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OZET

Ertirk, Z.K., Kolinerjik Agonist Karbakoliin Farede Parasetamoliin Neden Oldugu
Deneysel Hepatotoksisiteye Etkisi, Hacettepe Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Farmakoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2022. Farede parasetamol ile
olusturulan hepatik hasarda kolinomimetik etkinligi olan karbakolliin (CCh), hepatik
hasar Uzerine etkisi in vivo olarak degerlendirildi. Ek olarak parasetamole bagl
zehirlenmelerde antidot olarak kullanilan N-Asetilsistein (NAC) ile karbakoliin etkinligi
karsilastirildi. Parasetamol (APAP) toksisitesinde, parasetamoliin hepatositler igin toksik
bir metaboliti olan N-asetil-p-benzokinon imin (NAPQI) Gretimi artar. NAC'In antidot
etkisi, bu toksik metaboliti detoksifiye eden glutatyonun (GSH) 6nciilt olarak fonksiyon
gostermesinden ileri gelmektedir. Parasempatomimetik etkinin parasetamol
toksisitesinde bircok mekanizma lzerinden olumlu katkisi olabilecegini gosteren
calismalar mevcuttur. Calismada parasetamol toksisitesi olusturulmus farelerde NAC,
CCh ve NAC+CCh tedavileri uygulandi. Mezenter arter ve portal ven kan akimi élguldi.
AST, ALT, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17 diizeylerine bakildi ve parasetamol
toksisitesi sonrasinda bu degerlerde yikselme tespit edildi. NAC, CCh, NAC+CCh
uygulanan gruplarda ise bu yikselmenin daha az oldugu gorildi. Calismada bu
parametrelere ek olarak TAS, TOS, GSH, GSSG duizeyleri 6l¢lildi. Parasetamol toksisitesi
sonrasi antioksidan molekillerde azalma, oksidan molekiillerde ve oksidatif stres
indeksinde artma goruldi. NAC, CCh, NAC+CCh uygulanan gruplarda ise antioksidan
molekillerdeki azalmanin, oksidan molekdllerdeki ve oksidatif stres indeksindeki artisin
daha az oldugu tespit edildi. Histopatolojik degerlendirmelerde biyokimyasal bulgularla
uyumlu sonuglar elde edildi. Parasetamole bagh gelisen hepatotoksisitede
parasempatomimetik etki inflamasyonu azaltmak, antioksidan yolaklari etkinlestirmek

gibi bircok mekanizma lzerinden koruyucu etki gosterebilir.

Anahtar Kelimeler: Parasetamol, hepatotoksisite, muskarinik reseptorler, NAC,

karbakol.
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ABSTRACT

Ertirk, Z.K., The Effect of Cholinergic Agonist Carbachol on Paracetamol-Induced
Experimental Hepatotoxicity in Mice, Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences, Philosophy of Doctorate (PhD) Thesis in Medical Pharmacology, Ankara,
2022. The effect of carbachol (CCh), which is a cholinomimetic agent, on paracetamol-
induced hepatotoxicity in mice was evaluated in vivo. In addition, the effectiveness of
N-acetylcysteine (NAC) as an antidote in APAP-related poisoning and the effectiveness
of CCh were compared. In the toxicity of paracetamol (APAP), the production of N-
acetyl-p-benzoquinone imine (NAPQI), which is a toxic metabolite of paracetamol for
hepatocytes, increases. The antidote effect of NAC is due to its function as a precursor
of GSH, which detoxifies NAPQI. Studies in the literature show that the
parasympathomimetic effect may contribute positively to paracetamol toxicity through
many mechanisms. In this study, NAC, CCh, and NAC+CCh were administered to mice
with APAP toxicity. Mesenteric artery and portal vein blood flow were measured. AST,
ALT, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, levels were measured and an increase was
observed in APAP toxicity. The increases were mild relatively in the groups administered
NAC, CCh, NAC+CCh. In addition to these parameters, TAS, TOS, GSH, GSSG levels were
also measured in the study. After APAP toxicity, a decrease in antioxidant molecules, an
increase in oxidant molecules, and oxidative stress index were observed. In the groups
administered NAC, CCh, NAC+CCh, it was found that the decrease in antioxidant
molecules, the increase in oxidant molecules and the oxidative stress index were less.
Results consistent with biochemical findings were obtained in histopathological
evaluations. In APAP-induced hepatotoxicity, the parasympathomimetic stimulation can
be protective through many different mechanisms such as reducing inflammation,

activating antioxidant pathways.

Keywords: Paracetamol, hepatotoxicity, muscarinic receptors, NAC, carbachol
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1. GiRis

Zehirlenmeler saglik alanindaki bitlin gelismelere ragmen giinimizde halen
yuksek mortalite ve morbiditeye yol agan 6nlenebilir bir toplum saghigi sorunudur (1).
Zehirlenme ve zehir, insanligin varligindan beri dGnemini korumus kavramlardir. Birgok
faktor, potansiyel olarak oliimle sonuclanabilecek zehirlenmelere neden olabilir.
Ozellikle geng yetiskinlerde zehirlenme énemli bir 61iim nedenidir (2).

Amerika Bilesik Devletlerinde, Amerikan Zehir Kontrol Merkezleri Birligi (AAPCC)
2018 yilinda iki milyondan fazla zehirlenme kaydinin oldugunu bildirmistir (3). Mortalite
oraninin 0,007’nin biraz altinda oldugu tespit edilmistir. Vakalarin %31’inin saglik
kurulusunda takip edildigi, %8,4‘Unlin ise hastaneye vyatirilarak tedavi edildigi
aciklanmistir (3).

Cografi bolgelere gore zehirlenme vakalarinin sikhigi degisiklik gdsterir. Norvecg’te
yapilan prospektif bir arastirmada benzodiazepinler, etanol, parasetamol, opioidler
zehirlenme nedeniyle basvuran hastalarda ilk siralarda gozlenen ilaglardir (4).
Almanya’da yogun bakima yatirilan zehirlenme olgulari ile ilgili retrospektif yapilan bir
arastirmada antidepresan ve antihistaminik ilaglar ile zehirlenme ilk siralarda yer alir (5).
Afrika ve Dogu Asya’da pestisitler ile zehirlenme, ilaglar ile zehirlenmeye oranla daha sik
gorilmektedir (6, 7).

Antidot uygulamasi zehirlenme olgularinda morbidite ve mortaliteyi onemli
Olclide azaltir ancak gliniimizde zehirlenme olgularinin cogunda kullanilabilecek bir
antidot tedavisi bulunmamaktadir (8). Antidot tedavisi bulunmayan zehirlenme
olgularina tedavi yaklasimi dekontaminasyon, absorpsiyonun engellenmesi ve destek
tedavisi seklinde yiritiilmektedir.

Parasetamol dilinyada en yaygin kullanilan ilaglardan biri olup analjezik ve
antipiretik etkinlik gosterir. Dinyada zehirlenme olgularinda 6nde gelen ilaglardan
biridir. Tuketicilerin toksik dozda ilag alimina sebep olabilen faktérler arasinda ilag
etiketlerinin farklh isimlerde olmasi, bircok tilkede recetesiz satilabilmesi (OTC - Over the

counter) ve Urliniin parasetamol icerigini belirlemeyi zorlastiran gosterimler yer alir (9).



1966'dan beri parasetamolin yiksek dozlarda olimcil hepatik nekroza sebep
olabilecegi bilinmektedir (10, 11). Parasetamol, ilaca bagl gelisen karaciger hasarina
neden oldugu en ¢ok bildirilen ilaglardan biridir (12-14). Sanayilesmis llkelerde bu etkisi
nedeniyle ylzlerce insanin 6limine neden olmustur (15). Glnlik 4 g'in altindaki
dozlarin giivenli aralikta oldugu gorilmektedir (9, 16). Ancak alkol bagimhhgi zemininde
gelisen karaciger hastaligi gibi predispozan faktorlerin varliginda, tekrarlayan terapotik
alimlarda bile parasetamoliin hepatotoksik olabilecegi diislintilmektedir (17-19).

Parasetamol zayif asidik yapisi nedeniyle duodenumdan absorbe edilir (20). Oral
alimdan 90 dakika sonra plazma pik konsantrasyona ulasir (21, 22). Terap6tik dozlarda
parasetamoliin yaklasik %85-%90’1 Faz Il reaksiyon ile silfat ve glukuronir konjugatlari
seklinde inaktive edilerek idrarla atihr (21-23). Yaklasik %2’lik kismi degismeden
dogrudan idrarla atilir. Parasetamoliin kalan %10’luk kismi hepatik sitokrom P450
enzimleri aracihgi ile toksik ve reaktif bir ara Uriin olan N-asetil-p-benzokinon imin’e
(NAPQI) dondsturalir (21-23). Olusan bu az miktardaki NAPQI hepatik glutatyon ile
konjuge olup toksik olmayan metabolitlere cevrilerek idrarla atiir (21, 23, 24).
Parasetamoliin ¢ok az bir kismi miyeloperoksidaz (MPO) ve siklooksijenaz-1 tarafindan
oksitlenir. Bu yolun klinik dGnemi belirsizdir (23, 24).

Parasetamoliin hepatotoksik etkisi doza bagimhidir. Yiksek dozlarda alindiginda
sulfatlama ve glukuronidasyon yolaklari doygunluga ulastigi icin CYP-P450 enzimleri
araciligl ile toksik ve reaktif metabolit olan NAPQI Uretimi artar. NAPQI'nin artmasi
glutatyon (GSH) miktarinda azalmaya neden olur ve bu azalma %80 - %90 seviyelerine
ulasinca NAPQI hepatositlere baglanarak hiicresel hasara neden olur (22, 23).

N-Asetilsistein (NAC) parasetamol zehirlenmelerinde hepatotoksisite riski olan
hastalarda antidot olarak kullanilir. Mukolitik etkisi de bulunmaktadir. Bu etki mukustaki
yuksek molekil agirhklh glikoproteinlerdeki distlfit koprilerini kirma yetenegine baglidir
(25). NAC'In antioksidan etkinligi ise redlikte glutatyon (GSH) oOncilli olmasindan

kaynaklanir (26). Hepatik glutatyon depolarinin sentezine ve yenilenmesine yardimci



olur (27). Bu sayede yiksek miktarda Uretilmis olan reaktif metabolit NAPQI’nin toksik
olmayan metabolitlere donislimi saglanabilir.

Muskarinik reseptorler, G proteinine kenetli reseptor ailesi icindedir. Bircok
sistemde eksprese edilir ve biyolojik fonksiyonlarda gorev alirlar (28, 29). Tanimlanmis
bes tip muskarinik reseptor bulunmaktadir. Muskarinik reseptérlerden M3 alt tipi insan
ve kemirgen karaciger hiicrelerinde eksprese edilmektedir (30, 31). insan ve hayvan
calismalarinda kolinerjik aktivasyon karaciger hasarini modiile etmektedir (32).
Kemirgenlerde, vagus sinirinin kesilmesi, galaktozamine bagli karaciger hasarinda oval
hicre reaksiyonunu, hepatosit proliferasyonu ve karaciger rejenerasyonunu azaltir (30,
33). Siganlarda vagus siniri uyarimi hepatik iskemik reperfiizyon hasarini hafifletir (34).
insanlarda, transplantasyon icin kullanilan denerve karaciger greftleri, innerve edilmis
dogal karacigerlere kiyasla daha diisiik duktiiler reaksiyon gosterir (30). Ote yandan
“Ms3R geni silinmis” fareler (zerinde yapilan calismada azoksimetan (AOM) ile
olusturulan karaciger hasarinin daha siddetli oldugu tespit edilmistir (35).

Literatlirdeki ¢alismalar muskarinik reseptoérlerin uyarilmasinin toksik madde
alimi sonrasi olusan karaciger hasarina olumlu katkisi oldugu yoniindedir. Calismamizda
parasetamol toksisitesine bagh gelisen karaciger hasarinda muskarinik agonist
karbakollin olasi hepatoprotektif etkisini degerlendirmeyi ve bu etkiyi antidot olarak

kullanilabilen NAC tedavisi ile karsilastirmayi amacladik.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Toksikoloji

Toksikoloji genel olarak “zehir bilim” olarak tanimlanir. Cesitli kimyasal ajanlarin
biyolojik organizmalar izerindeki etkileri konusunda bilgi birikimi arttik¢a daha agiklayici
tanimlamalar kullanilmaya baslanmistir. Toksikoloji giinimuzde kimyasal veya fiziksel
ajanlarin biyolojik sistemler Uzerindeki istenmeyen etkilerini arastiran bilim olarak
tanimlanmaktadir (36).

Toksikoloji kelimesi Yunanca “toxon” kelimesinden koken alir. “Toxon” kelimesi
ok veya ok atmakta kullanilan yay demektir. Oklarin daldirildigi zehir anlamina gelen
“toxicon” kelimesi bu kékenden gelmektedir. Bu kelime Latinceye “toxicum” olarak
gecmis ve buradan da “intoxicare” yani zehirlenmek anlamina gelen kelime tiretilmistir
(37).

Herhangi bir madde oral, inhaler, transdermal veya parenteral alindiginda,
biyolojik sistemlere zarar veriyor ve fonksiyonlari bozabiliyorsa bu maddeye zehir, olaya
ise zehirlenme denilmektedir (38).

Paracelsus, 1493-1541 yillari arasinda yasamis, modern tibbin, farmakolojinin ve
toksikolojinin kurucusu olarak gortilmektedir. Paracelsus, kimyasallarin viicuda verecegi
zararin doz ile iliskili oldugunu kesfetmistir. “Yalnizca doz, bir seyin zehir olmadigini
belirler” gorustind savunmustur. Tibba getirmis oldugu bu bakis acisi ile inorganik
maddelerin belli dozlarda terapotik amaclar ile kullanilabilecegi anlasiimistir. Paracelsus,
farmakolojide ve toksikolojide 6nemli kavramlardan biri olan doz yanit iliskisinin
anlasilmasini saglamistir. Ayrica kimyasallarin yararli ve toksik etkilerinin tespit
edilebilmesi icin deney hayvanlarinin kullanilmasini fikrini dnermistir (39).

Toksik maddeler tarihte cezalandirma, intihar yontemi, suikast araci, savaslarda
kimyasal silah olarak pek cok durumda kullanilmistir ve kullanilmaya devam etmektedir.
Arkeolojik galigmalar, tas devri doneminde dahi insanlarin toksik, zehirli hayvan ve

bitkilerden haberdar oldugunu gostermektedir. Savaslarda, avcilikta bu bitki ve



hayvanlardan elde edilen 6zltler kullanilmigtir. Pagan dinleri incelendiginde zehirlenme
ve zehir ile ilgili birgok kavrama ulasilir. Yunan mitolojisinde zehirli gligleri olan tanri ve
tanrigalar bulunur. Erken Mezopotamya ddnemine ait ¢ivi yazilarinda veya Cin
yazitlarinda zehir kullanimina ait bilgiler bulunmaktadir.

