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OZET

Parasetamol ile indiiklenmis Hepatotoksisiteye Kars1 Resveratrol ve Avokado
Yagimn Etkisinin Arastirilmasi

Asetaminofen ve N-asetil P-aminofenol (APAP) olarak da bilinen parasetamol ayni
zamanda Para-aminofenol tlrevidir. Klinikte yaygin olarak analjezik ve antipiretik
amagcl kullanilan ajanlardan bir tanesidir. Onerilen terapotik dozlarda parasetamol
alim1 genellikle iyi tolere edilirken asir1 dozda alinmasi toksisiteye neden olmaktadir.
Yapmis oldugumuz bu calismada Resveratrol ve Avokado Yagi’nin Parasetamol ile
indiiklenmis ratlarda olusan karaciger hasarina yonelik koruyucu etkilerinin
arastirtlmasi amaglanmistir. Calismamizda agirliklart 400 ile 550 gram arasinda
degisen Wistar Albino cinsi toplam 30 adet erkek sigan kullanilarak 5 ayri grup (1.
Grup; Kontrol, 2. Grup; Parasetamol, 3. Grup; Parasetamol + Resveratrol (RES), 4.
Grup; Parasetamol + Avokado Yagi (AVO), 5. Grup; Parasetamol + Resveratrol +
Avokado Yagi) olusturuldu. Parasetamol 600 mg/kg dozunda 4. gun tek doz
intraperitonel injeksiyon ile uygulandi. Resveratrol 10 mg/kg ve Avodako yagi 200
mg/kg dozunda oral gavaj ile 5 giin siireyle si¢anlara uygulandi. Parasetamol
uygulamasin1 takiben 24. saatte hayvanlar sakrifiye edildi. Calismamizda alinan
karaciger doku Ornekleri homojenize edilerek, TAS ve TOS aktiviteleri
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Deney sonunda si¢anlarin Karaciger
dokularinda hematoksilen-eozin (H-E) boyamasi yapilarak 1sik mikroskobunda
karaciger hasar1 degerlendirildi. Ayrica, Comet Assay yontemi ile de kanda DNA
hasarinin  degerlendirilmesi  yapildi. Sonuglar, parasetamol grubunda TOS
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigini gosterdi. Parasetamol
grubu ile RES, AVO ve RES + AVO gruplan karsilastirildiginda TOS diizeyinin
anlamli olarak diistiigii goriildi. Ayrica, RES ve RES + AVO gruplarinda TAS
duzeylerinin parasetamol grubuna gore anlamli olarak arttigi bulundu. Parasetamol
grubunda histopatolojik incelemede nekrotik alanlarin varligi belirlendi. RES ve RES
+ AVO ile 6n uygulamanin oksidatif stres parametrelerini, DNA hasarin1 ve
parasetamoliin neden oldugu nekrozu tersine cevirdigi belirlendi. Bu ¢alisma ile,
resveratrol ve avokado yaginin birlikte kullaniminin, antioksidan o6zelliklerinden
dolay1 parasetamole bagli hepatotoksisiteye karsi koruyucu etkiler saglayabilecegi
gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Parasetamol, Resveratrol, Avokado Yagi, Hepatotoksisite



ABSTRACT

Investigation of the Effect of Resvetratrol and Avocado Oil Against
Paracetamol Induced Liver Damage

Paracetamol, also known as Acetaminophen and N-acetyl P-aminophenol (APAP), is
also a derivative of Para-aminophenol. It is one of the agents commonly used in the
clinic for analgesic and antipyretic purposes. Paracetamol intake at recommended
therapeutic doses is generally well tolerated, while overdose causes toxicity. In this
study, we aimed to investigate the protective effects of Resveratrol and Avocado Oil
on liver damage induced by Paracetamol in rats. In our study, 5 groups (1. Group;
Control, 2. Group; Paracetamol, 3. Group; Paracetamol + Resveratrol (RES), 4.
Group; Paracetamol + Avocado Oil (AVO), 5th Group; Paracetamol + Resveratrol +
Avocado Oil) was formed. Paracetamol was administered with a single dose of
intraperitoneal injection at a dose of 600 mg / kg on the 4th day. Resveratrol 10 mg /
kg and Avodako oil 200 mg / kg were administered to rats by oral gavage for 5 days.
Animals were sacrificed at 24th hour following paracetamol administration. The liver
tissue samples taken in our study were homogenized and TAS and TOS activities
were determined spectrophotometrically. At the end of the experiment, liver damage
was evaluated under light microscope by performing hematoxylin-eosin (H-E)
staining on liver tissues of rats. In addition, the evaluation of DNA damage in blood
was performed using the Comet Assay method. The results showed that TOS levels
increased significantly in the paracetamol group compared to the control group.
When the paracetamol group and RES, AVO and RES + AVO groups were
compared, it was seen that the TOS level was significantly decreased. In addition, it
was found that TAS levels in RES and RES + AVO groups increased significantly
compared to the paracetamol group. The presence of necrotic areas was detected in
the histopathological examination in the paracetamol group. It was determined that
pre-treatment with RES and RES + AVO reversed oxidative stress parameters, DNA
damage and necrosis caused by paracetamol. In this study, it has been shown that the
combined use of resveratrol and avocado oil can provide protective effects against
paracetamol-induced hepatotoxicity due to its antioxidant properties.

Keywords: Paracetamol, Resveratrol, Avocado Oil, Hepatotoxicity



1. GIRIS

Gilinilimiizde parasetamol kolay ulasilabilen ve siklikla kullanilan analjezik (agr
kesici) ve antipiretik (ates distiriicii) ajanlardan biridir. Artan ila¢ kullanimi ile
birlikte her gegen giin ilaca bagl karaciger toksisitesi vakalarinda onemli artis
oldugu saptanmistir. Ayrica, ilag zehirlenmelerinde akut karaciger yetmezligi (AKY)
siklikla goriilen bir semptom olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Scherlock ve Dooley,
1997). AKY:; bilindik herhangi bir karaciger hastaligi olmayan bireylerde akut
baslangigh yiiksek bilirubin degeri, hepatik ensefalopati ve koagilopati ile
karakterize yiksek hastalik ve 6lum riski ile seyirli klinik bir tablodur (Fabrega ve
ark., 2013).

Parasetamol bilhassa son 50 yildir siklikla antipiretik ve analjezik amacla
kullanilan bir ila¢ olup antiinflamatuar etkisi yok denecek kadar azdir (Lewis ve
Paloucek, 1991). Yan etki bakimindan da olduk¢a giivenli olmasi ise bu ilacin
kullanilabilirligini artirmaktadir (Hawkins ve Golding, 1995). Ancak, bu ilacin kolay
temin edilebilirligi, bilingsiz kullanilmasina sebep olmakta ve asir1 doz alimi birden
cok istenmeyen yan etkileri meydana ¢ikarmaktadir. Oral alimdan sonra parasetamol
gastrointestinal yoldan hizli bir sekilde ve neredeyse tamamen absorbe edilir
(Saccomano ve Deluca, 2008). Onerilen tedavi edici dozlarda parasetamol kullanimi

genellikle iyi tolere edilirken asir1 dozda alinmasi toksisiteye neden olmaktadir.

