik
incelemesinde Toks grubuna oranla daha az dejenerasyon ve hiicre hasari tespit edildi.Orta

siddetli hiicre infiltasyonlar tespit edildi.

Resim 13. E grubu karaciger kesitinin mikroskobik goriintiisii, diisiik siddetli hiicre

infiltrasyonu (beyaz ok) , vaskiiler yap1 (y1ldiz)
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5. TARTISMA

Insan viicudunun &nemli yasamsal fonksiyonlari yiiriiten karaciger, metabolizmadaki
fonksiyonlar1 nedeniyle ila¢ toksisitelerinden bizzat etkilenen organmmizdir. ilaca bagh
gelisen karaciger hastaliklari, akut, kronik, fulminan hepatit, siroz ve tiimor gibi ¢ok farkl
klinik tablolarla karsimiza ¢ikmaktadir. Ilag endiistrisinin bilim insanlariyla ortak calistig
en onemli saglik sorunlarindan birisidir ve ilaglara bagli gelisen bu hastaliklarinin nedeninin
hepatotoksisite ile devaminda olusan immiin reaksiyonlar oldugu diisiiniilmektedir.
Karaciger toksisitesinin etki mekanizmalarinin agiklanmasi ve tedavi yoOntemlerinin
gelistirilmesi mortalite riski agisindan énemlidir (Holt ve Ju, 2006). Ilaclarla indiiklenen
akut karaciger hasarinin %39’undan parasetamol sorumluyken %13’liikk kismini1 da diger
ilaglarin olusturdugu belirtilmistir (Hinson ve ark, 2010). Calismamizda parasetamol ile
olusturulmus akut karaciger toksisitesinde antiinflamatuvar ve antioksidan 6zellik gosteren
Dekspantenol ile Tokoferol’iin biyokimyasal etkilerini inceledik ve tedavi cevaplarini
degerlendirdik.

Calismamizda parasetemol ile olusturulan akut karaciger hasar1 sonucu karaciger
dokusundaki MDA, MPO ve GSH-Px diizeylerindeki degisiklikleri, hepatotoksisite
olusumunu tespit i¢in kullanilan ALT, AST ve LDH enzim aktivitelerindeki degisiklikleri
ve antiinflamatuvar ve antioksidan 6zellik gosteren dekspantenol ile tokoferoliin karaciger
hasarinda olasi tedavi edici etkisi ile parametreler tizerindeki etkisini aragtirdik.

Karaciger hiicre hasarmin teshis ve tedavisi i¢in Onemli parametreleri olan AST,
ALT ve LDH o6nemli rutin karaciger testlerindendir. AST hem sitoplazmik hem de
mitokondrial bir enzimken ALT sitoplazmik bir enzimdir. Hepatositlerde bulunan bu
enzimler karaciger hasar1 olustugunda hasarli dokudan kana salinirlar. Karacigerde olusan
tiim hastaliklarda (ila¢ toksisitesi, akut ve kronik karaciger yetmezligi, akut viral hepatit,
siroz, kanser ve alkolik karaciger hastaliklar gibi ) AST ve ALT enzim aktiviteleri artis
gostermektedir. ALT enzim aktiviteleri karaciger hasari i¢in daha spesifik bir belirteg
olmasma karsin, bazi1 karaciger hastaliklarinda AST’in daha fazla artis gostermesi
miimkiindiir (Giannini ve ark, 2003). Parasetamol ile ilgili yapilan klinik ve deneysel
calismalarda APAP’in serum AST, ALT ve LDH enzim aktivitelerini arttirdigi
gosterilmistir (Toklu ve ark, 2006).
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Bhadauria’nin (2010) ratlar tizerinde yaptiklari ¢aligmada parasetamolle indiiklenen
akut karaciger hasarinda serum AST, ALT ve LDH enzim aktivitelerinin kontrol grubuna
gore yikseldigi gosterilmistir. Larrey ve arkadaslart (2005) yaptiklar1 c¢alismada
parasetamoliin karaciger yetmezligi nedenleri igerisinde Oonemli bir role sahip oldugunu
belirtmisler ve AST ve ALT enzim aktivitelerini karaciger toksisitesinin artigi ile uyumlu
olarak arttigini bildirilmislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada Yousef ve arkadaslar1 (2010)
parasetamolle olusturduklar1 karaciger hasarinda plazma AST, ALT ve LDH enzim
aktivitelerinin ylikseldigi bildirilmistir.

Knigt ve arkadaglarinin (2003) yaptig1 bagka caligmada ise asetaminofen verdikleri
ratlarin  ALT enzimlerinin kontrol grubuna kiyasla yiliksek oranda artis gosterdigi
bildirilmistir. Hohmann ve arkadaslarinin (2013) fareler iizerinde yaptig1 bir ¢aligmada da
farkl dozlarda parasetamol ile karaciger hasar1 olusturulup serum AST, ALT ve doku MPO
degerleri artis gosterirdigi tespit edilmistir. Bizim c¢alismamizda da parasetamole bagl
gelisen karaciger hasar1 degerlendirilmesi i¢in ayni biyokimyasal parametreler kullanildi.
Bu caligmalarin sonuglarina uyumlu olarak toksisite grubunun serum AST, ALT ve LDH ve
doku MDA, MPO ve GPX enzim aktiviteleri kontrol grubuna goére anlamli artis gdsterdegi
tespit edildi ve bu sonugla parasetamoliin toksik etkileri nedeniyle gelisen karaciger hasarin
olustugunu tespit ettik.