Endistrinin gelismesi, yeni Urinlerin sentezlenmesi, canlilarin maruz kalabilecegi
toksik maddelerin ¢esidini artirmistir. Glinimuizde toksik etkenler morbidite ve
mortalitede 6nemli bir yer almaktadir. Bu durum toksikoloji biliminin gelismesini
hizlandirmistir. Biyolojik sistemler U(zerindeki yapilan bilimsel arastirmalar, bilgi

birikimini artirarak, toksikolojide hizli ve 6nemli gelismeler yasanmasini saglamistir.
2.2. Epidemiyoloji

Diinya Saglik Orgiitiine gére her yil yaklasik 300.000 kisi zehirli maddeler
nedeniyle 6lmektedir (40). Amerikan Zehir Kontrol Merkezleri Birligi’nin (AAPCC) 2018
yihnda yayinlamis oldugu ulusal verilerin analiz edildigi raporda yaklasik 2.1 milyon
insanin toksik maddelere maruz kaldigi tespit edilmistir. Analjezikler (%10,8), ev temizlik
maddeleri (%7,28), kozmetikler / kisisel bakim urtnleri (%6,53), hipnotikler /
antipsikotikler (%5,53) ve antidepresanlar (%5,22) bu zehirlenmelerde ilk sirada gelen
etkin maddelerdir (3).

Amerika Bilesik Devletleri’'nde gergeklestirilen bir arastirmada ila¢ zehirlenmesi
nedeniyle acil servise basvuran vaka sayisinin yaklasik 700.000 oldugu ve ilag zehirlenme
vakalarinin %43,7’sinin psikotropik ajanlar ve analjeziklerle olustugu goérulmustir (41).
Ulkemizde acil servise basvurularin %0,5 ile %2,5’i zehirlenmeler nedeniyle
gerceklesmektedir (42). Birlesik Krallik’ta ise zehirlenme akut tibbi bagvurularin %10’unu
olusturmaktadir ve bu basvurularin lgte biri parasetamol nedeniyle gerceklesmektedir
(2).

Zehirlenmeye neden olan maddeler Ulkelere ve bolgelere gore farklilik gosterir.
Kirsal kesimlerde, tarimda kullanilan Girtinler ile zehirlenme gorece fazladir. Kentlerde ise

analjezikler, psikoaktif maddeler veya sanayi lrlinlerine bagli zehirlenmeler daha siktir.



istatistiksel kayitlara bakildiginda zaman icerisinde zehirleme vakalarinda artis
egilimi gortlmektedir. Bu artis toplum saghgini olumsuz etkilemekte ve saglik hizmeti

sunan birimlerin tzerindeki yuki artirmaktadir.
2.3. Parasetamol

Parasetamol, asetaminofen veya N-Asetil-P-Aminofenol (APAP) olarak da
bilinmektedir. Agri kesici ve ates dusurici olarak klinik kullanimi vardir. Molekiiler
agirhgi 151,5 g/mol’dur. Fizyolojik pH’da buyuk 6lctide iyonlasmaz (21).

Parasetamol 1955 yilindan beri diinyada en yaygin kullanilan analjeziktir (8).
Amerika Bilesik Devletlerinde 2003 yilinda tlke genelinde 28 milyon doz parasetamol
kullanilmistir. 2005 yilinda 89 milyon ayaktan hasta recetesi arasinda en yaygin recete
edilen ila¢g parasetamol-hidrokodon olmustur (22, 43). Parasetamol antipiretik ve
analjezik ilaglar icinde 6zellikle pediyatrik yas grubunda en yaygin kullanilan ilagtir (44,
45).

Parasetamoliin solunum ve kardiyovaskiler sistem lizerinde klinik 6nem arz
edecek belirgin bir etkisi saptanmamistir. Gastrointestinal sistemde irritasyon ve
kanamaya neden olmadigi bilinmektedir. Asit-baz dengesinde bozulmaya neden olmaz
(45). Parasetamolin antiinflamatuvar ve antiromatizmal aktiviteleri ihmal edilebilir
diizeydedir. Antitrombositik etkinligi zayiftir. Kanama siresini degistirmez (45).

Ulkemizde ve bazi lilkelerde regetesiz satilabilen ilaglar (OTC) arasindadir. Tablet,
surup ve intraven6z formlari bulunur. Yaygin kullanimi nedeniyle parasetamol
zehirlenmesi sik gorilen bir durumdur. Glvenli doz eriskinde ginlik dért gramin alti
olarak belirlenmistir. Uzerinde heniiz bir géris birligine varilamasa da karaciger hastalig
olan kisilerde toksik etkilerin gorilmemesiicin ginlik iki gramin gecilmemesi 6nerilir (9).
Hayvan deneylerinde fareler icin LDso=338 mg/kg (oral) ve sicanlar i¢in LDs0=1944 mg/kg
(oral) olarak tespit edilmistir.

Parasetamol, Amerika Bilesik Devletlerinde ve birgok diinya ulkesinde, asiri

dozda ilag kullanimina bagl akut karaciger yetmezliginin ve olimlerin major nedenidir



(44). Amerika Bilesik Devletlerinde zehir danisma merkezlerine vyillik yapilan
bildirimlerde parasetamol zehirlenmesi ilk sirada gelmektedir. Yilda 56.000 acil servis
basvurusuna, 2600 hastane yatisina ve yaklasik olarak akut karaciger yetmezligi

nedeniyle yilda 450 6lime neden olmaktadir (44).
2.3.1.Parasetamoliin Tarihgesi

1884 yilinda Strazburg Tip Klinigi yoneticisi Profesor Adolf Kussmaul asistanlari A.
Cahn ve P. Hepp’e barsak solucanlarindan muzdarip, ates dahil bircok semptom ve
bulgusu olan bir hastanin tedavisi icin o donem barsak antiseptigi (46) olarak gosterilen
naftalin kullanmalarini énerir. izleminde hastada tedaviye ragmen klinik bulgularin
bircogu devam etmistir ve tedavinin barsak solucanlarina bir etkisi gézlemlenmemistir.
Ancak klinisyenler uyguladiklari tedaviden kisa slire sonra hastanin atesinin distiguni
fark ederler. O gline kadar naftalinle ilgili daha ©Once antipiretik etkinlik
raporlanmamistir. Bu yeni bir bulgudur. Klinisyenler konu ile ilgili yaptiklari arastirma
sonrasinda kendilerine ilag saglayan eczanenin naftalin yerine yanhslikla asetanilid
verdigini fark etmislerdir.

Klinisyenler asetanilidi kopeklerde ve tavsanlarda test ederler. Kisa sureli
antipiretik etkinlik gosterdigini gézlemlerler (47). Bunun Gzerine iki klinisyen yirmi dort
hasta lzerinde asetanilidin etkinligini denerler ve antipiretik etkinligi insanlarda da
gozlemlerler. Asetanilid ile antipiretik etkinlik saglanabiliyordu ancak o donemde pek de
ciddiye alinmayan bir yan etki daha go6zlemlenmisti. Hastalarin cilt renklerinde
mavilesme oldugu fark edildi. ilacin yaygin kullanilmasiyla birlikte deride mavilesme
etkisi cokca rapor edilmeye baslandi. Calismalar sonucunda asetanilidin neden oldugu
bu mavilesme etkisinin methemoglobinden kaynaklandigi anlasildi. Asetanilid,
hematotoksik oldugu bilinen anilinden sentezlenen bir trindi. Bu gbzlemlenen yan etki
ihmal edilebilir bir durum degildi ve ilacin yeni tirevlerini arastirmayi zorunlu kilmisti

(15).



Sonrasinda ilag firmalari etki ve yan tesir profili daha iyi olan ilaglar Gretmeye
calistilar. Parasetamol builaglardan biriydi. O donemde fenasetinin bir metaboliti oldugu
diisiinilmekteydi. ila¢ firmalar tarafindan dénemin (inli farmakologlarindan J. Von
Mering’e parasetamoliin klinikte kullanilabilirligi ile ilgili goriis soruldu (1893). O ise
parasetamoliin fenasetine Ustin bir 6zelliginin olmadigi géristini bildirdi. Calismasinda
parasetamoliin, asetanilid gibi methemoglobinemi yaptigini gozlemlemisti. J. Von
Mering’in parasetamol igin godzlemlemis oldugu methemoglobinemi nedeninin o
donemde saf, iyi ayristirilmis parasetamoliin Uretilememis olmasindan kaynaklandigi
distnilmektedir (15).

NH, H
NHCOCH; i

CHy N _on,
O(OCCH,), \r \H/
_ = . CHy;COOH o 0
CH, O HO

Anilin Asetanilid Fenasetin Parasetamol

Sekil 2-1: Anilin, asetanilid, fenasetin ve parasetamoliin molekdiler yapilari

1946 vyilinda Amerikali bilim insanlari fenasetinin metabolizmasini tekrar
arastirmaya basladilar. Axelrod, Brodie ve ekibi tarafindan fenasetinin asil ve aktif
metabolitinin parasetamol oldugu gosterildi. Brodie’ye gore parasetamol daha glivenli
ve etkindi. Ustelik fenasetinin aniline donisebilme potansiyeli vardi ancak
parasetamolde boyle bir risk bulunmamaktaydi (15). Axelrod ve ekibinin topladig
verilere gore parasetamoliin methemoglobinemi yapmadigi ve fenasetinin gostermis

oldugu analjezik ve antipiretik etkinligi tam olarak sagladigI anlasildi.



2.3.2.Parasetamoliin Farmakokinetik Ozellikleri

Parasetamol, gastrointestinal sistemden hizla emilir. Oral uygulamadan degisken
bir oranda ilk gec¢is metabolizmasina maruz kalir (48, 49). Yemeklerle birlikte veya
yemekten hemen sonra alinirsa biyoyararlanimi diiser (21). Parasetamol rektumdan iyi
absorbe edilmesine ragmen oral kullanima gore absorbsiyon hizi ve orani dugtktir (50).

Saglikh deneklerde parasetamol sollisyonu ile yapilan deneylerde maksimum
plazma konsantrasyonuna ulagsma sliresi 22 dakika olarak belirlenmistir (51).
Parasetamol tablet olarak alindiginda bu siirenin uzadigi gértlmektedir (52, 53).

Parasetamol bircok dokuya dagilir. Yag ve beyin omurilik sivisi hari¢ bitin
dokularda doku/plazma konsantrasyon orani yaklasik olarak aynidir (54, 55). Dagilim
hacmi (Vq) yaklasik 0,9 L/kg’dir (22). Parasetamol terap6tik plazma konsantrasyonlarinda
plazma proteinlerine baglanmaz ancak yliksek dozlarda %15 ile %21 arasinda
baglanabildigi izlenmistir (56). Yarilanma omri yaklasik 2-2,5 saattir (22). Yiiksek

dozlarda ve karaciger hasarinda yarilanma dmri 4-8 saate kadar ¢ikabilmektedir (22).

® 20 mg/kg oral oral parasetamol alimindan sonraki 8 saglikli denekteki

° parasetamol ve metabolitlerinin plazma konsantrasyonlari

@ Parasetamoliin ortalama plazma konsantrasyonlar

) Q siilfat konjugatlarinin ortalama plazma konsantrasyonlari

Plazma Konsantrasyonlari (pg/ml)

; O Glukuronir konjugatlarinin ortalama plazma konsantrasyonlan
o 2 4 6 8

Uygulamadan Sonraki Siire (saat)

Sekil 2-2: Parasetamol ve metabolitleri plazma konsantrasyonu-zaman egrisi (57)

Parasetamol terapotik miktarlarda alindiginda baslica siilfasyon (%20 ile %46) ve
glukuronidasyon (%40 ile %67) yoluyla karacigerde metabolize edilir. Glukuronidasyon
eriskinde, slilfasyon ise 12 yasindan kicik cocuklarda baskindir (57). Yaklasik %2’lik bir

kismi metabolizmaya ugramadan Uriner sistem yoluyla itrah edilir (12). %5 ile %15’lik
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kismi CYP-P450 enzimleri tarafindan reaktif bir metabolit olan NAPQl’ya okside edilir. Bu
Faz | oksidasyon cogunlukla CYP2E1 tarafindan gerceklestirilir (12). Uretilen reaktif iriin
hepatik glutatyon tarafindan konjuge edilir ve toksik olmayan parasetamol-merkapturat
bilesigine donulsturialir. Parasetamolin kiglk bir ylzdesi miyeloperoksidaz ve
siklooksijenaz-1 tarafindan okside edilir ancak bu yolagin klinik &nemi bilinmemektedir

(23, 24).

Artmis APAP Alimi
Tek Seferde Yiiksek doz Mo idrar ile atilma
Tekrarlayan Alimlarda Yiiksek Doz h APAP

Artmig CYP aktivitesi
ilag Kullanimi CYP 2E1 [
Kronik Alkol Tiketimi _-0:-9 Glukuronidasyon veya
Genetik Polimorfizm (@ Silfatasyon kapasitesinin
azalmasi

Gilbert Hastahgi
Glukuronilr Metaboliti
Siilfat Metabaoliti
(Toksik Olmayan Metaholitler)
NAPQI-Protein

Mitokondriyal disfonksiyon

5 GSH azalmasi
Oksidatif stress GSH Yolag, Kronik Karaciger Hastaligi
Inflamasyon Kronik alkol tiiketimi
Hepatosit Malnutrisyon
Nekrozu

Merkapturik asit
Sistein konjugatlar
(Toksik Olmayan Metabolitler)

Sekil 2-3: Parasetamol metabolizmasi (12)
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2.3.3.Parasetamoliin Farmakodinamik Ozellikleri

Parasetamol analjezik ilaglar igerisinde 6zgilin bir yere sahiptir. Etki mekanizmasi
ile ilgili cesitli gorusler bulunmaktadir. Calismalar bircok farkli yolak Gizerinden etki ediyor
olabilecegini gostermektedir.

Parasetamoliin  antinosiseptif  etkinliginin  santral sinir  sisteminden
kaynaklandigini  distndiren birgok bulgu vardir. Sicanlarda parasetamoliin
intraperitoneal verilmesinin ardindan ventral talamusta nosiseptif aktivitede doza
bagimh azalma oldugu gorilmustir (58). Bu etkinlik bazi insan ¢alismalarinda da tespit
edilmistir (59). Sicanlarda spinal serotonerjik inen yolaklarin da parasetamoliin
antinosiseptif etkisinde roli oldugu gosterilmistir (60).

Parasetamol peroksit konsantrasyonunun disik oldugu ortamlarda COX
enzimini inhibe eder (61). Parasetamol gorece peroksitlerden fakir ortamda yani
hipotalamus ve omurilik arka boynuzunda, prostaglandin sentezi ve saliverilmesi lizerine
inhibitor etki gosteriyor olabilir. Antipiretik ve analjezik etkinliginin bu inhibisyondan
kaynakli oldugunu ileri siren calismalar bulunmaktadir. Beyinde COX-1 ve COX-2
disindaki siklooksijenazin inhibe edilmesi santral analjezik etkinlikte rol oynamaktadir
(62).

Farkli mekanizmalar Uzerinden de etkisi oldugunu disiindiren calismalar
bulunmaktadir. Nitrik oksit olusumunu (63, 64) ve N-metil-D-aspartat (NMDA) veya P
maddesi ile indiklenen hiperaljeziyi inhibe ettigini gdsteren ¢calismalar mevcuttur (65).