Resveratrol (3,5,4-trihydroxystilbene) baslica {izim kabugu olmak {izere
yerfistigi, ahududu, dut, erik ve kimi bitkilerde bulunabilmektedir. Polifenolik bir
bilesik olan resveratrol, diyetsel kaynaklardan {iziimde, yerfistiginda, baz1 bitkilerde
ve sarapta bolca bulunmakla beraber antikanser, antioksidan, antiinflamatuar etkilere
sahip oldugu; kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklarda koruyucu etkiler
gosterdigi  bildirilmistir (KurSvietiene ve ark., 2016). Resveratroliin 06zellikle
patojenlerin bitkileri ¢lrlitmesi, hasarlanma veya ultraviyole (UV) 1s1g8a maruz kalma
sonucunda bitkiler tarafindan {iretilen bir fitoalleksin oldugu bilinir. Bu maddenin
ayn1 zamanda insanlarda da koruyucu olduguna inanilir. Genellikle renkli Gziimlerde

bulunan resveratroliin  antioksidan etkinligi sayesinde, kapiller damarlarin



tikanmasint ve kapiller damarlarda trombosit birikmesini engelledigi bilimsel
deneyler ile agiklanmistir (Karabulut, 2008). Resveratrol ayni zamanda hiicre
Omriund uzatan ilk molekdldur. Resveratrol'un sirtuin (SIRT2, insan SIRT1
homologu) aktivasyonu ile kalori kisitlamasina cevap olarak mantarlarda hiicre dmar
siiresini uzattig1 yapilan c¢alismalarda gorilmiistiir. Ayrica, insan ve hayvan
modellerinde yapilan c¢alismalarda da resveratrol'in sirtuinleri aktive ettigi
gosterilmistir. Resveratrol etkisi ile igili yapilan g¢alismalarin biiyiik ¢ogunlugu
kanser tizerine yogunlasmis olup bu bilesigin, kanser gelisiminin pek ¢ok asamasinda
durdurucu ve engelleyici 6zelligi oldugu saptanmistir (Keskin ve ark., 2009; Yulug

ve ark. 2013; Tunali-Akbay ve ark., 2010).

Avokadonun kendine 0zgl tadi ve aromasi nedeniyle yagi da blyuk 6nem
tasimaktadir. Calismamiza konu olan avokado yagi, tek zincirli doymamis oleik asit
iceriyor olmasi, aterosklerotik kalp hastaliklarina neden olan kandaki dusuk
yogunluktaki lipoprotein (LDL) kolesterol seviyesini azaltmasi bakimindan insan
sagliginin korunmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Ayrica, avokado yagmin diger
besinlerden daha yiiksek yogunlukta antioksidan ozelligi, A, B, E vitaminleri ve
yuksek cozulebilir lif icerigi ile kalp sagligina karst koruyucu etkisi oldugu da
bildirilmistir. Avokado yagimin gida endustrisinde degerlendirilmesinin yanisira

icerigi nedeniyle kozmetik endistrisinde de kullanildig: gortlmektedir.

1.1. Amag

Yapmis oldugumuz bu c¢alismada, oleik asit bakimindan zengin, antioksidan
ozelliklere sahip ve saglikli yag deposu olarak bilinen avokado yag: ile guclu bir
antioksidan olan Resveratrol’iin tek basma ve birlikte, yiksek doz parasetamoliin
olusturdugu karaciger hasar1 {izerindeki etkilerinin arastirilmasi, karaciger
toksisitesini azaltmak veya ortadan kaldirmak suretiyle tedavinin kesilmesinin

Onlenmesi ve dokularin toksik etkiden kurtarilmasi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Karaciger
2.1.1. Karaciger Anatomisi ve Histolojisi

Karaciger insan viicudunun en biyik bezi olmakla beraber en buyik
organimizdir. Karacigerin baslica gorevi, kimyasallari ve ilaglari metabolize ve
detoksifiye etmektir. Ayn1 zamanda, glukozun sentezlenmesinde, depolanmasinda ve
protein sentezinde de gorev almaktadir. Anatomik olarak sag yedi ve on birinci
interkostal aralikta bulunmaktadir. Yaklagik 1500 gr agirliginda olup yetiskinde
viicut agirhigmmin 1/40°1 kadarini olusturmaktadir. Karaciger abdomenin sag st
bolumiinde, diyaframin hemen altinda ve mide, sag bobrek ve bagirsaklarin iistiine
yerlesmis vaziyettedir. Diyafram vasitasiyla plevra, akciger, perikard ve kalpten

ayrilmaktadir.

[T KALBE Giden Toplardamar

Sol Karaciger Lobu

Dokusu

Sag Karaciger

e "y, KALPTEN

' l""% Gelen Atardamar
4 INCE BAGIRSAGA
INCE Giden Toplardamar
BAGIRSAGA
Giden Safra Kanal

Safra Kesesi

Sekil 2.1. Karaciger anatomisi (Bektur, 2012)

Sekil 2.1°de goriildiigigii gibi karacigerin dolasimi hepatik arter ve portal ven
olmak (zere iki 6nemli damardan olusmaktadir. Karacigere tasinan kanmn %70-80’1

portal venden (gastrointestinal sistemdeki besin maddelerinden zengin vendz kani



karacigere tasir) ve %20-30’u hepatik arterden (merkezi dolasimdaki oksijenden
zengin kani karacigere tasir) karsilanmaktadir (Kan ve Madoff, 2008; (Abdel-
Wahhab ve ark., 1999). Karaciger, kalp debisinin yaklagik %25’ini aliyor olmasindan
dolay1 1500 ml/dk kanla sulanmaktadir. Karaciger, metabolitlerin islenmesi, toksik
maddelerin ndtr hale getirilmesi ve atilmasi agisindan 6nemli bir rol {stlenir. Bu

notralizasyon ve atilim safra ile gergeklestirilmektedir.

Insan viicudundaki en biiyiikk bez olan karaciger dort lobdan olusmaktadir.
Karaciger kollajen ve elastik lif iceren bir kapsiil ile (Glisson kapsuli) ¢evrelenmis
olup, periton ile kaphdir. Glisson kapsiilii hilumda kalinlagan ince bir bag dokusu
kapsiiludiir. Hilumda, organa portal ven ve hepatik arter girmekte, organdan sag ve
sol hepatik kanallar ve lenfatikler ¢ikmaktadir. Bu damarlar ve kanallar, klasik
karaciger lopcuklar1 arasinda sonlandiklar1 (ya da koken aldiklar) portal alanlara dek
bag dokusu ile cevrilmistir. Bu noktadan itibaren karaciger lopguklarindaki
hepatositlere ve siniizoidal endotel hiicrelerine destek saglayan ince bir retikiiler lif
ag1 olusturmaktadir (Junqueira ve ark., 2006). Karaciger histolojisi sekil 2.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Karaciger histolojisi (Bektur, 2012)



Karacigerde bes tip hiicre bulunmaktadir. Bunlar hepatositler, endotel
hlcreleri, kupffer hiicreleri, stellat hiicreleri ve safra kanali epitelyum hiicreleridir.
Sindzoidlerin i¢ ylzeyini endotel hiicreleri ve kupffer hucreleri kaplar (Garner ve
Hiatt, 2001). Karacigerin temel yap1 elemani hepatosit ya da karaciger hiicresidir. Bu
epitelyal hucreler birbirleriyle baglantili plaklar halinde gruplasmis olup karaciger
kiitlesinin tigte ikisini olusturur. Isik mikroskobu kesitlerinde, karaciger lobiilii olarak
isimlendirilen yapisal birimler gortilebilmektedir. Karaciger lobiili 0,7 x 2 mm
boyutlarinda olan ve c¢evresinde portal araliklar (portal bosluk) ile ortasinda santral
ya da sentrolobiiler ven bulunan poligonal bir doku kitlesinden olugsmustur. Hepatik
arterin ve portal venin dallari, bir safra kanali beraberliginde, hekzagonal karaciger
lobUlinl cevreleyen portal alanda yer alan klasik portal triadi olusturur. Karaciger
loblli icindeki hepatositler 1ginsal olarak dizilmis ve bir duvarin tuglalarina benzer
bicimde sekillenmistir. Bu hiicre plaklar1 lobiiliin periferinden merkezine dogru
yonlenmis vaziyettedir. Labirent seklinde ve siinger benzeri bir yapi olusturacak
bicimde serbest¢ce anastomozlasirlar. Bu plaklar arasindaki boslukta karaciger
siniizoidleri adi verilen kapillerler bulunmaktadir. Sinizoidal kapillerler sadece
kesintili bir pencereli endotel tabakasindan olusan diizensiz olarak genislemis
damarlar olarak isimlendirilmistir. Pencerelerin ¢apr yaklasik 100 nanometre (nm)
olup pencereler kiimeler halinde gruplara ayrilirlar. Endotel hiicrelerinin altinda da
bosluklar bulunur ve bu bosluklar damarlarin yiiksek diizeyde gecirgen olmasini

saglar.