Honmore ve arkadaglarinin (2015) parasetamol ile olusturduklari karaciger hasarinda
uyguladiklart tek doz 6n tedavi uygulamasi ile serumdaki AST, ALT enzimleri ve doku
MDA degerleri anlamli 6lgiide azalmistir. Histolojik incelemelerinde APAP grubuna gore
daha az hiicre hasar1 tespit edilmistir. Bizim calismamizda da benzer histolojik bulgular
tespit edildi. Tedavi gruplarmmin hepsinde toksisite grubuna gore daha az hiicre
dejenerasyonlar1 ve infiltrasyonlar1 tespit edildi. Sener ve arkadaslarmin (2003) yaptig
calismada ise toksisite olusturmadan hemen 6nce uygulanan vitamin E, Melatonin ve NAC
ile ALT, AST, MPO, MDA degerlerinde anlamli azalma tespit edilmistir. Bu ¢alismanin
sonuglarima uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da tiim tedavi gruplarinin ALT, AST, MDA,
MPO degerlerinde anlamli azalma tespit edildi.

Calismamizda, parasetamol toksisitesine karsi koruyucu amacgli Dekspantenol ve
Tokoferol (vitamin E) kullanilmistir. Yaptigimiz literatlir taramalarinda Dekspantenol ve
Tokoferol ayr1 ayr1 ve kombine uygulamalarin parasetamolle olusturulan hepatotoksisite
tizerine etkilerinin arastirildigi hicbir caligmaya rastlanilmamastir.

Calismamizda Dekspantenol ve Tokoferol, parasetamol verilen ratlara hem tek

basma farkli dozlariyla hem de kombinasyon seklinde uygulanarak tedavi gruplarimiz
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Toksisite, Toksisite + 250mg/kg Dekspantenol (D1) , Toksisite + 500mg/kg Dekspantenol
(D2), Toksisite + 60mg/kg Tokoferol (E) , Toksisite +250mg/kg Dekspantenol + 60mg/kg
Tokoferol (DIE) , Toksisite + 500mg/kg Dekspantenol + 60mg/kg Tokoferol (D2E)
seklinde olusturulmustur. Biitiin tedavi gruplarimizda parasetamol toksisitesine karsi
koruyucu olarak kullandigimiz Dekspantenol ve Tokoferol, serum AST, ALT, LDH enzim
diizeylerinin diismesini saglayarak toksisite gelismemesi i¢in koruyucu etki gostermistir.
Tedavi uyguladigimiz gruplarin tim enzim seviyeleri kendi aralarinda anlamli fark
olusturmazken tedavi uygulanmayan toksisite grubuyla aralarinda istatistiksel olarak
anlaml fark gbzlenmistir. Biitiin tedavi gruplarimizda doku MDA, MPO, GSH-PX bulgulari
toksisite grubuna kiyasla anlamli azalma gostermistir. Tedavi gruplarini kendi iginde
anlamli fark olusturmazken tek bir grubunun birbirine {istliinliigii de tespit edilmemistir.

Dekspantenol, pantetonik asidin 6n formudur ve viicuda girdikten sonra dokuda
pantetonik aside doniigmektedir. Yapilan arastirmalarla dekspantenoliin antioksidan ve
antiinflamatuar 6zellikleri oldugu bilinmektedir (Aprahamian ve ark, 1985; Weimann ve
Hermann; 1999; Barton-Wright ve Elliott, 1963). Eidi ve arkadaslarinin (2012) ratlarla
yaptig1 bir calismada karbon tetrakloriirle indiiklenen karaciger toksisitesinde oral yolla
verilen pantetonik asidin karaciger enzimlerini azalttig1 bildirilmistir. Felker ve
arkadaslarinin  (2014) yaptig1 c¢alismada ise valproik asitle indiiklenmis karaciger
toksisitesinde karnitin ve pantotenik asitin kombine uygulanmasi ile toksisitede koruyucu
etkisi oldugu bildirilmistir. Bizim ¢aligmamizda da olusturulan karaciger hasar1 sonrasinda
uygulanan dekspantenoliin toksisite gelismesini 6nlemede etkili olabilecegini gdsteren
bulgular elde edildi. iki farkli doz uyguladigimiz Dekspantenoliin kendi i¢inde anlamli
farklar tespit edilmese de her iki grubun degerleri toksisite grubuna kiyasla anlamli fark
gosterdi.