Kannabinoid reseptorleri (CB) (izerinden de analjezik etkinligi oldugunu
destekleyen calismalar vardir. Sicanlarda CB: reseptoriine bagl analjezik etkinligi
tamamiyla bloke edecek dozda CBi reseptor antagonisti verildiginde parasetamoliin

analjezik etkinliginin ortadan kalktig1 goralmistir (66).
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2.3.4.Parasetamol Toksisitesi

Parasetamol igin glinliik 4 gramin altindaki dozlar genellikle glivenli doz olarak
kabul edilir (9, 16). Akut ylksek dozda alimlarda, kronik olarak giinliik 4-6 g alimlarda
veya komorbid hastaligl olan belli gruplarda daha disiik dozlarda bile parasetamol
hepatotoksisitesi gozlenebilir (9, 67, 68). Calismalarda akut karaciger yetmezligine

neden olan ortanca dozun giinliik 7,5 g oldugu gorilmustir (69).

Patogenez

Parasetamol genellikle ¢ farkh yolaktan metabolize edilir. Blyilk bir kismi
stlfasyon ve glukuronidasyon yoluyla metabolize olur. Yaklasik %10’luk kismi CYP-P450
enzimleri lzerinden metabolize edilir. Parasetamoliin  yiksek dozlarinda
glukuronidasyon ve siilfasyon yolaklari doygunluga ulasir. Bunun sonucunda daha fazla
miktarda parasetamol CYP2E1 enzimi lizerinden reaktif ara (irtin olan NAPQl’ya cevrilir.
NAPQI Uretimi arttikga glutatyon miktari diser. Bu dusiis %70-80 seviyelerine gikinca,
NAPQ| hepatositlere baglanmaya baslar ve hepatik hasar olusur (22, 23). Glutatyon
yoklugunda NAPQI hepatositlerde bulunan proteinler Uzerindeki sistein gruplarina
kovalent baglanir. Bu siirec geri dontissiizdir. Hiicrede oksidatif hasara ve hepatoseliiler
nekroza neden olur (12, 22, 23). Kesin olmamakla birlikte, parasetamole bagl gelisen
hepatoseliiler hasarin olusmasinda, mitokondriyal hasar, niikleer DNA’nin parcalanmasi
ve lipid peroksidasyonun da rolii vardir (23, 70, 71).

Mikroskobik degerlendirmede hepatositlerde CYP2E1 enziminin gorece yiksek
oldugu alanlar, parasetamole bagli olusan karaciger hepatotoksisitesine daha duyarhdir.
Bu durum parasetamole karakteristik hepatoseliiler nekrozun “sentrilobiler”
goriinimde olusmasina yol acar (22).

Parasetamol toksisitesinde genetik, yas, malnitrisyon, kronik karaciger hastaligi,
gebelik durumu gibi bircok faktor toksisitenin siddeti Gzerinde etkilidir (12). Kronik alkol

kullanimi, CYP2E1 enziminin yarilanma émrind uzatir ve sentezini indlkler (17, 23, 72).
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Kronik alkol kullaniminda, CYP2E1’nin “up-regiile” olmasi ve glutatyon miktarinin
azalmasi, parasetamoliin hepatotoksisite riskini arttirir (17, 23, 72-74).

Parasetamol zehirlenmelerinde bobrek hasari  da gorilebilmektedir.
Nefrotoksisite mekanizmasinin bobrekte CYP tarafindan oksitlenen parasetamoliin

toksik metabolitleri ile iligkili oldugu dustnilmektedir (75).
Klinik

Parasetamol zehirlenmesi belirti ve bulgulara gore 4 evrede degerlendirilir.

Evre 1 ilk 24 saatlik slrecte hastada halsizlik, istahsizlik, bulanti, kusma
gorilebilir. Bu streg bazi hastalarda asemptomatik olabilir.

Evre 2 ilk 24-72 saatlik siiregte gorulen kliniktir. Evre 1’deki semptom ve
bulgularda iyilesme veya ilerleme gorulir. ALT, AST degerlerinde subklinik ylikselme
olabilir. Siddetli olgularda sag Ust kadran agrisi, agrili hepatomegali, sarilik ve uzamis
protrombin zamani gériiliir. ilacin nefrotoksik etkileri gériilmeye baslayabilir.

Evre 3 ilk 72-96 saatlik strecte gorilen kliniktir. ALT, AST degerlerinde artis
gorulir. Sarilik, ensefalopati, uzamis protrombin zamani, laktik asidoz gelisebilir. Akut
bébrek yetmezligi ve pankreatit bu evrede gériilebilen durumlardir. Oliim en ¢ok bu
evrede genellikle ¢oklu organ yetmezligi nedeniyle gerceklesir.

Evre 4, 96 saat ile 2 haftalik slire¢ arasindaki gorulen kliniktir. Evre 3’0 gegip
hayatta kalanlar icin iyilesme fazidir. Histopatolojik iyilesme klinik iyilesmeden daha

yavas gerceklesir. U¢ aya kadar uzayabilecegi bildirilmektedir.
Tedavi yaklagimi

Hastanin tek seferde toksik dozda parasetamol almasi ve 24 saat icinde saglik
kurulusuna basvurmasi durumunda hastanin tani ve tedavi yonetiminde Rumack-
Matthew Nomogrami degerli bir aragtir (12). Bu nomograma gore hepatotoksisite riski

belirlenebilir ve tedavi baslanabilir.
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10 ¢ Yiksek risk grubu

Muhtemel risk grubu
Tedavi baslama siniri

Parasetamol Alimindan Sonraki Siire (saat)

W

/,

Sekil 2-4: Rumack-Matthew nomogrami

Parasetamol zehirlenmesinde yapilacak ilk islemler standart yaklasimdan farkli
degildir. Parasetamoliin absorpsiyonunu azaltmak, plazmadaki ila¢ konsantrasyonunu
dislirmek ve toksik metabolitlerin miktarini azaltmak akut tedavideki temel prensiptir.

Gastrointestinal dekontaminasyon yontemleri parasetamol zehirlenmesinde
kullanilmaktadir. Eger gastrointestinal sistemde yaralanma veya hava yolu givenligini
korumada zorluk gibi bir kontrendikasyon bulunmuyorsa parasetamol zehirlenmesinde
oral alimdan sonraki ilk dort saat icinde aktif komiir uygulanmasi parasetamol
absorpsiyonunu azaltmaktadir (12). Gastrik lavaj yonteminin rutin  kullanimi
onerilmemektedir. Calismalar bu yontemin etkisinin az oldugunu ve aktif komur tedavisi
alan hastalarda ek bir yararinin olmadigini géstermektedir (76, 77).

N-Asetilsistein (NAC) GSH prekirsoriidir. Parasetamole bagli gelisen veya
gelisebilecek hepatotoksisite tedavisinde kullanilir (12). Parasetamol toksisitesinde ilk 8-
10 saat icinde NAC tedavisinin verilmesi parasetamole bagh gelisen hasarda belirgin

azalmaya neden olur (22).
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2.4. N-Asetilsistein (NAC)

1960l yillardan beri NAC yaygin olarak kullanilan bir ilagtir. Antiinflamatuvar ve
antioksidan o6zelliklerinin yaninda mukolitik etkinlik de gosterir (26, 78). Dogal bir
aminoasit olan L-sisteinin tlrevidir (26, 79). Astim ve kronik obstriktif akciger
hastalarinda kullanimi mevcuttur. Sigara i¢en hastalarda akcigerlerde lizozim ve
laktoferrin konsantrasyonlarini azaltir (80). In vitro ¢alismalarda noétrofil ve monosit
kemotaksisini (81) ve siliyer epitelde bakteriyel adezyonu azaltir (82). Mukolitik etkisini
mukustaki yliksek molekil agirlikh glikoproteinlerdeki disilfit baglarinin kopararak
gosterir. Bu sayede mukusun viskozitesi azalir (26).

Parasetamole bagh hepatik hasar gelismis ve gelisme riski olan hastalarda NAC
tedavisinin faydali oldugunu gosteren bircok ¢alisma mevcuttur. 1970’li yillardan beri
NAC parasetamol zehirlenmesinde kullanilmaktadir (83). Parasetamol toksisitesinde
NAC, GSH prekirsori olarak fonksiyon gorir. Parasetamole bagli zehirlenmelerinde
NAC, hepatik GSH depolarinin yenilenmesi ve korunmasi igin sistein saglar ve bu sekilde
daha fazla miktarda toksik NAPQI molekilu detoksifiye edilir (12). Ayrica NAC, NAPQl’yi
redikte ederek parasetamole déniismesini de saglayabilir (12).

NAC tedavisinin parasetamol ile indiiklenen fulminan karaciger yetmezligi
olgularinda transplantasyondan dnceki donemde sag kalimi artirdigi gosterilmistir (84,
85). Buradaki mekanizma detoksifikasyondan farkli olarak iyilesme sirecini
hizlandirmasidir. Bircok mekanizma NAC'In gostermis oldugu bu etkiye katki
saglamaktadir. Bu vakalarda, NAC hepatik perflizyonu ve doku oksijen sunumunu
artirmaktadir (86). Bir diger faydali mekanizma ise reaktif oksijen ve nitrojen
bilesiklerinin atilmasinin hizlanmasi ve mitokondriyal enerji Gretiminin artmasidir (87,

88).
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2.5. Karbakol

Bir kolin esteri olan karbakol (CCh) asetilkoline yapisal olarak benzer olup asetik
asit yerine karbamik asit gelmesiyle olusur. Karbamilkolin olarak da bilinir. Muskarinik
ve nikotinik etkinligi bulunmaktadir. Kolin esterleri genellikle hidrofilik yapidadir. Bu
sebepten 6tlri gastrointestinal sistemden iyi absorbe olmaz. Santral sinir sisteminde
yeterli dagilim gostermez. Karbakol, diger kolin esterlerine gére asetilkolinesterazlara
daha direnclidir. Bu durum uygulandiktan sonrasi etkinlik slresinin uzamasini

saglamaktadir.

CH, 0 CH,§ 0
CHa—/N\/\OJ'L@ CH?'_»'N\/\O
CH, CH,
Asetilkolin Karbakol

Sekil 2-5: Asetilkolin ve karbakolln molekiiler yapisi

Preparat olarak genellikle gbz kullanimina uygun (okiler) sekli bulunmaktadir.
Acik acili glokomda intraokiler basinci azaltmak amaciyla topikal damla olarak kullanilir.
Akut kalp yetmezligi, bronsiyal astim, peptik Ulser, hipertiroidizm, Parkinson hastaligi,
gastrointestinal spazm ve lUriner sistemde obstriksiyonu olan hastalarda dikkatli
kullanilmasi 6nerilir.

Karbakol, 1932 yilinda bulunmus bir ilactir (89). Baslangicta bu ilag bircok
hastalikta faydasi olabilecegi diisiincesiyle denenmistir. Ornegin migren tedavisinde (90)
veya dilirezi indiklemek (91) icin oral olarak insanlar (izerinde deneysel amagli
uygulanmis ancak istenilen yanitin alinamamasi ve yan etki profili daha iyi olan ilaglarin
kesfedilmesiyle ilacin sistemik kullanimi zaman icerinde gerilemistir.

ilacin kullanilmaya baslamasi ile birlikte ciddi yan etkiler ve éliimler bildiriimeye
baslanmistir. Asiri dozda alimlarda parasempatomimetik etkinlikten 6tlirii hipotansiyon,

hipersalivasyon, miyozis, dispne, terleme, bulanti sikayetleri gorilmustir (89).
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Vicutta muskarinik ve nikotinik reseptorlerin yaygin olmasi nonselektif
parasempatomimetik ilaglarin kullaniminda genis bir yan etki profilinin goriilmesine
neden olur. Karbakol nonselektif olarak her iki reseptor tiriine de baglanip reseptorleri
aktive eder. Bu sebepten 6tlirt karbakol sistemik kullanim agisindan tercih edilen bir ilag
degildir. GUnumizde karbakol intoksikasyonu nadir gorilir. Karbakoliin sistemik
kullanimi genellikle hayvan deneylerinde modellemelerde veya deneysel ¢alismalarda

tercih edilir.

2.6. Amag

Bu tez calismasinda farelerde parasetamol toksisitesine bagli gelisen karaciger
hasarinda kolinerjik agonist CCh’in proinflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokinlerin
saliverilmesini kontrol ederek olasi hepatoprotektif etkisini degerlendirmeyi amagladik.
Ayrica parasetamol toksisitesinde antidot olarak kullanilan NAC tedavisine gore
NAC+CCh kombine tedavi yaklasiminin GstinlGginin olup olamadigini arastirmayi

hedefledik.
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3. GEREC YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari

Calismada 8-10 haftalik Swiss Albino cinsi erkek fareler (25-35 g) kullanildi.
Hayvanlar 12 saat karanlk / 12 saat aydinlik donglistiiniin saglandig, sicakhigin 21+2°C’de
sabit tutuldugu ortamda barindirildi. Hayvanlar alismalari igin deney prosediiriine
baslamadan 15 giin 6nce ortama yerlestirildi. Standart kemirgen laboratuvar yemi ve su

ile ad libitum beslendi.
3.2. Etik Kurul izni

Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’nun 2020/07-02 karar
numaral 20.08.2020 tarihli onayi sonrasinda tez calismasi Hacettepe Universitesi Tibbi

Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gerekli 6nlemler alinarak gergeklestirildi.
3.3. Deney Protokolii

Calismada oOncelikle parasetamoliin toksik etkisinin gozlemlenmesi ve
gozlemlenen bu toksisiteyi 6nleyebilecek tedavilerin karsilastirilmasi planlandi. Deneyde
66 adet erkek Swiss albino fare kullanildi. Toksisite ¢calismasinda mortalitenin goérildiga
hayvanlar ¢alisma disi olarak degerlendirildi. Deney protokoliine baslamadan &énce
hayvanlar 16 saat boyunca ac birakildi (92, 93). izleminde gruplara gére intraperitoneal
yoldan enjeksiyon yapildi. Literatlirdeki benzer ¢alismalar referans alinarak ¢alismada
kullanilan ilaglarin dozlari belirlendi. Salin [%0,9’luk NaCl], APAP [300 mg/kg, i.p. (94)],
NAC [1200 mg/kg, i.p. (94)], Karbakol [0,5 mg/kg, i.p. (95, 96)] ve bu tedavilerin
kombinasyonlari uygulandi. Enjeksiyonlardan sonra hayvanlarin tekrar besin alimina izin
verildi ve 16 saat sonra kloralhidrat [400 mg/kg i.p.] enjeksiyonu yapilarak anestezi

saglandi. Yeterli anestezi derinligine ulastiktan sonra cerrahi isleme baslandi.



- : 16 saat

16 saat o

: ad libitum ]
besin alimi yok
~ beslenme

Baslangic #
APAP - Kontrol \% Kloralhidrat & W] ,
i.p. (400 mg/kg, i.p.) ’ (

\
SF (%0,9 NaCl) Jo
APAP (300 mg/kg)
NAC (1200 mg/kg)
CCh (0,5 mg/kg)

Sekil 3-1: Deney protokoliiniin sematik gosterimi

Calismada hayvanlar 8 gruba ayrildi.