Endotel hiicrelerinin altinda bulunan Disse Aralig1 adi1 verilen bosluk endotel
hiicreleriyle hepatositleri birbirinden ayirmakla goérevlidir. Endotelin pencereli ve
kesintili yapist kanin sekilli elemanlarinin degil, plazma sivisinin kolayca Disse
Araligi’na gegmesine ya da ters yonde hareketine olanak vererek sintizoid limeniyle
karaciger hiicreleri arasinda molekiil (makromolekiiller de dahil) aligverigini
kolaylikla saglamakta goérev alir. Bu gecis yanlizca lipoproteinler, albumin,
fibrinojen gibi ¢ok sayida biiyiik molekiiliin hepatositler tarafindan kana verilmesiyle
degil, ayrica bu makromolekillerin biiyiikk bit kisminin hepatositlerce alinip
cozllmesi sebebiyle de fizyolojik bir dnem arz etmektedir (Junqueira ve ark., 2006;
Kierszenbaum, 2006; Ovalle ve ark., 2009).



Stellat hiicreleri (yildizs1 hiicreler, ito hicreleri), karaciger siniizoidlerinin
yakin konumunda, Disse Araligi’nda yer alan karaciger hiicresidir. Bu hucreler,
mezensimal kaynakli olup, yag igerirler ve Vitamin A’nin metabolizmas1 ve
depolanmasinda gorev alir. Patolojik durumlarda, karaciger yildizs1 hiicreleri
kollajen tireten hiicrelere doniisiirler. Karaciger yildizs1 hiicreleri Tip I Kollajen
sentezi ve salinimina ek olarak, Laminin’i, proteoglikanlar1 ve biiyiime faktorlerini
salgilamakta gorevlidir. Kollajen birikimi ve hiicre dis1 matriks bilesenleri sirozun
tipik bir 6zelligi olan ilerleyici karaciger fibrozisinde artis gostererek belirti verirler.
Kupffer hiicreleri tarafindan {tiretilen sitokinler, karaciger ito hiicreleri tarafindan
yapilan kollajen sentezini uyarmaktadir. Fibrotik siire¢ ilerledikge, karacigerin
yildizs1 hiicreleri siniizoidlerin Iimenini sikarak daraltan ve damar direncini arttiran
miyofibroblastlara donlismektedir. Sirozda, portal vendéz kanin akigina Kkarst
karaciger siniizoidlerinde olusan diren¢ artis1 portal hipertansiyona neden olarak

karsimiza ¢ikar (Kierszenbaum, 2006).

Degisime ugramis fagositik hiicrelerden kdken alan Kupffer Hucreleri ise
monositlerden koken almaktadir. Kupffer hicreleri endotel hicrelerinin limene
bakan kisminda yer almaktadir. Temel islevleri yaslanmig alyuvarlarin metabolize
edilmesi, hemoglobininin sindirilmesi, immiinolojik proteinlerin salgilanmasi1 ve
kalin bagirsaktan portal dolasima gegen bakterilerin yok edilmesidir. Karacigerdeki
mevcut hicrelerin %15’ini Kupffer hiicreleri olusturmaktadir (Junqueira ve ark.,
2006).

2.1.2. Karacigerin Fonksiyonlar:

Karacigerin kanlanmasina ve genel dolasim igerisinde yerlestigi stratejik
konuma bakildiginda viicut i¢in ne kadar 6nemli fonksiyonlara sahip oldugu
anlagilmaktadir. Ozefagusun abdominal pargasindan itibaren, mide, duodenum,
jejenum, ileum, kalin bagirsak, dalak ve pankreasin tiim venoz kani kalbe donmeden
once islenmek iizere karacigerden ge¢cmektedir. Bu ozelligi karacigeri, her tiirli

metabolik faaliyetlerin ana merkezi konumuna tagimaktadir (Karatz, 2002).



2.1.2.1. Metabolik Fonksiyonlari

Karacigerin karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinda ©Onemli
gorevleri bulunmaktadir. Kanda glukozun normal sinirlar igerisinde tutulmasi en
O6nemli gorevlerinden bir tanesidir. Glikojenin depo edilmesi ve glikojenoliz,
glukoneogenez, glukozun pentoz fosfat yolunda yikimi, galaktoz ve fruktozun
glukoza doniistiiriilmesi, glukozun diger monosakkaritlere ve yaga doniistiiriilmesi
gibi gorevleri de bulunur (Karadz, 2002; Guyton ve Hall, 1996). Diger viicut
fonksiyonlart icin enerji saglayacak yag asitlerinin sentezi ve oksidasyonu,
lipoprotein, fosfolipid, keton cisimleri ve kolesterol sentezi, yag asitlerinden
trigliserid olusumu, safra asitleri ve tuzlarinin olusturulmasi1 karacigerde
gerceklesmektedir. Karacigerin, protein metabolizmastyla ilgili olarak aminoasitlerin
deaminasyonu, iire olusumu ile amonyagmn viicut sivilarindan uzaklastirilmasi,
endojen aminoasitlerin, aloumin, protrombin, fibrinojen, lipoproteinler gibi plazma
proteinlerinin sentezi, vicuttaki metabolik olaylar icin 6nemli aminoasitlerin

birbirine dontistimleri gibi iglevleri bulunur (Karadz, 2002).

2.1.2.2. Sekretuvar Fonksiyonu

Safranin {iretilmesi karacigerin temel fonksiyonlarindan biridir. Bu sayede
oOzellikle hemoglobinin yikim Grind olan biliriibin ve karaciger hiicrelerinde
sentezlenen kolesterol gibi yikim iriinlerinin kandan uzaklastirilmasinda énemli rol
oynar (Ganong, 2002). Karaciger, safranin gastrointestinal sisteme aktarilmasini

saglayarak sindirim sistemi i¢inde de rol almaktadir (Karadz, 2002).



2.1.2.3. Protein Sentezi

Karaciger hiicresi, yapisal proteinlerin sentezine ¢k olarak, albumin,
fibrinojen, protrombin ve lipoproteinler vb. ¢esitli plazma proteinlerini de
sentezlemektedir. Bu proteinlerin tretimi grantlli endoplazmik retikuluma (GER)
bagli poliribozomlarda gergeklesmektedir. Hepatositler proteinleri sekonder granuller
halinde sitoplazmasinda depolamaz ve devamli olarak dolasima katar. Karaciger
tarafindan salgilanan proteinin yaklasik %5°i Kupffer hiicreleri, %95°i hepatositlerde

sentezlenir (Dogan, 2014).

2.1.2.4. Detoksifikasyon ve Inaktivasyon

Cesitli ilaglar ve maddeler, oksidasyon, metilasyon ve konjugasyon yoluyla
metabolize edilebilmektedir. Metabolizmaya katilan enzimler baslica GER’in
yapisinda bulunmaktadir. Glukuronik asidi bilirubine baglayici bir enzim olan
glukuronil transferaz, steroidler, barbitiratlar, antihistaminikler ve antikonvilzanlar

gibi ¢ok sayida ilacin da konjugasyonunda gorev alir (Dogan, 2014).

2.1.2.5. Karacigerin Diger Onemli Fonksiyonlar

Karacigerde A, D ve B12 (kobalamin) vitaminleri depo edilir. Hepatik sinis
ve venlerdeki kan ile birlikte karacigerin kan volumii (450 ml) yaklasik olarak
viicudun toplam kan hacminin yiizde 10’u kadarim1 olusturmaktadir. Sag kulakgikta
basing yiikseldigi zaman karacigerde de basing artmakta ve buna bagli olarak
karacigerin genislemesi sonucunda 500-1000 ml ekstra kan hepatik venler ve

sinuslerde depo edilebilmektedir (Dogan, 2014).
2.1.3. Ila¢ Indiiklii Karaciger Hasar
Karaciger hasarinin en onemli nedenlerinden bir tanesi ila¢ kullanimidir.