Parasetamolle olusturdugumuz toksisiteye karsi tedavi edici olarak kullandigimiz
diger ajanimiz Tokoferol (vitamin E)’diir. E vitamini, yagda c¢o6ziinen esansiyel bir
vitamindir ve en ¢ok antioksidan 6zelligi bilinen ¢esidi a-tokoferoldiir (Traber ve Arai,
1999). Amimoto ve arkadaglarinin (1995) fareler iizerinde yaptig1 ¢alismada E vitaminin
asetaminofen toksisitesine karst Onleyici oldugu bildirilmistir. Bizim c¢alismamizdaki
bulgularda da paralel sonuglar elde edildi. Hem tek basina ve hem Dekspantenol ile
kombiyanslarinda toksisite bulgularini azaltict sonuglar elde edildi.

Calismamizdaki histolojik bulgular biyokimyasal bulgularla paralellik gostermistir.
Sham grubunda normal karaciger parankimi ve hiicre goriintiileri izlenirken toksisite

grubunda siddetli hiicre infiltrasyonu, siniizoidal dilatasyon, vaskiiler konjesyon ve yogun
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hiicresel dejenerasyon bulgular1 gdzlendi. Toksisite grubuna kiyasla tedavi gruplarimizda
ise diisiik siddetli hiicre infiltrasyonlar1 gozlendi. Tedavi gruplarimizda siniizoidal
dilatasyon, vaskiiler konjesyon ve hiicresel infiltrasyon bulgular1 kontrol grubuna gore hafif
siddette artis gosterdi. Tedavi gruplar1 arasinda belirgin fark gézlenmemekle birlikte en iyi
goriintliler D1E ve E gruplarindan elde edilmistir. Sonuglarimiz, Dekspantenol ve Tokoferol
kombinasyonunun karacigerde sinerjik etki olusturarak biyokimyasal bulgular1 ve histoloji
bulgular1 kontrole yakin diizeylere getirdigini gostermektedir.

Sonu¢ olarak, deneysel karaciger hasar1 olusturmak icin kullandigimiz
parasetamol’iin deney hayvanlarimizin karacigerlerinde yogun hiicresel dejenerasyon,
sinlizoidal dilatasyon, vaskiiler konjesyon ve siddetli hiicresel infiltrasyon bulgularinin
olusumuna neden oldugu tespit edildi. Calismamizda elde ettigimiz bulgular, parasetamolle
indiiklenen hepatotoksisitenin kac¢inilmaz oldugunu ve toksisite gelismesine karsin
Dekspantenol ve Tokoferol alinmasinin karaciger icin koruyucu rol oynayabilecegini
gosterdi. Calisma verilerimiz sonucuna bakarak gilinliik hayatta analjezik ve antipiretik
amagh yaygin olarak kullanilan parasetamole bagli gelisen toksisitenin Onlenmesinde
Dekspantenol ve Tokoferoliin tedavi protokoliine eklenmesinin yarar saglayacagini

diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Akut hepatotoksisite olusturulmus toksisite grubunda mikroskobik olarak hiicre
infiltrasyonu, siniizoidal dilatasyon, vaskiiler konjesyon ve yogun hiicresel dejenerasyon
bulgular gozlendi. Bu bulgular literatiirle uyumlu olarak Parasetamoliin karaciger toksisite
olusumunda etkin bir madde oldugunu géstermistir.

Asetaminofen toksisite tedavisinde kullandigimiz Dekspantenol ve Tokoferol’lin tek
basina ve kombine tedavileri uygulanan dozlarinda herhangi bir hepatotoksisite
gostermeden tedavi etkinligi gosterdiler. Biyokimyasal bulgular sonucunda toksisite
grubuna kiyasla tedavi gruplar1 olan D1, D2, D1E, D2E ve E gruplarinda serum ALT, AST
ve LDH enzim degerleriyle birlikte doku MPO, MDA ve GSH-PX degerleri anlamli azalma
gosterdi

Calismamizda, Sham, Dekspantenol ve Tokoferol gruplarmin histolojik olarak
degerlendirdigimizde yogun hiicresel dejenerasyon, vaskiiler konjesyon ve hiicresel
inflamasyon acisindan herhangi bir bulguya rastlanmadi. Toksisite grubunda, kontrol
grubuna kiyasla siddetli hiicresel dejenerasyon, sintizoidal dilatasyon, vaskiiler konjesyon ve
hiicresel infiltrasyon bulgulart mevcuttu. Dekspantenol ve Tokoferol’iin tek basma ve
kombine uygulanan tedavi gruplarinda histopatolojik bulgular hafif siddette olugmustur.
Dekspantenol ve Tokoferol’iin kombine tedavisi, karacigerde birlikte etki gdstererek
histopatolojik bulgulart normal kontrol grubundaki bulgulara yaklagtirmistir.

Sonuglarimiz, Dekspantenol ve Tokoferol’iin tek basina ve kombine tedavilerinin
hiicrei¢i antioksidan kapasiteyi arttirarak parasetamolle olusturulan hepatotoksisitesiye karsi
tedavi edici rol oynadigim gostermektedir. Ilag toksisitesi ve diger sebeplerin indiikledigi
hepatotoksisite modellerinde de Dekspantenol ve Tokoferol’in karaciger hasarinin
azaltilmasinda tedavi edici etkisinin olabilecegini sorgulayan caligmalarin yapilmasinin

yararli olacag diistintilmektedir.
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