Kontrol SF (n=6) APAP APAP (n=11)

Kontrol SF + NAC (n=6) APAP APAP + NAC (n=8)
Kontrol SF + CCh (n=6) APAP APAP + CCh (n=7)
Kontrol SF+ NAC + CCh (n=6) APAP APAP + NAC + CCh (n=8)

Calismada APAP grubundan 4 adet, APAP+NAC grubundan 1 adet, APAP+CCh
grubundan 2 adet ve APAP+NAC+CCh grubundan 1 adet farede, enjeksiyon sonrasi
izleminde mortalite gézlendi. Bu hayvanlar ¢calisma disi birakildi.

Calismada APAP grubunda bir hayvanin, APAP+NAC+CCh grubunda iki hayvanin
mezenter arter ve portal ven akimlari, cerrahi sorunlar nedeniyle 6lclilemedi. Mezenter
arter ve portal ven kan akim hizlari degerlendirilirken bu hayvanlar calisma disi birakildi

ancak bu hayvanlara ait doku ve serum 6rnekleri degerlendirmeye dahil edildi.
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3.4. Mezenter Arter ve Portal Ven Kan Akim Hizlarinin Olgiimii

Kloralhidrat enjeksiyonu sonrasinda yeterli anestezi derinligine ulasan hayvanlar
cerrahi masaya yerlestirildi. Ayak cekme refleksi ile anestezi derinligi cerrahi islem
sirasinda siirekli takip edildi. Hayvanlarin viicut sicakligi rektal termistor prob ile stirekli
Olculdu. Cerrahi masanin 40 cm yukarisinda yerlestirilen 150 W'lik bir lamba ile hayvanin
viicut sicakligi 37 °C’de sabit tutuldu.

Sekilde gosterildigi gibi umbilikusun 1 cm altindan, orta hat insizyonu yapilarak
karin bosluguna girildi. Bagirsaklar sol tarafa alinarak cerrahi alanda goris alani agildi ve
aort takip edilerek sliperior mezenter arter bulundu. Cevre dokular arterden diseke
edildi. Arter izole edilerek akim dlciim islemine baslandi. Portal ven kan akimi 6lciimiinde
karaciger hafif kaldirildi. Karin ici arter ve ven traseleri takip edilerek portal ven tespit
edildi. Olgiimiin hassasiyetini artirabilmek amaciyla cevre dokular diseke edildi.

Akim 6l¢cimU doppler prensibine gore ¢alisan bir prob vasitasiyla gerceklestirildi
(Perivascular Flow Probes, Transonic Systems, USA). Probdan gelen sinyaller cihaz (Small
animal blood flowmeter T 106X, TransonicSystems, USA) araciligi ile islendi ve kayit

edildi.

Sekil 3-2: Cerrahi islem ve kan akim hizlarinin élgilmesi
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3.5. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Mezenter arter ve portal ven kan akim hizlari élgiildiikten sonra gogus kafesi
acilarak intrakardiyak ponksiyon ile kan alindi. Alinan 6rnekler biyokimya tiiplerine
konuldu. Santrifiij (3000rpm, 10dk) edildi. Santriflij sonrasi diger kan materyallerinden
ayrilan serum tlplere konuldu ve i¢ sicakligi -80°C olan derin dondurucuda analizler
gerceklestirilene kadar saklandi. Karaciger agirligi tartildiktan sonra %10’luk formaldehit

solliisyonuna koyularak histopatolojik degerlendirme icin ilgili birime gottralda.
3.6. TAS/ TOS Diizeylerinin Analizi

Parasetamol toksisitesi sonrasinda olusan oksidatif hasarin incelenmesi ve farkl
tedavi yontemlerinin etkisini arastirmak amaciyla serumda ve karaciger dokularinda
“Total Antioksidan Seviye” (TAS) ve “Total Oksidan Seviye” (TOS) analizleri yapildi.
Olctimler icin ticari olarak satilan kitler (Rel Assay Kit Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye)
kullanild.

TAS ve TOS o6lcimleri Erel tarafindan gelistirilen metoda dayanarak yapildi (97,
98). TAS olciminin temel prensibi, hidrojen peroksit varliginda 2.2'-azino-bis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS)'in ABTS"ye oksidasyonuna
dayanmaktadir. 660 nm’deki absorbansin degisimi ile hesaplanir. Tetkik geleneksel
olarak vitamin E analogu olan standart bir antioksidan c¢ozelti ile kalibre edildi. TOS
Olciiminin temel prensibi oksidan materyal varliginda ferrous ion—o-dianisidine
kompleksinin ferrik iyonuna oksidasyonuna dayanmaktadir. Ferrik iyonu asidik ortamda
kromojen ile renkli bir kompleks olusturur. Numunedeki oksidan ile iliskili renk
yogunlugu spektrofotometrik olarak olcllerek TOS miktari belirlenir. Kalibrasyon
hidrojen peroksit ile yapilmaktadir. Bu sebepten 6tlirii 6lgclim birimi hidrojen peroksite

gore hesaplanir. Oksidatif Stres indeksi (OSI), TOS’un TAS degerine oranidir (99, 100).

(TOS,umol H202equiv./L)

0SI = (TAS,umol Trolox equiv./L)

x 100
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3.7. Glutatyon (GSH) / Glutatyon Disiilfit (GSSG) Analizi

GSH dizeyleri, Seldak-Linsey (101) ve Fairbanks-Klee (102) GSH olglim
yontemlerinin kombinasyonu olusturularak tespit edildi. Bu 6lgim yonteminin temel
prensibi nonprotein silfidril gruplarinin timiiniin rediikte glutatyon formunda olmasi ve
5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB) sdlfidril bilesikler ile indirgenerek koyu sari
renkli bir distlfit kromojen olusturmasidir. Reaksiyon sonrasi DTNB indirgenerek 2-nitro-
5-thiobenzoik asit (TNB) olusur. Olusan sari rengin absorbansinin spektrofotometrik
olarak 412 nm’de Olglilmesi ile GSH diizeyi tespit edilir.

GSSG konsantrasyonu tayini icin Ferreira ve dig. yéntemi kullanildi (103). Oncelikli
olarak ortamda bulunan GSH, GSSG dizeyinde hatali 6lgim yapilmamasi igin 4-vinil
piridin (4-VP) ile inhibe edildi. GSSG, oncelikli olarak NADPH ve glutatyon rediktaz ile
GSH’a indirgenir. Olusan GSH’In 5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile tepkimeye
girmesi sonucu 2-nitro-5-tiyobenzoik asit (TNB) olusur. Bu bilesigin optik dansitesindeki

degisim GSSG konsantrasyonuyla dogru orantilidir.
3.8. ELISA Analizleri

IL-1B (Elabscience E-EL-MO0037), IL-6 (Elabscience E-EL- M0044), IL-17 (Abcam
ab100702), TNF-a (Abcam ab208348), IL-8 (MyBioSource MBS1601073), IL-10
(MyBioSource MBS018124) dlcuimleri icin ticari ELISA kitleri kullanildi.

Kullanilan ELISA kitleri, Sandwich-ELISA prensibine gore calismaktadir. isleme
baslamadan 6nce bitin preparatlar oda sicakhigina getirildi. Kitlerde bulunan mikro
ELISA plakasi, arastirilan interldkine 6zgii baglanan bir antikor ile kaplanmistir. Oncelikli
olarak standartlardan veya hayvanlardan elde edilen serum-doku homojenati antikor
kapli mikro ELISA plakasi kuyucuklarina eklendi ve kitlerin prosediirlerinde belirtilen siire
kadar inkiibe edildi. Antijen-antikor kompleksi olustuktan sonra baglanmamis proteinler
yikama basamaklari ile ortamdan uzaklastirildi ve hemen ardindan arastirilan interlokine

spesifik biyotinlenmis tespit antikoru her bir plakaya eklendi. Prosediirde belirtilen siire



23

kadar sonra sollisyon aspire edildi ve plakalar absorbent kagidi ile kurulandi. Yikama
isleminden sonra Horseradish Peroksidaz (HRP) eklendi ve inkiibasyona birakildi.
izleminde plakalar tekrar yikama islemine alinarak substrat sollisyonu kuyucuklara
eklendi. Isiktan etkilenmeyecek sekilde kapatilarak inkibe edildi. Yeterli siire
beklenildikten sonra durdurma ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon sonlandirildi. Renk degisimi
gozlenmis olan plaklarda optik yogunlugu (OD) belirleyebilmek igin spektrofotometrik
olarak 6l¢im yapildi. Tim numunelerin OD degerleri arastirilan antijenin serum
diizeyiyle orantili olmasindan 6tiri numunelerin OD degerlerini standart egri ile
karsilastirarak tespit edilen antijene ait konsantrasyon hesaplandi.

Galismada farkl firmalardan temin edilen kitler kullanildi. Kullanilan kitlerde,
Uretici firmanin onerilerinde diger firmalara gore bazi farklilklar bulunmaktaydi.
Analizler yapilirken bu farkliliklara dikkat edildi ve her kit igin belirlenen prosedirel

yonteme gore analiz yapildi.
3.9. Biyokimyasal Analizler

Serum aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT) 6l¢cim
gerekli validasyon islemleri yapildiktan sonra otomatik analizatorler (Beckman Coulter
AUG680) tarafindan gerceklestirildi.

Aspartat aminotransferaz, amino gruplarin transferi yoluyla amino asitlerin ve
ketoasitlerin birbirine donlisimiini katalize eden bir enzim grubudur. AST dl¢limiinde
kullanilan temel prensip L-aspartat ve a-ketoglutaratin AST enzimi araciligi ile L-glutamat
ve oksaloasetata donistiirilmesidir. izleminde oksaloasetat ortamda bulunan NADH ile
tepkimeye girer. L-Malat ve NAD* olusur. NADH’in tiiketimi nedeniyle absorbanstaki
azalma 340 nm’de Olg¢lillr. Bu 6lglim numunedeki AST aktivitesi ile orantilidir.

Alanin aminotransferaz dizeyinin oOl¢giminde kullanilan temel prensip, L-
alaninden bir amino grubunun a-ketoglutarata transferinin katalize edilmesidir. Pirlivat
ve glutamat olusur. Pirtivat NADH ile laktat dehidrogenaz enziminin katalizledigi bir

tepkimeye girer. Tepkime sonucunda laktat ve NAD* olusur. NADH’in tiiketimi nedeniyle
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absorbanstaki azalma 340 nm’de o6lgulir. Bu 6l¢gim numunedeki ALT aktivitesi ile

orantilidir.
3.10. Histopatolojik Analizler

Dokular %10’luk formaldehit sollisyonu ile tespit edildi ve parafine gomiuldu.
Doku orneklerinden alinan 5 um kalinligindaki kesitler Harris Hematoksilen Eozin ile
boyanarak 1sik mikroskobu altinda incelendi (Olympus BX53). Karaciger kesitlerinde
inflamatuvar hucrelerin infiltrasyonu, sintizoidal genisleme, kanama ve vakuollii ve/veya
piknotik hasarli hepatositler degerlendirildi. Histopatolojik sonuglar, 0 = yok, 1= hafif, 2

= orta ve 3 = siddetli olarak kategorize edilip puanlandirildi.
3.11. istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler SPSS versiyon 24.0, GraphPad Prism 9.0, Microsoft Excel
2016 vyazilimlari kullanilarak gergeklestirildi. Analitik yontemlerle (Kolmogorov-
Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) ve gorsel (histogram ve olasilik grafikleri) olarak
degiskenlerin normal dagilima uygunlugu incelendi. Tanimlayici analizler ortalama,
standart hata ve ortanca, 25-75 persentil olarak gdsterildi. ikiden ¢ok grup arasinda
yapilan karsilastirmalarda “One-way ANOVA” ve “Kruskal-Wallis” testleri uygulandi. P
degerinin 0,05’den kiglk oldugu durumlar, gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik
olarak yorumlandi. “One-way ANOVA” analizinde gruplar arasi farkhlik tespit edilen
karsilastirmalarda varyanslarin homojenligi “Levene testi” ile analiz edildi. Analiz
sonucuna gore “Dunnett’'s T3 Multiple Comparison” veya “Bonferroni’s Multiple
Comparison” post hoc testleri uygulandi. Kruskal-Wallis testinin uygulandigi analizlerde
gruplar arasi farkllik tespit edilmesi durumunda “Dunn’s Multiple Comparison” testi ile

ikili karsilastirmalar yapildi.
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4. BULGULAR

Farelerin ortalama agirliklari 29,4+0,62 g’dir. Gruplarda hayvan agirliklar
acisindan istatistiksel olarak anlamh farklihk yoktur (p=0,084). Farelerde karaciger
agirhginin  ortalama 1,71+0,04 g oldugu tespit edilmistir. Karaciger agirliklari
karsilastirildiginda gruplarda istatistiksel olarak anlamh farkhlik bulunmamaktadir

(p=0,380)

4.1. Kan Akim Hizlarinin Kargilastiriilmasi
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Sekil 4-1: Kontrol ve APAP gruplarinda kan akim hizlari. Mezenter arter kan akim hizi (A) , portal ven
kan akim hizi (B), mezenter arter akiminin fare agirhgina orani (C) ve portal ven akiminin fare agirligina
orani (D). Veriler ortalama * standart hata olarak sunuldu. Kontrol grubundaki hayvan sayilari her bir alt
grup icin n=6"dir. APAP grubunda alt gruplarin hayvan sayilari APAP n=10, NAC n=8, CCh n=7, NAC+CCh
n=6’dir. Gruplar arasi karsilastirmalarda “Kruskal Wallis” (A,C) ve “One-way ANOVA” (B,D) testleri yapildi.
Post Hoc analizlerde “Dunn’s Multiple Comparison” (A,C) ve “Dunnett’s T3 Multiple Comparison” (B,D)
testleri uygulandi. “ * “ sadece APAP uygulanan grup ile yapilan karsilastirmalardaki, “ # “ ise Kontrol-SF
grubu ile yapilan karsilastirmalardaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu géstermektedir.

(*, # p<0,05 *E B p<0,01  F**, ## p<0,001)
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Mezenter arter akimlarina bakildiginda APAP uygulanan grupta (0,66+0,13 ml/dk)
Kontrol-SF uygulanan gruba (2,13+0,46 ml/dk) gére akim hizinin azaldigi gérilmektedir
(p=0,030). APAP uygulanan grup ile APAP’a ek olarak NAC (1,70+0,29 ml/dk), CCh
(1,1840,12 ml/dk) ve NAC+CCh (1,5740,23 ml/dk) uygulanan gruplar karsilastirildiginda,
mezenter kan akimlarinda APAP grubuna gore artis goriildi ancak APAP+NAC grubu
disinda bu artis istatistiksel olarak anlaml bulunmadi (sirasiyla p=0,048; p=0,990;
p=0,200). (Bkz. Sekil 4-1 A).