Literatiirde 900°den fazla ilag, toksin ve bitkinin karaciger hasar1 yaptigr meydana

cikartilmustir. ilaglar fulminan karaciger yetmezliginin % 20-40 oraninda nedenlerden



biri olup ilacin indiikledigi karaciger hasar1 (IIKH), ilacin kesilmesi i¢in en dnemli
kontrendikasyondur (Grierson, 2000). Kullanilan ilacin erken kesilmesi karaciger
hasarlanmasini azaltip saglam haline geri dondiiriilmesini bile saglayabilir. Ilacin
indiikledigi karaciger hasar1 asemptomatik karaciger enzim yiiksekliginden, fulminan
karaciger yetmezligine kadar degisen klinik tablolarla karsimiza ¢ikabilmektedir
(Batt ve Ferrari, 1995). Yapilan ¢aligmalar, AKY vakalarinin %58’inin ilaglara bagli
olustugunu ve parasetamoliin %46’lik bir oran ile bu ilaglar arasinda yiiksek bir
degere sahip oldugunu gostermistir (Lee ve Seremba, 2009). Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)’'nde yilda yaklasik 2000 akut karaciger yetmezligi vakasi
bildirilmekte olup, bunun %350’si kadarimin [IKH nedeniyle gergeklestigi
saptanmigtir. Bunlarin da %39’u parasetamol, %13’ii diger ilaclara bagh gelismistir.
Sarilik nedeniyle hastaneye yatan hastalarin %2-5’inde, akut hepatit nedeniyle
hastaneye yatanlarin ise %10 kadarinda etyolojik nedenin ila¢ kullanimina bagh
oldugu bildirilmistir (Bass, 2003). Son birkag yil i¢inde Gida ve ilag idaresi (FDA)
bromfenac (NSAII), troglitazone (antidiyabetik), pemolin (dikkat eksikligi,
narkolepsi) isimli ilaglar1 hepatotoksisite yapmalar1 nedeniyle satisa yasaklamistir.
Propiltiyourasilin ise kullanimi belirgin ol¢lide kisitlanmistir (Watkins ve Seeff,

2006).

Son yillarda hizla artig gosteren AKY nin en yaygimn Sebebi parasetamoldur
(Mazer ve Perrone, 2008). Ozellikle, parasetamoliin evlerde siklikla kullanilmasi ve
recetesiz olarak kolaylikla parasetamol igerikli ilaclara erisilebilmesi gibi
sebeplerden dolay1, parasetamoliin agir1 doz aliminda karaciger hasari olusturdugu ve
hatta oliimle sonuglanabildigi bilinmektedir. Sekil 2.3’de de gorildiigii gibi bir
seferde 10-15 gr parasetamol alimi sonrasi karaciger toksisitesi sekillenebilmekte,

20-25 gr ve uzerindeki dozlarda ise 6limcdl olabilmektedir (Brunton, 2009).
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2009)

Asirt doz parasetamol alimmmiyla birlikte antioksidan savunma sistemi
baskilanmakta, GPx ve katalaz (CAT) enzim aktivitesi azalmaktadir. Bunun yanisira
GSH/okside glutatyon (GSSG) oranindaki azalma ile antioksidan kapasitede de
azalmaya neden olmaktadir (Jaeschke ve ark, 2011). NAPQI, vicutta depo haldeki
GSH ile zararsiz hale getirilmeye ¢alisilirken, depo GSH tiikenmeye baslar ve serbest
haldeki toksik NAPQI, eritrositlerde ve hepatositlerdeki makromolekiillere demirle
baglanarak sentrilobuler hepatik hasara, methemoglobinemi ve eritrositlerde
harabiyete neden olmaktadir. Karaciger GSH depolarinin %70’den fazlasinin

kullanilmiyla hepatik toksikasyon sekillenebilmektedir (Bessems ve Vermeulen,
2001).

2.1.3.1. ilacin indiikledigi Karaciger Hasarinda Risk Faktorleri

A. Etnik koken: Ispanyollarda ve siyahlarda izoniazidin daha toksik etkiye

sahip oldugu saptanmustir.

B. Yas: Hepatik ila¢ reaksiyonlar1 ¢cocuklarda nadir goriilmektedir (Sgro ve
ark., 2002).

C. Cinsiyet: Disi cinsiyet daha yatkindir.
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D. Alkol alimi: Alkol kullanimi hepatoprotektif oldugu bilinen glutatyon
diizeyinde diismeye, ilag metabolizmasinda degisiklige neden olarak toksisitede
artisa neden oldugu saptanmistir (Lee, 2003a).

E. Karaciger hastaligi: Genel anlamda kronik karaciger hastalii olan
hastalar, ilag toksisitesine daha yatkin olacak diye bir kural yoktur yoktur. Toplam
sitokrom P450 sayisinin azalmasina ragmen aktivitesi iyi olabilmektedir. Karaciger
hastaligina 6zgiin doz ayarlamasi yapilarak ilaglar kullanilabilmektedir (Dienstag,
2003). Hepatit B veya C virlsi ile koenfekte olan HIV’li hastalarda antiretroviral
tedavi hepatotoksisite agisindan artmis risk faktorii anlamina gelmektedir. Benzer
sekilde sirozu olan hastalar ila¢g nedeniyle dekompanze olma riski tasimaktadir (Lee,
2003).

F. Genetik faktorler: Sitokrom P450 enzim sistemindeki genetik farkliliklar
idiosenkratik ilag reaksiyonlarina neden olmaktadir.

G. Diger eslik eden durumlar: AIDS’li hastalar, malniitrisyon, diyet
yapanlar, diisiik glutatyon rezervleri nedeniyle hepatotoksisiteye yatkin olmaktadir.

H. ila¢ formiilasyonu: Uzun etkili ilaglarin, kisa etkili ilaglardan daha fazla

hepatotoksisite yaptigi gozlemlenmistir (Lee, 2003b).

2.1.3.2. Tlacin indiikledigi Karaciger Hasarinda Patofizyoloji ve Mekanizma

A. Patofizyolojik mekanizmalar: Ilag hepatotoksisitesiyle ilgili patofizyolojik
mekanizmalar halen arastirilmakta olup asagida baz1 mekanizmalara yer verilmistir.
a. Hepatositlerin parcalanmasi: Ilacin hepatositlerde intraselliiler proteinlere
kovalent bagla baglanmasi hiicre i¢i ATP miktarinda azalmaya bu da aktin
fibrillerinde parcalanmaya neden olmaktadir. Pargalanmis aktin fibrilleri hepatosit
ylizeyinde birikip blep olusmasina ve hepatosit membraninda pargalanmasina neden
oldugu saptanmistir (Sgro ve ark., 2002).

b. Transport proteinlerinde bozulma: ilag; safra kanalikiiler membranindaki
transport proteinlerini etkileyerek safra akisini durdurabilmektedir. Villoz yapinin
kayb1 ve coklu ilag direnci ile iligkili protein 3 gibi transport pompasinin kayb,
bilirtibin ekskresyonuna engel olarak kolestaza neden olabilir.
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c. Sitolitik T hiicresi aktivasyonu: flacin P450 enzimine kovalent bagla baglanmasi
enzimin immiinojen 6zellik kazanmasina, T hiicrelerinin aktiflesmesine ve sitokin
salinimina yol agarak ¢ok yonlii immiin yanita neden olmaktadir.

d. Hepatositlerde apoptozis olusumu: Fas reseptori (FasR, CD95, Apo-1 ve
TNFRSF6) tarafindan apopitozisin indiiklenmesi programlanmig hucre o6limune
neden olmaktadir.

e. Mitokondriyal bozulma: ilag, nikotinamid adenin diniikleotid ve flavin adenin
dinlikleotid sentezini engeller ve beta oksidasyon o©nleyerek ATP sentezini
durdurmaktadir (Sgro ve ark., 2002).

f. Safra kanah hasari: Toksik metabolitlerin safraya salinimi safra kanali epitelinde

hasarlanmaya neden olmaktadir (Lee, 2003a).