Mezenter arter akiminin hayvan agirligina oranlandigi analizlerde sadece APAP
uygulanan (0,02+0,01 ml/dk.g) gruptaki mezenter akim hizi /agirlik oraninda Kontrol-SF
(0,0740,01 ml/dk.g) grubuna goére azalma goruldii (p=0,008). APAP grubunda NAC, CCh,
ve NAC+CCh uygulanan gruplarda (ml/dk.g; sirasiyla 0,06+0,01; 0,04+0,01; 0,05+0,01)
mezenter akim/agirlik orani, APAP grubuna gore artis gosterdi ancak sadece APAP+NAC
grubunda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edildi (sirasiyla p=0,008; p=0,996;
p=0,992). (Bkz. Sekil 4-1 C).

Portal ven akimlari incelendiginde Kontrol-SF grubu (1,13+0,05 ml/dk) referans
alindiginda, APAP uygulanmasi (0,57+0,13 ml/dk) sonrasinda portal ven akiminda
azalma gorulmistir (p=0,044). APAP grubunda NAC (1,26+0,13 ml/dk), CCh (0,96+0,10
ml/dk) ve NAC+CCh (1,28%0,29 ml/dk) uygulanmasi portal ven kan akim hizlarinda artis
saglamistir. Bu artis sadece APAP uygulanan grup ile karsilastirildiginda APAP+NAC
uygulanan gruptaki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasiyla p=0,041; p=0,452;
p=0,596). (Bkz. Sekil 4-1 B).

Portal ven akiminin hayvan agirligina oranlandigi analizlerde APAP (0,02+0,01
ml/dk.g) uygulanmasi sonrasinda Kontrol-SF grubuna (0,04+0,01 ml/dk.g) gore portal
ven akimi/agirlik oraninda azalma goruldi (p=0,003). APAP grubunda NAC (0,05+0,01
ml/dk.g), CCh (0,04+0,01 ml/dk.g) ve NAC+CCh (0,04+0,01 ml/dk.g) uygulananlar
gruplar, sadece APAP uygulanan grup ile karsilastirildiginda APAP+NAC grubunda
akim/agirlik oranindaki artis, istatistiksel olarak anlamli tespit edildi (sirasiyla p=0,013;

p=0,300; p=0,468). (Bkz. Sekil 4-1 D).
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4.2. Karaciger Fonksiyon Testleri
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Sekil 4-2: Kontrol ve APAP gruplarinda karaciger fonksiyon testleri (A,B). Veriler ortalama + standart hata
olarak sunuldu. Kontrol grubundaki hayvan sayilari her bir alt grup igin n=6"dir. APAP grubunda alt
gruplarin hayvan sayilari APAP n=11, NAC n=8, CCh n=7, NAC+CCh n=8'dIr. Gruplar arasi karsilastirmalarda
“One-way ANOVA” testi yapildi. Post Hoc analizlerde “Dunnett’s T3 Multiple Comparison” testi uygulandi.
. “* “sadece APAP uygulanan grup ile yapilan karsilastirmalardaki, “ # “ ise Kontrol-SF grubu ile yapilan
karsilastirmalardaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu géstermektedir.

(*, # p<0,05 *E i p<0,01  F** ## p<0,001)

Calismada serum ALT ve AST dizeyleri incelendiginde APAP uygulanmasi
sonrasinda (U/L, sirasiyla 9256+258; 8690+199 ) Kontrol-SF grubuna gore (U/L, sirasiyla
322+27; 973176) karaciger fonksiyon testlerinde ylikseklik tespit edildi (p<0,001).

APAP’a ek olarak NAC (U/L, ALT:4867+187; AST:3009+161), CCh (U/L,
ALT:1037168; AST:4256+518) ve NAC+CCh (U/L, ALT: 525+59; AST: 1160+£118) uygulanan
gruplar, sadece APAP uygulanan grup ile karsilastinldiginda karaciger fonksiyon
testlerindeki ylikselmenin daha az oldugu gorildi (p<0,001).

APAP grubunda NAC+CCh’in birlikte uygulandigi farelerde ALT ve AST degerleri,
Kontrol-SF grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkllik tespit edilmedi

(sirasiyla p=0,173; p=0,979)
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4.3. TAS /TOS ve OSI Bulgulari
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Sekil 4-3: Kontrol ve APAP gruplarinda TAS, TOS ve OSI 6lgiimleri. Serum TAS (A), karaciger TAS (B),
serum TOS (C), karaciger TOS (D), serum OSI (E) karaciger OSI (F) degerleri. Veriler ortalama + standart
hata olarak sunuldu. Kontrol grubundaki hayvan sayilari her bir alt grup icin n=6"dir. APAP grubunda alt
gruplarin hayvan sayilarit APAP n=11, NAC n=8, CCh n=7, NAC+CCh n=8’dir. Gruplar arasi karsilastirmalarda
“One-way ANOVA” testi yapildi. Post Hoc analizlerde “Dunnett’s T3 Multiple Comparison” (A,B,C) ve
“Bonferroni’s Multiple Comparison” (D,E,F) testleri yapildi. “ * “ sadece APAP uygulanan grup ile yapilan
karsilastirmalardaki, “ # “ ise Kontrol-SF grubu ile yapilan karsilastirmalardaki farkin istatistiksel olarak
anlaml oldugunu gostermektedir

(*, #p<0,05  ** ##p<0,01 *** ### p<0,001)
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Serumda ve karacigerde TAS analizi yapildiginda, APAP uygulamasi sonrasinda
serumdaki (1,79+0,04 mmol/l) ve karaciger dokusundaki (0,48+0,01 mmol Trolox
Equiv/mg prt) TAS degerlerinde, Kontrol-SF grubuna (serum TAS:3,06+0,08 mmol/I;
doku TAS:1,08+0,01 mmol Trolox Equiv/mg prt) gére azalma gorildi (p<0,001). (Bkz.
Sekil 4-3 A,B).

APAP’a ek olarak NAC (2,60+0,06 mmol/l), CCh (2,43+0,05 mmol/I), NAC+CCh
(2,93%0,14 mmol/l) uygulanan gruplarda, sadece APAP uygulanan gruba gore serum TAS
diizeyinde artis tespit edildi (p<0,001). Benzer bulgular karaciger dokusunda da goruldd.
APAP grubundan NAC (0,63+0,01 mmol Trolox Equiv/mg prt), CCh (0,72+0,05 mmol
Trolox Equiv/mg prt) ve NAC+CCh (0,80+0,02 mmol Trolox Equiv/mg prt) uygulanan
farelerde karaciger dokusundaki TAS degerlerinde sadece APAP uygulanan gruba gore
artis vardi ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasiyla p<0,001; p=0,020;
p<0,001). (Bkz. Sekil 4-3 A,B).

Serum TOS analizlerinde, kontrol grubundan CCh ve NAC+CCh uygulanmis
gruplarda, Kontrol-SF grubuna gore TOS degerlerinde azalma gorildi (Sirasiyla p=0,027;
p=0,018). Bu gruplar icin karaciger dokusunda yapilan TOS analizinde de kontrol grubuna
gore TOS degerinde azalma tespit edildi (p<0,001). APAP uygulamasi sonrasi serumda ve
karaciger dokusunda ortalama TOS degerlerinde artis gorildi. APAP grubundan NAC,
CCh, NAC+CCh uygulanan gruplar, sadece APAP uygulanan grup ile karsilastirildiginda
serum ve karaciger dokusunda TOS degerlerinde azalma oldugu goriildi (p<0,001). (Bkz.
Sekil 4-3 C,D).

Oksidatif stres indeksi TOS ve TAS degerlerinin bir carpan esliginde birbirine orani
ile elde edilir. Serumda ve karaciger dokusunda APAP uygulanan grupta
(serum:2,9240,27 AU; doku:2,9040,27 AU), Kontrol-SF grubuna gore (serum:1,41+0,26
AU; doku:0,92+0,10 AU) OSI'de artis oldugu gorildi (p<0,001). APAP grubunda NAC,
CCh ve NAC+CCh uygulanan gruplarda, sadece APAP uygulanan gruba goére OSI
degerinde azalma mevcuttu (p<0,001). (Bkz. Sekil 4-3 E,F).
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4.4. Glutatyon / Glutatyon Disiilfit Olgiimleri
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Sekil 4-4: Kontrol ve APAP gruplarinda GSH/GSSG 6lgiimleri. Serum GSH (A), serum GSSG (B), karaciger
GSH (C), karaciger GSSG (D) degerleri. Veriler ortalama * Standart hata olarak sunuldu. Kontrol
grubundaki hayvan sayilari her bir alt grup icin n=6’dir. APAP grubunda alt gruplarin hayvan sayilari APAP
n=11, NAC n=8, CCh n=7, NAC+CCh n=8"dir. Gruplar arasi karsilastirmalarda “One-way ANOVA” (A,B,D) ve
“Kruskal Wallis” (C) testleri yapildi. Post Hoc analizlerde “Dunn’s Multiple Comparison” (C), “Dunnett’s T3
Multiple Comparison” (A,D) ve “Bonferroni’s Multiple Comparison” (B) testleri uygulandi. . “ * “ sadece
APAP uygulanan grup ile yapilan karsilastirmalardaki, “ # “ ise Kontrol-SF grubu ile yapilan
karsilastirmalardaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu géstermektedir

(*,# p<0,05 *¥ H p<0,01  *** #it# p<0,001)
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Serumda ve karaciger dokusunda GSH, GSSG diizeyleri degerlendirildiginde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh fark tespit edildi (p<0,001).

APAP uygulanmis grupta (2,03+0,02 umol/l) serum GSH duzeyinin Kontrol-SF
grubuna (3,66+0,10 umol/l) gore disiik oldugu gorildi (p<0,001). APAP grubundan NAC
(2,75%0,05 umol/l), CCh (2,88+0,10 umol/I) ve NAC+CCh (3,42%0,10 umol/l) uygulanmis
gruplar ile sadece APAP uygulanan grup karsilastirildiginda GSH seviyelerinde artis
saptandi (Sirasiyla p<0,001; p=0,002; p<0,001). APAP grubundan NAC+CCh uygulanmis
grup ile Kontrol-SF grubu arasinda serum GSH dizeyleri agisindan istatistiksel anlaml
farkhlik bulunmamaktadir (p=0,872). Karaciger dokusu Uzerinde yapilan GSH analizleri
serumdan elde edilen bulgulari destekler niteliktedir. Karaciger dokusunda APAP
uygulamasi (5,46+0,11 nmol/mg prt) sonrasi Kontrol-SF grubuna (8,84+0,15 nmol/mg
prt) gore GSH diizeyinde azalma gozlendi (p<0,001). APAP ile birlikte NAC (6,86+0,07
nmol/mg prt), CCh (7,08+0,17 nmol/mg prt), NAC+CCh (7,9310,12 nmol/mg prt)
uygulanan gruplarda bu azalmanin daha az oldugu gorildi ve sadece APAP uygulanan
grup ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml farklilik tespit edildi (p<0,001).
(Bkz. Sekil 4-4 A,B).

Serum ve Karaciger GSSG dizeyleri degerlendirildiginde, serumda APAP+NAC
uygulanan grupta GSSG degerinde Kontrol-SF grubuna goére artis gorilda (p=0,007).
Karaciger dokusunda APAP uygulanan grupta (2,90+0,07 nmol/mg prt) GSSG duzeyi
Kontrol-SF (2,45+0,03 nmol/mg prt) grubuna gore artis gosterdi (p<0,001). Karaciger
dokusunda APAP grubundan NAC+CCh uygulanan grup, sadece APAP uygulanan grup ile
karsilastirildiginda GSSG diizeyinde azalma oldugu gorildi (p<0,001). (Bkz. Sekil 4-4
C,D).
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Sitokin Olgiimleri
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Sekil 4-5: Kontrol ve APAP gruplarinda sitokin diizeyleri. Serum TNF-a (A), IL-1B (B), IL-6 (C), IL-8 (D), IL-
10 (E), IL-17 (F) degerleri. Veriler ortalama * Standart hata olarak sunuldu. Kontrol grubundaki her bir alt
grup icin n=6"dir. APAP grubunda alt gruplarin hayvan sayilari APAP n=11, NAC n=8, CCh n=7, NAC+CCh
n=8’dir. Gruplar arasi karsilastirmalarda “One-way ANOVA” testi yapildi. Post Hoc “Dunnett’s T3 Multiple
Comparison” (A, B, D, E, F) ve “Bonferroni’s Multiple Comparison” (C) testleri yapildi. “ * “ sadece APAP
uygulanan grup ile yapilan karsilastirmalardaki, “ # “ ise Kontrol-SF grubu ile yapilan karsilastirmalardaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu géstermektedir

(*,# p<0,05 ** H# p<0,01  *** #HiH p<0,001)
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Calismada serum TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17 dizeylerine bakildi. Kontrol-
SF grubuna (pg/ml, sirasiyla 222,749,4; 6,82+0,25; 36,916,6; 46,0+11,1; 107,3%4,8;
23,9+0,6) gore APAP uygulanan (pg/ml, sirasiyla 523,1%5,7; 67,83+1,23; 199,9+7,2;
508,414,1; 234,8+1,1; 54,1+0,4) grupta TNF-a ve interlokin dizeylerinde artis oldugu
gorildi (p<0,001).

APAP ile birlikte NAC uygulanan gruptaki TNF-a, IL-18, IL-6, IL-8, IL-10 ve IL-17
duzeyleri (pg/ml, sirasiyla 457,1+15,1; 36,04+1,06; 131,2+6,7; 465,9+18,6; 219,5+4,6;
45,8+1,1) APAP grubu ile karsilastirildiginda ortalama TNF-a ve interlokin dizeylerinde
azalma goruldd. IL-1B, IL-6 ve IL-17 dizeylerindeki bu azalmanin istatistiksel olarak
anlamh oldugu saptandi (sirasiyla p<0,001; p<0,001; p=0,002). TNF-a, IL-8 ve IL-10
diizeylerindeki azalma ise istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sirasiyla p=0,050;
p=0,057; p=0,180).

APAP ile birlikte CCh uygulanan gruplardaki TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10 ve IL-17
duzeyleri (pg/ml, sirasiyla 321,8+18,5; 13,53+0,43; 120,8+5,8; 318,3+27,9; 175,1+12,8;
37,5+1,3) APAP grubu ile karsilastirildiginda, TNF-a ve interldkin diizeylerinde azalma
gorildi. IL-10 disinda (p=0,051 ) TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-17 diizeylerindeki azalma
istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasiyla p<0,001; p<0,001; p<0,001; p=0,008;
p<0,001). APAP grubunda CCh ve NAC gruplari karsilastirildiginda CCh uygulanan grupta
IL-6 ve IL-10 disinda (sirasiyla p=0,999; p=0,173) diger interlokin diizeylerinin, TNF-a, IL-
1B, IL-8, IL-17’nin, NAC uygulanan gruba gore daha dislik oldugu tespit edildi (sirasiyla
p=0,003; p<0,001; p=0,022; p=0,007).