B. flac toksisite mekanizmalari: Klasik olarak ilag reaksiyonlar iki bilyiik gruba
ayrilmis olup bu ilaglar karacigeri dogrudan veya immun degisiklige neden olarak
etkilemektedir (Dienstag, 2003).

a. Tahmin edilebilir (intrensek) ila¢ reaksiyonlari: Bu gruba giren ilaclarin toksik
etkileri geri dondiiriilebilirdir ve doza bagimli olarak degisim gdsterir. Hasar ilacin
kendisine veya metabolitine baghh olarak gelismektedir. Parasetamol ve
karbontetrakloriir bu grubun klasik ilaglar1 arasindadir (Lee, 2003b).

b. Idiosenkratik ila¢ reaksiyonlari: Bu gruba giren ilag reaksiyonlar iki sekilde
karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlar; Hipersensitivite-immunoallerjik ve
metabolikidiosenkratik faktorlerdir. (Ishak, 1998; Bolton ve Bowen, 1986).
Hipersensitivite reaksiyonlar1 tipik olarak ates, eozinofili, dokiintii ile karakterize
olup 1-4 haftalik latent periyod sonrasinda gelism gosterir. Buna klasik ornek
fenitoindir (Uetrecht, 2008). Metabolik-idiosenkratik tip uygulanan ilacin metaboliti
nedeniyle gelismektedir. Intrensek hepatotoksisitenin aksine yanit orami degisken
olmakla birlikte bir hafta ile bir y1l arasinda ortaya ¢ikmaktadir. Izoniazid toksisitesi
bu gruba dahildir (Andrade ve ark., 2005).
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2.1.3.3. Karaciger Hasarinda Morfolojik Degisiklikler

Toksik maddeler temel olarak hepatositleri, sinuzoidal hicreleri, Kupffer
hlcrelerini, safra duktuslarii ve vaskiiler sistemi etkileyerek karacigerde cesitli

morfolojik degisikliklerin meydana gelmesine sebep olmaktadir.

Hepatoseltler Hasar

Hepatoseliiler hasar olarak temelde sitotoksik hasar yapan ilaglar arasinda
parasetamol, NSAIl, antidepresanlar, sulfonamidler, izoniyazid, ketokanazol,
halotan, antidiabetik ajanlar, ekstazi, psikotropik ve norotropik ilaglar, kokain, CCl4
yer almaktadir (Zimmerman ve Ishak, 2000; Broulac-Sage ve Balabaud, 2004; Narci
ve ark., 2006; Brunt ve Clouston, 2004).

Vaskuler Hasar

Toksik maddeler vaskdler sistemin her alaninda, hepatik arter, portal ven,
sinuzoidler ve santral ven diizeyinde hasar yapabilmektedir. Venookluzif hastalik,
sinuzoidal dilatasyon, peliozis, hepatoportal skleroz, hepatik arterde intimal
hiperplazi gibi ¢esitli lezyonlarla da olusabilmektedir (Zimmerman ve Ishak, 2000;
Broulac-Sage ve Balabaud, 2004; Goodman ve lhsak, 2006). Oral kontraseptifler,
ostrojen, tamoksifen, danazol, antineoplastik ilaclar, alkol, thoratrast vaskuler

sistemde hasar yapabilen baslica ilaglar arasinda sayilabilir.

Safra Yollar1 Hasar1

Amoksisilin / kalvulonik asit, fenotiazinler, karbamazepin, trisiklik
antidepresanlar gibi bazi ilaglar akut kolestaza neden olurken fenotiyazinler,
tetrasiklin, makrolidler kronik kolestaza neden olabilir (Zimmerman ve Ishak, 2000;
Broulac-Sage ve Balabaud, 2004; Goodman ve lhsak, 2006).

Sinuzoidal Hiicre Hasar
Toksik ajanlar sinozoidal hiicreler ile Kupffer hiicrelerini etkileyerek hasara

yol agmaktadir. Bu tip hasara 6rnek olarak granulomat6z reaksiyonlar gosterilebilir.
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Fenilbutazon granulomattz hepatite neden olan ilaglardan bir tanesidir (Zimmerman
ve Ishak, 2000; Broulac-Sage ve Balabaud, 2004).

2.2. Parasetamol

2.2.1. Parasetamol’iin Tarihcesi

Ik caglarda ve orta ¢agda agr1 kesici ve ates diisiiriicii olarak basta sdgiit ve
kina agacinin kabuklari olmak iizere ¢esitli bitkilerden faydalanilmistir. (Scherlock
ve Dooley, 1997; Davidson ve Eastham 1996; Oliver, 2004). 19. Yiizyilda (yy.) kina
agacinin zor bulunur hale gelmesi insanlar1 yeni ilag arayigina sokmus ve 1878
yilinda Harmon Northrop Morse tarafindan parasetamol sentezlenme caligsmalari
baglatilmistir (Alfio ve ark., 2006). 1887 yilinda gelistirilen fenasetinden daha toksik
oldugu tahmin edilen parasetamol wuzun siire klinikte uygulanamamustir.
Parasetamolun asetinilid gibi kontrendikasyonlarmmin bulunmadigi Brodie ve
Axelrod’un 1948 yilinda yapmis oldugu ¢alismalarda ortaya konulmustur (Brodie ve
Axelrod 1948). ilk kez 1955 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde ‘Tylenol’
adryla satisa sunulan parasetamol Ingiltere’de ‘Panadol’ ticari ad1 ile 1956 yilinda
satisa sunulmustur. Yan etkilerinin dar olmasi bakimindan analjezikler arasinda

onemli bir yer edinmistir.

2.2.2. Parasetamol’iin Yapisi ve Ozellikleri

Parasetamol; Asetaminofen, N-asetil-p-aminofenol olarak da bilinen analjezik
ve antipiretik etkiye sahip bir ajandir. Sekil 2.4.”de gosterildigi gibi HO-HN-O-CH3
seklinde formiilize edilmistir. Molekiil formiiliiniin CgHgNO2 olmasi bakimindan
asetaminofen olarak adlandirilmistir. Sistematik adi N-(4-hydroxyphenyl) acetamide
olarak bilinir. Molekiiler agirligi 151,2 g/mol olup suda az ¢oziinen sentetik yapiya
sahip bir bilesik olma oOzelligini tasimaktadir. Zayif bir asit olmasindan dolay1
fizyolojik pH’da (power of hydrogen) aniyonize sekilde bulunmaktadir (Slattery ve
Levy, 1979). Acimsi bir tadi olan parasetamoliin kokusu yoktur ve beyaz kristal toz

bir yapiya sahiptir (Verschueren, 1996).

14



H
N CHj

T

O

HO

Sekil 2.4. Parasetamol’iin yapist (Turgut, 2016)

2.2.3. Parasetamol’iin Etki Mekanizmasi

Parasetamol’lin kimyasal yapisinin asetilsalisilik aside benzemesinden dolay1
siklooksijenaz (COX) enzimini inhibe ettigi ve prostaglandin {iretimini baskiladigi
diistincesi  savunulurdu (Clissold, 1986). Parasetamol’iin antitrombolitik etkisi
olmamasina ragmen asetilsalisilik asit, tromboksanlarin iiretiminde gorevli olan
siklooksijenazi inhibe ettigi icin kanin pihtilasmasini azaltmaktadir. inflamasyona
sebep olan prostaglandin sentezini etkilememesi bakimmdan NSAI (Non-Steroid
Anti-Inflamatuar) olarak diisiinilmemektedir (Bertolini ve ark., 2006; Kayaalp,
2005). Parasetamol’iin etki mekanizmasi tam olarak anlasilamamis olmakla birlikte,
yapilan ¢aligmalarda merkezi sinir sistemi (MSS) iizerinde santral COX inhibisyonu
ve serotoninerjik sistemle Indirekt etkilesim yoluyla tesir ettigi goriilmiistiir
(Clissold, 1986). 2002 yilinda yapilan bir ¢alismada parasetamol tarafindan selektif
olarak inhibe edildigi bilinen COX-1 ve COX-2’den farkli bir COX enzim varyanti
bildirilmis ve COX-3 olarak formiilize edilmistir (Swierkosz ve ark., 2002).