APAP ile birlikte kombine NAC+CCh uygulanan gruplardaki TNF-a, IL1B, IL-6, IL-8,
IL-10 ve IL-17 duzeyleri (pg/ml, sirasiyla 284,8+11,5; 11,16+0,82; 74,0+5,7; 138,9+17,1;
131,5+3,9; 29,4+0,7) sadece APAP uygulanan grup ile karsilastirildiginda, kombine
NAC+CCh uygulanan grupta TNF-a ve interlokin dizeylerinde azalma goriildi (p<0,001).

APAP grubunda NAC+CCh ile NAC uygulanan gruplar karsilastirildiginda, kombine
NAC+CCh uygulanan grupta TNF-a ve interldkin dizeylerinin daha az oldugu goruldi

(p<0,001).
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4.6. Histopatolojik Bulgular

Deney gruplarina ait karaciger dokulari histopatolojik yonden inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu, sinlizoidal genisleme, kanama ve vakuolli/piknotik hepatosit olusumu
acisindan degerlendirildi.

Sadece APAP uygulanan grup ile Kontrol-SF grubu karsilastirildiginda
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, sinlizoidal genisleme, kanama ve vakuollii/piknotik
hepatosit olusumu gibi hepatosit nekrozunun ve hasarinin géstergesi parametrelerde
istatistiksel olarak anlaml artis tespit edildi (sirasiyla p=0,031; p=0,009; p<0,001;
p=0,024). Kontrol-SF grubu ile APAP grubundan NAC, CCh ve NAC+CCh gruplari
karsilastirildiginda bitiin bu parametreler yoniinden istatistiksel olarak anlamh farklilik

saptanmadi. (Tablo 4-1)

Sekil 4-6: APAP gruplarindaki karaciger dokularinin makroskobik érnekleri
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Sekil 4-7: APAP gruplarinda karaciger dokularinin mikroskobik 6rnekleri

Karaciger goriintllerinde isaretlenen ince mavi ok: inflamatuvar hiicrelerin infiltrasyonunu, mavi ok
sintizoidal genislemeyi, yildiz: kanamayi ve sari ok: vakuolli/piknotik hasarli hepatositleri temsil

etmektedir.

Tablo 4-1: Karaciger dokularina ait histopatolojik hasar oranlari

inflamatuvar Hiicre Siniizoidal Kanama (AU) Vakuollii Piknotik
Karaciger infiltrasyonu (AU) Genigleme (AU) Hepatosit (AU)
Gruplar Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca
(25-75 Persentil) (25-75 Persentil) (25-75 Persentil) (25-75 Persentil)
SF 0(0-1) e 0(0-1) e 0(0-0) ef 0(0-1) e
SF+NAC 0(0-1) e 0(0-1) e 0(0-1) e 0,5(0-2) e
SF+CCh 0(0-0) e,h 0(0-1) e 0(0-1) e 1(0-1) e
SF+NAC+CCh 1(0-2) 0,5(0-1) 0,5(0-1) e 1(1-2)
APAP 2(1-2,5) | a,b,c | 2(1,53) | ab,c | 3(2-3) | a,b,c,d 3(2-3) a,b,c
APAP+NAC 1(1-2) 1,5(1-2,5) 2(2-2,5) a 2,5(1,5-3)
APAP+CCh 1(0,5-1) 1(0,5-1) 1(1-1,5) 2(0,5-2)
APAP+NAC+CCh | 2(1,5-2,5) 1,5(1-2) 2(1-2,5) 1,5(1-2,5)

Veriler, ortanca ve 25-75 persentil olarak ifade etmektedir. “Kruskal Wallis” testi ve Post Hoc analizde
“Dunn’s Multiple Comparison” testi yapildi. (a SF, b SF+NAC, ¢ SF+CCh, d SF+NAC+CCh, e APAP, f
APAP+NAC, g APAP+CCh, h APAP+NAC+CCh alt gruplariile olan farkin istatistiksel olarak anlamh oldugunu
simgelemektedir. p<0,05)
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda farelerde deneysel olarak olusturulan parasetamol
toksisitesinde kolinerjik aktivasyonun etkisi incelenmistir. Calismada APAP toksisitesi
olusturulmus farelerde ve kontrol gruplarinda, mezenter arter ve portal ven kan akim
hizlarindaki degisim olclldi. APAP toksisitesinde beklenildigi gibi karaciger fonksiyon
testlerinden ALT ve AST degerlerinde artis gorildi. Serbest oksijen radikallerine karsi
hicresel komponentlerin korunmasinda 6nemli fonksiyonu olan GSH’in ve onun okside
hali GSSG’nin serum ve karaciger dokusundaki dizeyleri 6l¢lldi. Ek olarak TAS, TOS ve
OSl degerleri 6lgtildu. APAP toksisitesinde TAS ve GSH diizeyinin dlstlgi ve TOS, OSI ve
GSSG dizeyinin arttigl gorildi. Sitokin dizeylerine bakildiginda APAP toksisitesinde
TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17 dizeylerinde artis tespit edildi. Arastirmada APAP
toksisitesinde antidot olarak kullanilan NAC ile CCh araciligiyla gergeklestirilen kolinerjik
aktivasyonun bozulan parametreler lzerine etkisi incelendi ve iki tedavi yontemi
karsilastirildi. Her iki grupta da toksisite sonrasi ylikselmis olan KCFT testleri, sitokinler,
GSSG, TOS ve OSl'de diists, azalmis TAS ve GSH diizeylerinde artis gorildii. CCh ve NAC
kombine edildiginde ALT, AST, GSH/GSSG, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-17 parametrelerinde
kombine tedavi verilen hayvanlarda ayri ayri tedavi verilen gruplara gore bozulan
parametrelerde daha fazla diizelme oldugu goriildi. Histopatolojik analizlerde NAC, CCh
ve bu ilaglarin kombine kullaniminin APAP toksisitesinde tedavi edici etkisi oldugu tespit
edildi. Ancak mortaliteye bakildiginda APAP grubunda tedaviye ragmen bitin alt
gruplarda mortalitenin goruldugi fareler oldu.

Parasetamoliin dogrudan vaskdler sistem lizerinde etkisini inceleyen ¢alismalar
bulunmaktadir. Hostovsky ve dig. yenidogan sicanlar kullanarak gerceklestirdikleri
calismalarinda in vitro olarak pulmoner ve karotid arterin artan dozlarda APAP’a
verdikleri yanitlari incelemislerdir (104). Calismalarinda 6n deneylerde karotid ve
pulmoner arterde APAP’a yanit olarak vaskller tonusta bir degisim
gozlemlenmemesinden 6tlirli bazal tonusu artirip APAP’In tonus Uzerine etkisini tekrar

degerlendirmislerdir. Bu sartlarda APAP’In doz bagimli olarak yenidogan hayvanlarin
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pulmoner ve karotid arterlerinde kasilma yanitini artirdigi gorilmustiir. Ancak bu
durumun eriskin hayvanlarda goriilmedigi ve yilksek konsantrasyonlarda APAP’In
vazodilatér etkisinin oldugu saptanmistir. APAP uygulanmasinin kemirgenlerde
peroksinitrit olusumuna neden oldugu daha 6nceki calismalarda gosterilmistir (105). Bu
vaskiler tonustaki degisikliklerin NAPQI olusumu ve sonrasinda peroksinitrit tGretimi ile
iliskili olabilecegi sonucuna varilmistir. Yenidogan hayvan deneylerinde ortama
glutatyon, sliperoksit dismutaz inhibitori eklendiginde veya peroksinitriti azaltacak
ilaglar eklendiginde yetiskin sicanlarda goérilen doz-yanit egrisine benzer cevabin ortaya
ciktigr goridlmistiir. Calismalarinda APAP’In vaskiler tonus (zerindeki etkisinin
peroksinitrit Gzerinden oldugu anlasiimistir (104).

Porto ve dig.’nin sicanlarda APAP’In yiksek dozda (400 mg/kg/gin) kronik
kullanimi sonrasi vaskiiler sistem (izerindeki etkilerini inceledikleri bir baska calismada
hayvanlarin kan basinglari Gzerinde APAP’In anlamli bir etkisi gézlenmezken, organ
banyosunda izole torasik aortada yaptiklari deneylerde asetilkolin ile olusturulan
endotel bagimli vazodilatasyonda azalma tespit edilmistir (106).

Mezenter arter Uzerinde in vitro yapilan bir calismada artan konsantrasyonlarda
parasetamol verildiginde sican mezenter arter tonusunda herhangi bir degisim olmadigi
gozlemlenmistir. Ancak ayni deney parasetamoliin bir metaboliti olan NAPQI ile
yapildiginda mezenter arter tonusunda azalma goriilmuis ve bu gevseme yaniti arteriyel
tonusta 6nemli bir regllator olan ve vaskiler diiz kas hiicrelerinde de eksprese edilen
Kv7 (KCNQ) kanallarin bloke edilmesi ile ortadan kalkmistir (107-111). Bu kanallarin
NADPQI ile aktive edilmesi sonrasinda hiicrede hiperpolarizasyon gerceklesmistir.
insanlarda APAP-bagiml gecici kan basinci distisiinden Kv7 potasyum kanallarinin
sorumlu oldugu disinilmektedir (107).

Literatlirdeki calismalar dikkate alindiginda parasetamoliin dogrudan vaskiler
diz kas Uzerinde bir etkisinin olmadigl ancak metabolitlerinin, peroksinitrit gibi
vazodilator etki gdsteren molekiiller veya bazi reseptorler araciligi ile vaskiiler sistem

Uzerinde etkisinin oldugu anlasilmaktadir. Dolayisiyla parasetamol toksisitesi sonrasi
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vazodilator etkinin gézlenmesi ve sonucunda kan akim hizinin artmasi beklenmektedir.
Calismamizda APAP toksisitesinde kan akim hizlarinda artma goérilmemistir. In vitro
analizlerde ortama eklenen NADPQI'nin etkisi vazodilatasyon yonindedir. In vivo
calismalarda kompansatuvar mekanizmalar ve diger yolaklar nedeniyle NADPQI'nin
neden oldugu vazodilator etkinin dogrudan goézlemlenmesi mumkin degildir.
Calismamizda serumda NADPQI miktari olgilmemistir. Serumda NADPQI, Kv7 gibi
vaskuler diz kas tonusunda etkisi olan reseptorleri uyarabilecek konsantrasyonlara
ulasmamis olabilir veya vaskiiler diiz kasta endotel hiicrelerinde vazodilatasyon
cevabina neden olacak kadar peroksinitrit sentezi gerceklesmemis olabilir. Calismamizda
APAP uygulanan alt grupta beklenenin aksine kan akimlarinda azalma gorldi. Bu grupta
toksisite sonrasi mortalitenin gergeklestigi denekler oldu ve kalan deneklerin de genel
durumlarinin goérece kotu oldugu gozlemlendi. Bu grupta kan akimi parasetamoliin veya
metabolitlerinin vaskiiler diiz kas lizerindeki etkisinden ¢ok toksisiteye bagl dolasimin
bozulmasi sonucu azalmis olabilir.

Parasetamol toksisitesinde NAC, GSH prekiirséri olarak fonksiyon gosterir ve
sulfasyon yolaginin islevini artirir. NAC'in bilinen bu koruyucu etkilerine ek olarak baska
bazi mekanizmalar ile de fayda gosterdigini iddia eden ¢alismalar mevcuttur. NAC, nitrik
oksit saliverilmesini saglayarak mikrosirkllasyonu artirmasiyla da hepatoprotektif etki
sagliyor olabilir (86, 112). Harrison ve dig. parasetamole bagh fulminan hepatit gelisen
hastalar lzerinde yaptiklari calismalarinda, NAC'in hastalarda mikrosirkiilasyonu ve
dokunun oksijenizasyonunu artirdigini gozlemlemislerdir (86). Vaskiler diz kaslarin
gevseyebilmesi icin silfidril gruplarina ihtiya¢c vardir (113). NAC hizla “S-nitroso-N-
acetylcysteine” olusumu ile sdlfidril gruplarini artirmakla vazodilatasyonu yeniden
diizenleyerek nitrat toleransini tersine cevirmektedir (114). NAC, NO-bagh cGMP
seviyelerini yiukseltip prostaglandin ve endotel kaynakl hiperpolarize edici faktorler
Uzerinden intraseliler kalsiyum konsantrasyonlarini da azaltmaktadir (115). Lopez ve
dig. izole edilmis mezenter arter Uzerinde in vitro gerceklestirdikleri ve NAC'In

vazodilator etkisini arastirdiklari calismalarinda (g farkh sonuca ulastilar. Buna gére NAC;
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NOS ve guanilil siklaz aktivitesini modile ederek NO saliverilmesini uyarir, NO ile
tepkimeye girerek S-nitroso-N-acetylcysteine’e donlisiip NO’in etkisini uzatir. Ayrica
antioksidan 6zelligi olan NAC, ortamdaki reaktif oksijen radikallerini temizleyip, NO’nun
yarilanma Omrini uzatmaktadir (112). Vezir ve dig. in vitro ¢alismalarinda, NAC
uygulamasinin sican aortundaki gevsemeyi doz bagimh arttirdigini saptamislardir (115).

Literatlrdeki in vitro ve in vivo ¢alismalarda NAC uygulanmasi sonrasinda, kan
akim hizinda artis olmasini destekler nitelikte sonuclara ulasilmistir. Bizim ¢alismamizda
da kontrol grubunda ve APAP grubunda NAC uygulanan hayvanlarda kan akim hizlarinda
diger gruplara gore artis goralda.

Sicanlarda mezenter arterde M1, M2 ve M3 reseptorleri eksprese edilmektedir.
M1 ve Ms reseptorleri My'lere gore daha fazla bulunmaktadir (116). Reseptorlerin
vaskuler yataktaki dagilimi farkl arterlerde vazodilatasyon cevabinda degisikliklerin
gozlenmesine neden olabilir (117). Vaskiler endotelde M1 ve Ms yaygin olarak bulunur
ve bu reseptorlerin uyarilmasiyla potent vazodilatasyon cevabi alinir (118). Hendriks ve
dig. sican mezenter arterde vazodilatasyondan agirlikla Ms reseptérlerinin sorumlu
oldugunu bulmuslardir (119). Takenaga ve dig. sicanlarda mezenter arterde uzamis
gevseme yanitinin endotelden bagimsiz olarak, perivaskiler yerlesim gosteren
muskarinik reseptoérlerin uyarilmasi sonucu saliverilen potent vazodilatéor CGPR’in neden
oldugunu  gostermislerdir  (120). Sonug¢ olarak, literatirdeki calismalar
parasempatomimetik uyarim sonucunda vazodilatasyona neden olarak kan akim
hizlarinda artisin goriilmesini destekler niteliktedir. Bir parasempatomimetik olan CCh,
¢alismamizda APAP toksisitesi sonrasi diisen mezenter kan akimini artirmistir.