2.2.4. Parasetamol’iin Metabolizmasi

Parasetamol baslica karaciger olmak ile birlikte bobrekler ve bagirsakta
metabolize edilir. APAP metabolizmasindaki {i¢ temel mekanizma glukuronid
konjugasyonu, sitokrom CYP450’ye bagli mikrozomal oksidasyon ve siilfat
konjugasyonu olmaktadir (Yapar ve ark., 2007). Parasetamol terapotik dozlarda
uygulandiginda, %80-85’1 glukuronid - siilfat konjugasyonu ile, %10°’u CYP450
enzim sistemi aracilifiyla metabolize edilmektetir. %5’1 ise bozulmadan idrarla
atilarak uzaklastirilir (Benson ve ark., 2005; Gelotte ve ark., 2007). CYP450

parasetamol metabolizmasinda islev goren en énemli enzim olmakla birlikte toksik
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dozlarda CYP2E1 ve CYP1AZ2, terapétik dozlarda ise CYP3A4 enzimleri gorev

yapmaktadir (Bessems ve Vermeulen, 2001).

2.2.5. Parasetamol’iin Yan Etkileri

Parasetamol tedavi edici dozlarda genellikle iyi tolere edilebilmekle birlikte
nadiren alerjik cilt reaksiyonlar1 (kizariklik, iirtiker), hipoglisemi, alerjik ilac atesi,
hematolojik yetmezlik ve bobrek yetmezligi gibi yan etkiler goriilebilmektedir
(Graham ve ark., 2005). Yuksek dozlarda oryantasyon bozuklugu, bas déonmesi ve
huzursuzluga yol acgsa da hepatik nekroz yiiksek dozlardaki en ciddi yan etkisidir
(Katzung, 2007). Karaciger hastaligi, malniitrisyon ve kronik alkol kullanimi
parasetamoliin hepatotoksik etkisi artirmaktadir. Epidemiyolojik ¢alismalarda
parasetamol kullanimiyla astim, gastrointestinal problemler ve renal hastaliklar
arasinda iliski oldugu goriilmiistir (Kayaalp, 2005). Parasetamol’{in asit-baz dengesi
Uzerine, kardiyovaskiler sistem ve solunum sistemine belirgin bir yan etkisi

saptanmamistir.

2.2.6. Parasetamol Toksisitesi

Parasetamol’lin erigkinlerdeki tedavi dozu oral 500-1000 mg olmakla birlikte
[izum halinde 4-6 saat araliklarla alinabilir. Giinliik maksimum doz 4 g olarak kabul
edilmektedir. Bir defada 150mg/kg’dan yiiksek dozlar toksik doz olarak kabul
edilirken 300mg/kg uzerindeki tek seferlik dozlar 6liimciil doz olarak belirlenmistir
(Swierkosz ve ark., 2002; Potter ve Hinson, 1987). Tedavi dozlarinda glukuronid ve
sulfat konjugatlar1 seklinde karacigerde inaktive olan parasetamolun yaklasik %8
oraninda toksik ara metabolitleri de olusmaktadir. CYP450 enzim sistemi ile
oksidasyona ugrayan parasetamoliin toksisiteye neden olan metaboliti N-asetil-
pbenzoquinoneimine (NAPQI) olarak bilinir. Biyolojik yar1 6mrii kisa olan NAPQI
glutatyona baglanarak detoksifiye edilmektedir. Terapdtik dozlarin asimi NAPQI
miktarini da arttirir ve glutatyonun NAPQI baglama kapasitesini agsmasiyla serbest

haldeki NAPQI karacigerde molekiillerle kovalent bag yapip hepatik nekroza kadar
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giden karaciger hasarma neden olmaktadir (James ve ark., 2003). Bu hasarin
karaciger hiicrelerinde hiicre i¢i dengenin bozulmasiyla ortaya ¢iktigi distinulir
(Boobis ve ark., 1990). Histolojik olarak hepatik nekrozun en fazla P450-MFO
(karma fonksiyonlu oksidaz sistemi) aktivitesinin goriildiigii sentrilobiiler bolgede
oldugu giirlilmiistiir (Hung ve Nelson, 2000). Hiicre i¢i dengenin bozulmasiyla hiicre
icerisinde biriken Ca*? hiicre 6liimiine sebep olan katabolik enzimlerin sayisinin
artisina neden olmaktadir. Apoptozis, nitrik oksit, reaktif oksijen tiirleri ve lipid
peroksidasyonunun da karacigerde toksisiteye neden oldugu bilinmektedir (Donnelly

ve ark., 1994).

Sistemik dongiliniin ve emilimin yapildigi, yabanci maddelerin elemine
edildigi ve metabolizmanin merkezi denilebilecek o6zellige sahip organimiz
karacigerdir. Ilaca bagli hepatotoksisite, tiim diinyada saghk alaninda gittikce artan
ciddi saglik sorunu haline gelmeye baslamistir. ABD’de yapilan bazi c¢aligsmalar,
yiiksek doz ilaca bagli hepatotoksisiteyi de iceren karaciger yetmezliginin %50’den
daha fazla oldugunu saptanmistir. Ge¢miste, ilaca bagli hepatotoksisite ile iligkili
olarak meydana gelen hastalik ve oOlimlerden dolayr bircok ilag piyasadan
kaldirilmistir (Russmann ve ark., 2009; Mayhew, 2009; Eren ve ark., 2004).
Karaciger hasarina sebep olan maddeler hepatotoksin olarak adlandirilmaktadir.
Hepatotoksinler “intrinsik™ ve “idiosentratik™ olarak iki sekilde siniflandirilmaktadir.
Intrinsik hepatotoksinler doza bagl tarzda etki gdsterir ve bu yolla meydana gelen
hepatotoksisite intrinsik hepatotoksisite olarak adlandirilir. Doza bagli olmayan
tarzda etki goOsteren hepatotoksinler idiosentratiklerdir. Karaciger yetmezligine
blylk oranda neden olan hepatotoksisite intrinsiktir ve buna en glzel érnek olarak
asetaminofen (APAP ya da parasetamol) verilebilir. Idiosentratik hepatotoksinlere
maruz kalan hasta sayist 1/10000 olarak tespit edilmistir. 1000’den fazla ilag ve
bitkisel Uriinler ise idiosentratik hepatotoksiktir ve akut karacier yetmezliginin

%]10’undan fazlasimi olusturmaktadir (Russmann ve ark., 2009; Castell ve ark.,
1997).

Parasetamol 1960’larda aspirinden daha az toksik, analjezik, antipiretik ajan

olarak artan siklikla kullanilmistir. ABD’de parasetamol toksik ilag alimlarinin en
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yaygin ikinci nedeni arasinda yer almaktadir. Parasetamol toksisitesi saglik
kuruluslarinda 6nemli bir is yuku olusturmak ile beraber yiiksek doz parasetamol
alimima bagli hepatotoksisite diinya ¢apinda onemli bir sorun haline gelmektedir
(Geeta ve ark., 2002). Parasetamol ABD’de en yaygin kullanilan agr1 kesici olup
(Amerikalilarin %36’s1 ayda en az bir defa parasetamol kullanicisidir.) yiiksek doz

aliminda 6liimciil karaciger hasarina yol agmaktadir (Larson ve ark., 2005).