Ohm kanununa gore portal sistemdeki basing, kan akim hizi ve direncle dogru
orantilidir (121). Toksisite sonrasi karaciger sinlizoidal yapilarinin bozulmasi direncin
artmasina ve beraberinde portal sistemde basincin yiikselmesine neden olacaktir.
Yiksek basing kan akim hizinin azalmasi ile sonuglanacaktir. Ancak literatirde bu
duslinceyi desteklemeyen yayinlar bulunmaktadir. Scorticati ve dig. sicanlarda yaptiklari

calismada akut parasetamol toksisitesi sonucunda portal vendeki basinci kontrol
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grubuyla karsilastirdiklarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit etmemislerdir
(122). Fizyolojik olarak postprandiyal zaman diliminde portal vendeki kan akim hizi artar
ancak basingta belirgin bir artis gériilmez. Bunun nedeni portal sistemin kompliyansinin
yuksek olmasidir (121). Histopatolojik degerlendirmede parasetamol toksisitesinde
sinlizoidal yapida bozulma, inflamatuvar hiicre infiltrasyonunda artis ve sinlizoidal
genisleme gorildid. Calismamizda parasetamol toksisitesinde portal vende kan akim
hizinin  azaldigi tespit edildi. Portal hipertansiyon genellikle kronik karaciger
hastaliklarinda fibrozise bagl yapisal dizenin bozulmasi, mikrovaskiiler trombdusler,
sintzoidal endotel disfonksiyonu ve hepatik satellit hiicre aktivasyonu gibi nedenlerle
intrahepatik vaskiler rezistansin artmasi sonucu gozlenir (123). Karacigerde sinlzoidal
yapilarin bozulmasi, inflamatuvar hicre infiltrasyonu gibi nedenler kan akiminin
bozulmasina ve direncin artmasina neden olmus olabilir. Bu durumun sonucunda da
portal kan akimi dlgcimlerinde azalma tespit edilmistir. NAC, CCh ve NAC+CCh tedavisi
uygulanan gruplarda karacigerdeki hasarin daha az oldugu biyokimyasal ve
histopatolojik analizlerde goérildi. Bu gruplarda portal ven akimlarinda tespit edilen
yikselmenin nedeni karacigerde goriilen hasarin az olmasindan kaynaklanmasi
muhtemeldir.

ilaca bagli hepatik hasar gelismesinde genellikle iki farkli mekanizma lzerinde
durulmaktadir. ilki ilacin metabolizmasi sirasinda ortaya cikan reaktif metabolitler
nedeniyle gelisen hepatik hasar, digeri ise hepatositlerde olusan ilag protein
kompleksine veya yeni olusan antijenlere karsi gelisen immun yanitin neden oldugu
hepatik hasardir. iki mekanizma da ila¢ nedeniyle gelisen hepatik hasari baslatabilir ve
olusan hasarin ilerlemesine katkida bulunabilir (124). APAP’In hepatositlerde apoptozisi
indlikledigini gosteren bircok calisma mevcut olsa da asil karaciger hasarindan nekrozun
sorumlu oldugu konusunda goris birligi bulunmaktadir (125-127).

Literatlirde bu tez ¢alismasina benzer sekilde APAP uygulamasi sonrasi serumda
ve dokuda TAS diizeyinde azalma, TOS ve OSi diizeylerinde artisin goriildigi calismalar

bulunmaktadir (128-130). NAC, antioksidan bir molekil olan GSH oncili olarak
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fonksiyon gérmektedir (12, 26). GSH, reaktif oksijen ve nitrojen bilesiklerinin atilmasini
saglar ve mitokondriyal enerji Gretimini arttirir (87, 88). Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda
oldugu gibi APAP (izerine NAC tedavisi uygulanan alt gruplarda TAS degerinde ylikselme,
TOS degerinde ve OSI'de diisme goriulmesi beklenen bir durumdur.

Literatlirde muskarinik reseptoérler izerinden antiinflamatuvar ve antioksidan
etkinin gozlendigi ¢calismalar bulunmaktadir (131). Proinflamatuvar sitokinlerin artmasi
reaktif oksijen radikallerinin Uretilmesine ve patofizyolojik cevaplarin olusmasina neden
olmaktadir. Parasempatomimetik uyarimin proinflamatuvar sitokinlerin Gretimini
azalttigini ve antiinflamatuvar sitokinlerin Gretimini arttirdigini gésteren calismalar
vardir (30, 32, 34, 35, 132, 133). Calismamizda parasempatomimetik etkinlik gbsteren
CCh antiinflamatuvar ve proinflamatuvar sitokinlerin saliverilmesini etkilemis olmasi
olasidir. Ayrica NAC'dakine benzer sekilde parasempatomimetik uyarim TAS'da artisa,
TOS’da ve OSl'de dustise sitokin saliverilmesi Gizerinden etki etmis olabilir.

APAP toksisitesinde artan NAPQI'nin toksik etkileri ilk &nce mitokondri lizerinden
ortaya cikar ve toksisitenin erken evrelerinde mitokondriyal GSH diizeylerinin dismesine
neden olur, protein ¢okeltileri olusur (74, 134, 135). GSH deplesyonu sonrasi Jnk (C-Jun
n-terminal kinaz) aktivasyonu araciligi ile hiicrede peroksinitrit iretimi artar. APAP’a
bagl hepatotoksisitede oksidatif strese neden olan ana faktor peroksinitrittir (136). Bu
tez calismasinda APAP toksisitesi sonrasi, literatirdeki ¢alismalarla uyumlu olarak
serumda ve karacigerde GSH diizeylerinde azalma gorildi ve GSH prekirsori olarak
fonksiyon goren NAC’In uygulanmasi sonrasinda GSH dizeylerinde yikselme tespit
edildi (136, 137). APAP intoksikasyonunda NAC'In etki mekanizmasi incelendiginde
beklenilen bir durumdur. GSH’in okside hali GSSG diizeylerine bakildiginda APAP+NAC
tedavisi alan alt grupta serum GSSG diizeyinde artis gorildigl halde bu artis karaciger
GSSG dizeyinde goriilmedi. Karbakol ile parasempatomimetik uyarimda da NAC'dakine
benzer sekilde GSH dizeylerinde artis goruldi. Bunun nedeni proinflamatuvar
sitokinlerin saliverilmesinin azalmasi ve GSH’1 kullanan diger yolaklarin baskilanmasi

olabilir.
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Birgcok calismada, APAP toksisitesinde sitokin Uretiminin arttigi gosterilmistir
(138, 139). Hepatotoksisitenin gelismesinde parankimal ve parankimal olmayan hiicreler
rol oynar. Lokalize inflamatuvar yanit hepatotoksisitede 6nemli bir komponenttir. IL-1,
TNF-a ve IL-6 Uretiminin arttigi siroz kliniginde, viral-bakteriyel hepatik enfeksiyonlarda,
kadmiyum, karbon tetraklorir ve etanol gibi kimyasallara bagl olusan hepatik hasarda
lokalize inflamatuvar yanitin etkisi oldugunu gosterilmistir (140-142). APAP
intoksikasyonu, karacigerde Kupffer hiicrelerinde aktivasyona neden olan mediyatorler
salgilatir (138, 143). IL-1a, IL-1B, IL-6, TNF-a sitokinlerinin ekspresyonlarindaki artis
notrofil aktivasyonu ve akut karaciger hasari ile korelasyon gosterir (144-146). Kupffer
hicrelerinin aktivasyonu, IL-1 ve TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinlerin saliverilmesinin
artmasina, reaktif oksijen radikallerinin Gretilmesine ve ¢esitli patofizyolojik cevaplarin
olusmasina neden olabilmektedir. TNF-a ve IL-1B gibi proinflamatuvar sitokinler APAP
toksisitesinde rol oynamaktadir. IL-10'un ise hepatoprotektif etkilerinin olabilecegini
gosteren calismalar bulunmaktadir (138). Bitin bu bilgiler, APAP nedeniyle olusan
hepatosit hasarinda immun yanitin da rolini gostermektedir (138, 143).

IL-10 ozellikle antiinflamatuvar ve immunsupresif sitokin olarak fonksiyon
gosterir. Sentezi Kupffer hticreleri, hepatositler, CD4* T-helper hiicreler, sitotoksik CD4
T hucreleri, B- hicreleri, eozinofilller gibi hiicrelerde gerceklesmektedir (147, 148).
Karacigerdeki asil kaynagi aktive olmus Kupffer hiicreleridir (145). IL-10, monositlerin ve
dendritik hcrelerin antijen sunumunu ve uyarilma kapasitesini duslrir. Antijen
sunumu Uzerindeki inhibitor etki sayesinde T hiicrelerinin karacigere yonlenmesi azalir
(149). Makrofaj aktivasyonunu, Th1 hiicrelerini inhibe eder (135). Ek olarak TNF-a, IL-1,
IL-8, IL-12, prostaglandinler, nitrik oksit gibi proinflamatuvar mediyatorlerin ve reaktif
oksijen ara drlnlerinin sentezini azaltir (148). IL-10 dogrudan iNOS ekspresyonunu
inhibe edebilir ve stiperoksit olusumuna engel olabilir (150, 151). Concanavalin A veya
CClsile indiklenmis karaciger hasari, parsiyel hepatektomi, alkolik karaciger hastaligi gibi
bircok durumda IL-10’nun antiinflamatuvar 6zelligi rapor edilmistir (152). Deneysel

olusturulmus akut karaciger hasarinda IL-10'nun makrofajlar ve T-hiicreleri araciligi ile
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hepatoprotektif oldugunu, hepatosit proliferasyonu ve fibrozisi kontrol ettigini gésteren
calismalar bulunmaktadir (147, 153, 154). Calismamizda tedavi uygulanmis gruplarda IL-
10 duzeyi dismektedir. Akut karaciger toksisitesinde Kupffer hiicrelerinin aktivasyonu
artmaktadir. Tedavi uygulanmis gruplarda daha az hepatik hasar gelismesi, IL-10 i¢in asil
kaynak olan Kupffer hiicrelerinin daha az aktive olmasini saglar. Bu durum IL-10’un
serum seviyesinin tedavi gruplarinda normale yakin olmasini agiklayabilir.

Nitrik oksit, hepatositlerde hasarlanmanin olus sekline gore sitoprotektif veya
sitotoksik etkinlik gdsterebilmektedir. Sitotoksik etkisi dogrudan hiicresel enzimlerin
tiyol reziddleri Gzerinden olur. Dolayli olarak ise stiperoksit ile reaksiyona girerek reaktif
ve toksik bir Grlin olan peroksinitrit olusumuna baglh hiicresel hasar gergeklesebilir (155,
156). Parasetamol toksisitesinde, karacigerde indiiklenebilir nitrik oksit sentazin up
regiile oldugu gosterilmistir (157). Bourdi ve dig.’nin indliklenebilir nitrik oksit sentazin
ve IL-10'nun parasetamol ile olusturulmus karaciger hasarina etkisini arastirdiklari
calismalarinda APAP toksisitesinde IL-4, IL-10 ve IL-13’Un karaciger enzimleri ile birlikte
ylkseldigi gozlemlenmistir. “IL-10 geni silinmis” farelerde, karaciger hasarinin normal
farelere gore daha fazla oldugunu tespit edildi. “IL-10-iNOS genleri silinmis” farelerde
ise karacigerdeki hasar normal fareler ile benzer seyir géstermistir. APAP toksisitesinde,
hepatosit hasarinin olusmasinda nitrik oksit tGretiminin ve IL-10’nun 6nemli bir etkiye
sahip olabilecegi sonucuna varilmistir (132). Literattirde iNOS inhibitoriyle veya “iNOS
geni silinmis” hayvanlar lzerinde yapilan diger APAP toksisitesi ¢alismalarinda da bu
bulgulari destekler nitelikte sonuclara ulasiimistir (157, 158)

APAP toksisitesinde IL-17 diizeyinin yikseldigini ve NAC ve CCh uygulamasinin bu
yikselmeyi azalttigini tespit ettik. IL-17 proinflamatuvar bir sitokindir. Th17 hiicrelerinin
bircok otoimmiin hastalikta rolii oldugu kesfedilmistir. ilaca bagh gelisen otoimmunite
ve idiyopatik otoimmunitedeki bircok benzerlik bu vyolak Uzerindeki dikkatleri
arttirmistir. inflamatuvar hiicreler icin 1L-17, IL-21 ve IL-22 kemoatraktan o&zellik
gosterirler. Th17 ile iliskili otoimmunite icin IL-17 major proinflamatuvar sitokindir (159).

IL-17 karaciger hasarinda 6nemli roli olan bir sitokin olabilir. Literatiirde IL-17, genellikle
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otoimmiin hastalik modellemelerinde ¢aligsiimis bir interlékindir. APAP toksisitesinde IL-
17 duzeyine bakilan bir c¢alismaya arastirmalarimizda rastlanmamistir. APAP
toksisitesinde tedavi alan gruplarda IL-17 dlzeyinin dismesi, APAP’a bagh gelisen
karaciger hasarinda imminolojik komponentin tedavi gruplarinda daha az oldugunu ve
hepatotoksisitenin hafif gdzlenmesinin sebebi olabilecegini diislindiirmektedir.

insanda otoimmiin hepatit kliniginin modellendigi concanavalin A ile indiiklenmis
karaciger hasari modellemeleri bulunmaktadir (160). Zhao ve dig. calismalarinda bu
modellemede nikotinin etkisi incelemislerdir (161). Gli¢li bir parasempatomimetik
alkaloid olan nikotin, periferde makrofaj, monosit, lenfosit gibi hiicrelerde eksprese
edilen a-7nAchR’lerini aktive ederek antiinflamatuvar fonksiyon géstermektedir (161).
Cahsmalarinda concanavalin-A verilen hayvanlarda TNF-a, IL-1B ve IL-6 seviyelerinde
ylkseklik gortilmis ve concanavalin-A ‘ya ek olarak nikotin uygulanan hayvanlarda ise
TNF-a, IL-1B ve IL-6 (retiminde dikkate deger bir baskilanma tespit edilmistir (160).
Nikotinik ve muskarinik etkinlik gésteren CCh’in APAP toksisitesinde gorilen olumlu
etkisinden kismen a-7nAchR uyarimi sorumlu olabilir. Literatiirde CCh’in a-7nAch
reseptorlerine afinitesi ve ilgili reseptorlere etkisi acisindan bir calisma
bulunmamaktadir. Parasempatomimetik uyarimin immun sistemde regtlator etkisi bu
hepatoptotektif cevabin alinmasini saglamis olabilir.

Proinflamatuvar sitokinler olan IL-1 ve IL-8 notrofil ve diger immdin hiicrelerin
enfeksiyon alanina toplanmasinda, karacigerde akut faz proteinlerinin sentezinin
indiiklenmesinde fonksiyonu olan sitokinlerdir (135, 162). insanda parasetamol
toksisitesinde IL-8 artar ve bu artis hepatik hasar ile orantiidir (162). APAP
intoksikasyonunda IL-1'i notralize eden antikorlar, toksisiteye bagli olusan karaciger
hasarini kismi olarak engellemektedir (138). IL-1B, IL-1 ailesine ait olup, halotan gibi ilag-
iliskili karaciger hasarinda rol aldigi tespit edilmistir (135). Calismamizda toksisite sonrasi
IL-1B ve IL-8 Uretiminde artis gérilmus ve tedavi uygulanan gruplarda bu artisin daha az
oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular biyokimyasal agidan tedavi verilen grupta karaciger

hasarinin daha az oldugunun gostergesidir.
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TNF-a bircok fonksiyonu bulunan bir sitokindir ve karacigerde Kupffer hicreleri
de dahil olmak Gizere monositler, aktive olmus makrofajlar, CD4 ve CD8 T hiicrelerinde
sentezlendigi gosterilmistir (135, 163). TNF-a, IL-1 dahil diger bircok sitokinin Gretimini
ve sekresyonunu stimule edebilmektedir ve doku nekrozunda rol oynamaktadir (164).
Vaskiler endoteli, makrofajlari aktive ederek NO Uretimini saglar (135). TNF-o’nin
Uretiminde Kupffer hiicreleri sorumlu tutulmaktadir ve karaciger hasarinda bu sitokinin
artmasi farkli yolaklar tizerinden gerceklesmektedir (165). TNF-a duruma gore koruyucu
veya protoksik etki gosterebilmektedir (135). TNF-a hepatosit proliferasyonunu
indlkleyerek doku tamirini ve hepatik rejenerasyonu saglayabilir (166, 167). Diger
yandan IL-1, IL-8, IFN-y Uretimini uyararak inflamatuvar yaniti arttirip hepatosit 6limuni
tetkikleyebilir (168-171). Blazka ve dig. dnceden TNF-a antikoru verilmis hayvanlarda
APAP toksisitesi olusturuldugunda serumda karaciger enzimlerinin 4. ve 8. saatlerde
ylkselmesinin azaldigini ancak 12. saatte goriilen pik konsantrasyonlarinda kontrol
grubuna gore bir degisiklik olmadigini gozlemlediler. Calismada enzimlerin normal
seviyelere inmesi TNF-a antikoru varliginda daha hizli gerceklesmistir. TNF-a ve IL-1 bazi
sitokrom P450 enzimlerinin aktivitelerini inhibe etmektedir (172, 173). Calismalarinda,
TNF-a’nin ortamda olmamasi durumunda APAP’nin reaktif metaboliti NAPQI'nin
Uretimi, inhibisyonun ortadan kalkmasi nedeniyle artmistir. Karaciger enzimlerinin pik
yaptigi 12. saatte kontrol grubuna gore farkhlik olmamasini artan NAPQI diizeyine
baglamislardir (138). Calismamizda TNF-a ve diger parametrelerin tek bir zaman dilimi
icinde Olcimi vyapildigl icin zaman icindeki degisim paterni incelenememis ve
karsilastirilamamistir.

Makrofajlarda ve diger sitokin lireten hiicrelerde asetilkolin reseptorleri bulunur
ve bu reseptorlerin uyarilmasi sonucu sitokin Uretiminin inhibisyonu saglanir (174).
Vagus siniri uyarimiyla veya a7 nAChR resepto6r agonisti uygulandiginda TNF, IL-1, IL-6 ve
IL-8 tiretimi baskilanmaktadir (174). Bu kolinerjik antiinflamatuvar yolak, CCh uygulanan
gruplarda TNF diizeyinin dustkligiini ve TNF'ye bagh hepatotoksik nekrozunun az

olmasini aciklayabilir.
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IL-6, monositlerden, aktive olmus makrofajlardan, CD4 T hiicrelerinden salgilanir
ve hematopoietik, immun, néronal, hepatik sistem dahil olmak lizere bir¢ok hiicresel
fonksiyonda gorev alir (175). IL-6 akut inflamatuvar yanitta ve akut protein sentezinin
reglilasyonunda fonksiyonu olan bir sitokindir (176). Apoptotik faktorlerin eksprese
edilmesini durdurarak hepatosit nekrozunun azalmasini, hepatosit proliferasyonunu
stimule ederek karaciger rejenerasyonunun gerceklesmesini saglar ve APAP veya baska
etiyolojik faktorlerle hepatik hasar olusturulmus hayvan modellerinde koruyucu etki
gosterir (135, 177-182). insan calismalarinda ve bu tez calismasinda IL-6 diizeyinin
APAP’a bagh karaciger hasarinda ylikseldigi gosterilmistir (132, 162). James ve dig. “IL-6
geni silinmis” farelerde rejenerasyonun azaldigini gdzlemlediler. Buna ek olarak APAP
toksisitesinden once IL-6 enjeksiyonu yapilan farelerde karaciger enzimlerindeki
ylkselisin daha az ve hepatosit proliferasyonunun daha cok oldugu goézlemlendi.
Calismalarinda APAP toksisitesinde IL-6 Uretiminin hepatosit rejenerasyonu igin “up
regiile” edildigi hipotezini destekleyen sonuglara ulastilar (178). Bu tez ¢alismasinin
bulgulari da bu hipotezi destekler niteliktedir. APAP verilen gruplarda IL-6 diizeyi
yukselmistir ve NAC, CCh gruplarinda bu artis azalmistir. Bu gruplarda daha az karaciger
hasari gozlemlendigi icin daha az rejenerasyon gereksinimi s6z konusudur.

Kesin mekanizmalar bilinmese de muskarinik uyarimin yani vagus sinirinin
karaciger rejenerasyonunda 6nemli bir rol oynadigi  duslinGlmektedir.
Parasempatomimetik sisteme ait M1 ve M3z muskarinik reseptérler gastrointestinal
sistemde yaygin olarak bulunur (28). M3R aktivasyonu, hasarlanmis cesitli hiicrelerde
apoptozisin indiklenmesini engelleyebilmektedir (133). Cesitli calismalarda genetik
olarak MsR ablasyonu veya MsR’lerin inhibisyonunun, farelerde apoptozisi ve
fibrogenezisi artirarak karaciger hasarina olumsuz katki sagladigi gosterilmistir(32, 35).
Mi1R ekspresyonu ve aktivasyonu, Gzerinde bulundugu hiicreye gore hiicrenin yasam
suresi Uzerinde modulatér etki gosterebilmektedir. Bazi hiicre tiplerinde bu reseptériin
blokaji hiicre 6liumini stimule ederken bazi hiicre tiplerinde bu reseptdriin uyariimasi

kaspaz aktivasyonunu engeller ve apoptozisi inhibe eder (183, 184). Parsiyel
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hepatektomi sonrasi matur hepatositlerin ve safra kanal epitel hiicrelerinin gogalmasi
ve rejenerasyonun yavasladigi, kolanjiyositlerin apoptozisinin indiklendigi gézlemlenir
(185). Cesitli galismalarda vagus sinirinin hepatik dallarina vagotomi uygulandiginda
rejenerasyonun yavasladigl, hepatik DNA sentezinin geciktigi; sinirin uyarilmasinda ise
rejenerasyonun hizlandigi gostermistir (33, 186, 187). Karaciger rejenerasyonu igin
gerekli mitojenik stimilasyon, IL-6 tarafindan aktive edilen STAT3 (Signal transducer and
activator of transcription-3) ile saglanir. Parsiyel vagotomi sonrasi STAT3’(n
aktivasyonunda azalma gorilur. Asetilkolin karaciger Kupffer hicrelerinde IL-6
saliverilmesini arttirir. Vagotomi sonrasi STAT3 aktivasyonundaki azalma kolinerjik
agonistler tarafindan duzeltilebilmektedir (33, 188). Calismamizda CCh bu vyolak
Uzerinden olumlu etki géstermis olabilir.

Hepatik progenitor hicreler (HPC) hepatositlere veya safra sistemine dogru
farkllasabilen epitel hicreleridir (189-191). Cassirman ve dig. sican ve insan
karacigerlerinde vagotominin HPC Uzerine etkisini arastirdiklari bir ¢alismada kronik
hepatit klinigi olan bobrek transplant hastalarini ve karaciger transplant hastalarini iki
farkli gruba ayirip karaciger biyopsi materyallerini incelemislerdir (30). Karaciger
transplant hastalari denerve edilmis karaciger biyopsileri olup, bu biyopsilerde diger
innerve karaciger biyopsilerine gore daha az HPC’ler ve “atipik reaktif duktular” hiicreler
goritlmustir. Devaminda yaptiklari hayvan calismasi, insan calismalarinda elde ettikleri
sonuglari destekler niteliktedir (30). Hepatositlerin nikotinik veya muskarinik asetilkolin
reseptori eksprese etmedikleri bilinmektedir (192-194) ancak immunohistokimyasal
analizler HPC'lerin, “atipik reaktif duktular” hiicrelerin, ara formda hepatosit benzeri
hiicrelerin muskarinik reseptorleri (Ms) eksprese ettigini gostermektedir (30). Cassirman
ve dig bu sebepten 6tiri vagotominin etkisinin sekonder nedenlere bagh oldugunu
dustinmislerdir. Hepatositler kolinesteraz ve asetilkolinesteraz (retirler ve bu enzimler
hiicre zarinda bulunur (195, 196). HPC'ler birgok hepatosit ile gevrilidir. Hepatositlerin
salgiladiklari bu kolinesterazlar HPC'de bulunan Ms reseptorlerine asetilkolinin

baglanmasina engel olup, bu sayede HPC kompartmani inaktif veya minimal aktif
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durumda bulundurur. HPC kompartmaninin gevresinde ciddi hepatosit kaybina neden
olan bir durum olustugunda kolinesteraz inhibisyonu ortadan kalkacagi icin HPC'ler
Gzerinde trofik etki olusur ve yeterli hepatosit kitlesi olusana kadar aktivasyon devam
eder. Transplantasyon durumunda vagus sinirinin uyarici etkisi ortadan kayboldugu icin
HPC aktivasyonu yeterli diizeye ulagsamaz (30).

Urrunaga ve dig. MiR’lerin hepatosit hasarina etkilerini degerlendirdikleri
calismalarinda hiicre kiltlriinde, in vitro ve in vivo deneylerde APAP toksisitesinde
MiR’lerinin eksikliginde antioksidan yanitin arttigl ve karaciger hasarinda azalmanin
oldugunu tespit ettiler. Ayrica APAP toksisitesinde toksik metabolit olan NAPQI'nin
sentezine neden olan CYP2E1l’in ekspresyonun azaldigini tespit ettiler (197). CYP2E1
enzimi eksikligi olusturulmus fare modellemelerinde hayvanlarin karaciger toksisitesine
oldukca direncli oldugu gozlendi (198). Hatta CYP2E1 ve CYP1A2 enzimlerinden her
ikisinin de eksik oldugu durumlarda bu direncin daha da arttig| gézlenmistir (199). M1R
inhibisyonu delesyonunun neden oldugu CYP2E1 enzim ekspresyonunda azalma,
karaciger toksisitesinin siddetinde azalmaya neden olan bir baska faktor olabilir (197).

Urrunaga ve dig. nin (197) calismalarindan elde ettikleri sonuclar bizim
sonuclarimiz ile uyum géstermemektedir. Bu tez ¢alismasinda muskarinik aktivasyonun
toksisitenin azalmasi yontinde etkisi oldugu gézlendi ancak o ¢alismada bu bulgunun tam
tersi bir sonuca ulasiimistir. Farkh muskarinik reseptorler ve alt tipleri gastrointestinal
sistemde eksprese edilmektedir. In vivo deneylerde, reseptorlerin uyarilmalari sonrasi
birbirlerine zit yonde etkiler aciga ciksa bile arastirmaci sadece baskin olan etkiyi
gozlemleyip degerlendirebilir. Cesitli yontemler ile bazi sistemlerin veya reseptorlerin
etkisi notralize edilebilir ancak in vitro deneyler kadar net etki genellikle gbzlenemez. Bu
tez calismasinda reseptorler analiz edilip o reseptoérlere 6zgil blokorler uygulandiktan
sonra her bir reseptériin izole etkisi arastirilmadi. ilgili calismada diger reseptérlerin
etkisi kismi olarak g6z ardi edilmektedir. Karacigerde eksprese edilen bir baska
muskarinik reseptor Ms’tlr. Bu reseptoriin eksikliginde hepatosit hasarinin arttigr daha

onceki calismalarda deneysel olarak tespit edilmistir (32). Farkli reseptorlerin karsit
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etkileri nedeniyle muskarinik aktivasyonun toksisite Uizerine etkisinin daha iyi
anlasilabilmesi icin konu ile ilgili daha ileri arastirmalara ihtiyag vardir.

Galismamizda bazi kisithiliklar bulunmaktadir. Mezenter arter ve portal ven
Olcimlerinde standart hata degerleri yuksektir. Gruplardaki hayvan sayilarinin
artirilmasi veya bagka 6l¢iim teknikleri daha kesin sonuglara ulasilabilmesini saglayabilir.
Ayrica in vitro ¢alismalar ile bu ¢alisma genisletilmelidir. Bu sayede APAP toksisitesinde
parasempatomimetik etki dogrudan gozlemlenebilir. /n vivo 6lcimlerden sonra izole
organ banyolarinda mezenter arter ve portal vende in vitro analizlerin yapilmasi bazi
sonuglarda daha glvenilir yorumlar yapilmasini saglayabilirdi. NADPQI dizeyi bu
calismada degerlendirilemedi. Calismamizda APAP toksisitesi sonrasi olusan immun
yanit kismi olarak degerlendirilebildi. Bu konuda ek ¢alismalar gerekmektedir. /In vivo
calismamizda reseptor uyarimi  sonrasi hicrede meydana gelen sonuglar
gozlemlenmedi. Kolinerjik aktivasyon sonrasi gerceklesen reseptér ve reseptor alti
mekanizmalar aydinlatilmali, APAP toksisitesindeki hepatoprotektif etkiyi saglayan
yolaklar Uzerinde calisiimaldir. Sonraki calismalarda parasempatomimetik etkinin
bloklandigl ve vagus siniri araciligi ile parasempatomimetik etkinligin aktive edildigi ek
gruplarin olusturulmasi verilerin daha etkin yorumlanmasini ve karsilastiriimasini
saglayabilir.

NAC, CCh ve NAC+CCh tedavisi uygulanan gruplarda biyokimyasal
parametrelerde, sitokin Olgcimlerinde ve TAS/TOS, GSH/GSSG degerlerinde,
histopatolojik analizlerde diizelme gorildi ancak APAP toksisitesi sonrasinda tedavi
gruplarinda yine de mortalitenin gorildigu fareler oldu. Bu dikkate alinmasi gereken bir
bulgudur. Survival analizlerinin yapildigi yeni calismalar planlanmalidir.

Sonuc¢ olarak APAP toksisitesinde CCh ile kolinerjik aktivasyon, bircok yolak
Uzerinden hepatik hasarin azalmasina neden olmaktadir. APAP toksisitesinde, antidot

tedavisi olan NAC ile CCh’in kombine edilmesi tedavide Ustlnlik saglamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Parasetamole, OTC olmasi nedeniyle erisilmesi kolaydir. Parasetamol toksisitesi,
onemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Bu tez ¢alismasinda kolinerjik aktivasyonun
parasetamole bagli gelisen karaciger hasarini 6nledigi gosterildi. Kolinomimetik etkinligi
olan karbokoliin NAC ile kombine edilmesinin, parasetamol toksisitesinde izole NAC
tedavisine goére Ustlinliglnin olabilecegi gosterildi. Parasetamol toksisitesinde NAC
disinda veya NAC'a ek olarak kolinerjik agonistler araciligi ile antidot tedavi stratejilerinin

gelistirilebilecegi sonucuna ulasildi.
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