Parasetamole bagli olusan akut karaciger yetmezligi vakalari, 1998’de %28
iken 2003’de %51 olarak tespit edilmistir. Bu hastalar baskin sekilde kadin cinsiyete
(%74) ve beyaz irka mensup olarak goriilmiistiir. Vakalarin biiyiik kisminda alimlar
kasitli olarak olusurken, %8-26 vaka yanlis ilag alimina bagl gelismistir. Yanlislikla
asirt doz parasetamol alan hastalar ¢ogunlukla yasl hastalar olmakla birlikte, daha
siklikla kombinasyon halindeki ilaglar1 kullanicist olmaktadir. Ayrica bu hastalarda
semptomlarin baslangicindan sonra saglik kurumuna basvuruncaya kadar uzun sure
uzamaktadir. Cogunun 6zellikle mevcut agrilari i¢in bu ilaglart kullandiklart yapilan
caligmalarla raporlanmistir. Bu hastalarin kasith sekilde asirt doz alan hastalara gore,
daha fazla oranda ciddi hepatik ensefalopatiye sahip olduklart goriillmektedir.
Yanliglikla asir1 doz alan hastalardan %63’ narkotik parasetamol igerigi bulunan

kombine ilag kullanicist oldugu saptanmustir (Larson ve ark., 2005).

Amerikan Zehirlenme Kontrol Merkezi tarafindan 2003 yilinda 127.000’den
fazla toksik parasetamol maruziyeti tespit edilmistir. Bu maruziyetlerden 65.000
vaka tibbi kurumda tedavi alanlar1 olusturmakta olup bu vakalarin 16.500’iine ise
NAC tedavisi uygulanmistir. Analjezik bir ajanin primer sorumlu oldugu disuntilen,
asir1 doza bagli 214 olim vakasindan 62’sinde parasetamol tek bir ajan olarak

kayitlara gegmistir (Adam ve ark., 2005).
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2.3. Resveratrol

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), diinyada hem ila¢ sanayinde hemde sofralarda
tatlandiric1 olarak kullanilmakta olan 20.000’e yakin bitki ¢esidinin var oldugunu
rapor etmistir. Bunlarin tamamina yakimi igeriginde ugucu yag asidi
barindirmaktadir. Bitki turlerindeki bu ugucu yaglar, mayalarm ve bakterilerin
gelisimlerini Onleyerek yiyeceklerin dogalligin1 korumaya yardimci olmaktadir.
Diinyada pekcok Ulkede eskilerden bu yana bitki 6zltleri alternatif tipta siklikla
kullanilmistir. Tiirkiye’de de eski ¢aglardan bu yana devali olup olmadigi bilinmeden
deneme yanilma yontemiyle yararli goriilen, birgok bitki tlrl c¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmistir. Eski donemlere ait regetelerde bitki adlarina rastlanilmasi,
ilkel caglarda da bitkilerin 6nemli yere sahip oldugunun bir kanitidir. Simdiye kadar,
ticari amagla iiretilen 500’e yakin bitki varligindan soz edilmektedir. Ulkiimizde ilag-
kimya sanayine kayitli 140 bitki ¢esidi bulunmaktadir. Fakat, ila¢ sanayisinde
bitkilerin kesiflerinden ziyade, insanlar arasinda alternatif tipta hastalar1 tedavi etmek
icin faydalanilan bitkilerin sayisinin ¢ok daha fazla oldugu tahmin edilmektedir
(Yigit ve Benli, 2005; Cenet ve Toroglu, 2006).

Dogada en Onemli antioksidanlar fenolik maddelerdir. Bunlar, polifenolik
bilesenler olup, bitkilerin tiim béliimiinde bulunmaktadir. Bitkisel kokenli fenolik
antioksidanlardan en ¢ok bilinenleri flavonoitler, tokoferoller, sinnamik asit tiirevleri,
kumarinler ve fenolik asitlerden olusur. Antioksidanlarin besinlerde bulunan ve
kolay oksitlenen molekdlleri oksidasyondan korudugu bilinir (Javonovic ve ark.,
1984; Shahidi ve Naczk 1995; Moure ve ark., 2001).

Son yillarda, tip ve eczacilik alaninda yaslanmay1 geciktirici 6zellige sahip
olusu, yiiksek duzeyde antioksidan barindirisi ve polifenol yapiya sahip olusu
bakimindan Resveratrol oldukga ilgi gormiistiir (Baxter, 2008). Resveratrol (trans-
resveratrol; trans-3,5,4-trihidroksi-stilben), molekiil yapisi bakimindan bir metilen
kopriisii ile birlesmis 2 aromatik halkadan olusan, stilben ailesinden bir bilesiktir.
Resveratrol naturel bir stilbendir ve nonflanoid olarak en ¢ok bulunan biyolojik aktif

fenoldur. Resveratrol, stilben sentaz enzimi araciligiyla sentezlenir (Mazza, 1995).
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Patojenlere maruz kalma, ultraviyole radyasyona maruziyet, mevsim degisiklikleri,
ozon, agir metaller, abiyotik stres faktorleri ve hava kirliligi, resveratrol sentezini

artiran durumlarin basinda gelmektedir (Ather ve ark., 2007).

Resveratrol, 1940’11 yillarin basinda ilk kez akgopleme bitkisinden (Veratrum
grandiflorum) izole edilmistir. ilerleyen yillarda ise Japonya’da yerel olarak Kojo-
kon (Plygonum cuspidatum) olarak isimlendirilen bitki koklnden izole edilerek, deri
hastaliklar1 ve mantar tedavisinde yaygin olarak kullanildig1 goériilmiistiir (Chachay
ve ark., 2011). Yapilan arastirmalar sonucunda, resvaratroliin tiziimiin kabuk ve dis
kisminda yogun olarak bulundugu goriilmiis olup; bitkiler tarafindan stres, UV
1sinlar1 ve mantarlara karsi koruyucu mekanizma sirasinda iiretildigi kanaatine

varilmistir (Aggrawal ve Shishodia, 2005).

Resveratrol’iin, tiziim disinda, dut, erik, limon, kiraz, yer fistigi, findik gibi
bircok meyve tirlyle birlikte, cerezlerde ve okaliptiis, zambak, ladin, yaban mersini
ve akasya vb. bitkilerde dahil olmak lizere 72 gesit bitki tirinde yogun miktarda
bulundugu gorilmiistir (Dong, 2003). Resveratrol’iin kokeni Hindistan’da
Ayurvedaya dayanmakta olup, alternatif tipta ve geleneksel Cin tibbinda da
kullanildig1 bilinmektedir (Aggrawal ve Shishodia, 2005). Bunun yanisira, kirmizi
sarap tiiketiminin ¢ok fazla oldugu giiney Fransa’da yasayan insanlarda koroner kalp
hastaliklarina bagl o6liimlere diger bolgelere gore daha az rastlanmasinin kirmizi
sarabin igeriginde bol miktarda resveratrol barindiriyor olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Yasanan gelismeler sonucunda, ‘Fransiz Paradoksu’ ismiyle anilan
bu durum Resveratrol’iin yaglarin emilimini azalttigi, kanin pihtilagmasini
engelledigi ve damarlarin elastikiyetini artirarak genislemesine yardimci oldugu

belirtmektedir (Gu ve ark., 2000; Hung ve Nelson, 2000).
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2.4. Avokado Yagi

Avokado 50’ye yakin Ulkede yetistirilmekle birlikte diinya genelinde Uretilmekte
olan 60 gesit tropikal Grinden bir tanesidir (Ploetz, 1994). Avokadonun yetistirilme
alant ve dunyadaki Gretimi bircok meyve gesitinin ¢ok asagilarinda olmasina ragmen,
yiiksek gida degerine ve 6zgun bir tada sahip olmasi sebebiyle dlnyaki tiketici
pazarlarinda diger besinlere nazaran yiksek fiyatlarla alic1 bulabilen besin tlrl olma
Ozelligine sahiptir. Diinya’da en c¢ok avokado Uretimi yapilan iilkeler sirasiyla
Meksika, Brezilya, ABD, Ispanya ve Israil olarak siralanmaktadir (Van zZyl ve
Feraira, 1995). Ulkemiz ise 524 tonluk iretim ile ¢ok diisiik bir avokado uretimine
sahip konumdadir. Avokado yari tropikal iklim bitkisi olmasina karsin, subtropik
iklim meyvelerinin yetistirilebildigi bolgelerde de glvenle yetistirilebilir. Avokado
yetistiriciligini kisitlayan en énemli faktor diisiik sicakliklardir. Tiirkiye’de avokado
yetistirilebilen iller Antalya, Mersin, Mugla ve Adana ile sinirlanmigtir. Tiirkiye’de
avokado bitkisinin ticari amacl yetistiriciligini yayginlastirmak i¢in 1970°1i senelerin
ilk ¢eyreginde FAO (Food and Agriculture Organization) araciligiyla gesitli avokado
fideleri ithal edilmistir.

Avokadonun kendine 6zgu tad: ve aromasiin olusundan dolay1 yagi da
biiyiik 6nem tasimaktadir. Avokado yaginin tek zincirli doymamus oleik asit iceriyor
olmasi, aterosklerotik koroner hastaliklara neden olan kanda dusik yogunlukta
bulunan lipoprotein (LDL) kolesterol seviyesini azaltmasi bakimindan insan saglig
tizerindeki 6nemini artirmaktadir. Bunun diginda, diger besinlere gére daha yiiksek
yogunlukta antioksidan; A, B, E vitaminleri ve yiiksek ¢oziilebilir lif igeriyor olmasi
bakimindan Kalp saghgina koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir. Avokadonun
icerdigi yag nedeniyle gida endiistrisi disinda kozmetik iiriinlerin hazirlanmasinda da

yaygin bir sekilde kullanildigi gorilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Deney Hayvanlan

Calismada kullanilan deney hayvanlari, Burdur Mehmet AKkif Ersoy
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Deneysel Arastirma Merkezi’nden temin
edildi ve aym1 yerde deneysel uygulamalar gergeklestirildi. Bu ¢alismada agirliklari
400-550 gram arasinda degisen Wistar Albino cinsi toplam 30 adet erkek sigan
kullanildi. Siganlar standart 1g1k (12 saat aydinlik/12 saat karanlik), 1s1 (25°C), yeteri
kadar (ad libitium) su ve yem (Yem Kurumu Standart Sican Yemi) ile toplam 4 giin

stireyle beslendi ve deney toplam 5 giinde tamamlandi.

3.1.2. Etik Kurul Onay1

Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 18.09.2019 tarth ve 540 karar no’lu onayi alindiktan sonra deneylere

baslandi.

3.1.3. Kullamlan fla¢ ve Kimyasallar

Parasetamol
Resveratrol
Avokado Yagi

3.2. Yontem
3.2.1. Deney Plam

Calismamizda her bir grupta 6 adet Wistar Albino (400-550 g) cinsi erkek

sigan olmak tizere 5 grup olusturuldu. Gruplar;
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Grup 1: Kontrol (K),

Grup 2: Parasetamol (P) (600 mg/kg, intraperitoneal injeksiyon),

Grup 3: Parasetamol+Resveratrol (RES) (600mg/kg/tez doz +10 mg/kg/giin, oral)
Grup 4: Parasetamol+Avokado yagi (AVO) (600mg/kg/tez doz 200 mg/kg/giin, oral)

Grup 5: Parasetamol+Resveratrol+Avokado yagi (600mg/kg/tez doz+10 mg/kg/giin,
oral+200 mg/kg/giin, oral

Sicanlara, parasetamol uygulamasi tez doz intraperitoneal olarak uygulandi.
Resveratrol ve Avokado yagi uygulamalar1 5 giin siireyle gavaj yoluyla uygulandi.
Deneyin 4. gliniinde yapilan parasetamol uygulamasini takiben 24 saat sonra, yani
deneyin besinci giinii, hayvanlar gruplar halinde i.m. olarak uygulanan %10’ luk
ketamin HCI (Ketalar; Alfamin) ve %2’ lik ksilazin (Alfazin) anestezisi altinda

cerrahi eksanguinasyon ile sakrifiye edildi. Deney plani tablo 3.1’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.1. Deney Plani

Deney Grubu Hayvan Doz Sure
Sayisi

Kontrol 6 i 5 giin

Parasetamol 6 600 mg/kg i.p Parasetamol (tek doz) 4.gin

Parasetamol+Resveratrol 600 mg/kg Parasetamol (tek doz) + ,

6 5 gin

10 mg/kg Resveratrol

Parasetamol+Avokado Yagi 6 600mg/kg Parasetamol (tek doz) + 5 giin
200 mg/kg Avokado Yagi g

Parasetamol+Resveratrol+ 600 mg/kg Parasetamol (tek doz)+

Avokado Yagi 6 10 mg/kg Resveratrol+ 5 gin

200 mg/kg Avokado Yagi

3.2.2. Kan ve Doku Orneklerinin Toplanmasi

Deneyin 5.glnd ratlardan anestezi altinda kesim oncsi intrakardiyak yontemle
alinan kan ornekleri Comet Testi igin K3EDTA’1 tiiplere toplandi. Daha sonra ratlar
servikal dislokasyon yontemiyle 6tenazi edilerek nekropsileri yapildi. Karin bolgesi
acilarak karaciger ornekleri alindi. TAS ve TOS analizleri i¢in doku numuneleri

%0,9’luk salin soliisyonunda yikandiktan sonra temiz kaplara alinarak analizin
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yapilacagi tarihe kadar -80 °C’de saklandi. Histolojik incelemeler icin karaciger doku
ornekleri %10’Iuk notral formaldehit ¢ozeltisi iginde tespit edilip, rutin doku takip
yontemlerinden sonra parafine bloklandi. Histolojik incelemeler i¢in Hematoksilen-

Eozin (H-E) boyama yontemi kullanildi.
3.2.3. Doku Takip Calismalari

En az 24 saat %10 notral formalin soliisyonu igerisinde fiksasyonu saglanan doku
ornekleri, bir gece akan suda yikama islemine tabi tutulduktan sonra sirasiyla

asagidaki islemlerden gegirildi.

a. Suyun dokulardan uzaklastirilmasi (Dehidratasyon)

Dokular dereceli alkollerde sirasiyla belirtilen siirelerde bekletildi.

Alkol derecesi Sure

%50 1 saat bekletildi.
%70 1 saat bekletildi.
%80 1 saat bekletildi.
%90 1 saat bekletildi.
%96 1 saat bekletildi.
%2100 1 saat bekletildi.
%2100 1 saat bekletildi.
%100 1 saat bekletildi.

b. Seffaflandirma
Ksilolde 3-10 dk (Her 3 dk da bir kontrol edilerek islem sonlandirildr).
c. Parafin Emdirme
S1v1 parafin (60 °C etiivde) 30 dk bekletildi.
Kat1 parafin (oda sicakliginda) 1 gece bekletildi.
d. Gomme
Sert parafin, icerisine gdmiilen dokularla bloklar halinde hazirlandi.
e. Kesitalma
Hazirlanan parafin bloklardan kizakli mikrotom kullanilarak 4 mikron

kalinliginda kesitler alindi.
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Histokimyasal degerlendirme igin preparatlara Hematoksilen-Eozin ile rutin

boyama yapildi. Uygulanan boyama protokolii sirasiyla asagida belirtilmistir.

Yapilan islem Sure

1.Deparafinizasyon
A. 60°Cetuv 45 dk bekletildi.

B. Ksilol 20 dk bekletildi.

C. Ksilolll 20 dk bekletildi.
2. Alkol serisi

A) %96 10 dk bekletildi.

B) %90 10 dk bekletildi.

C) %80 10 dk bekletildi.

D) %70 10 dk bekletildi.
3. Distile Su 5 dk bekiletildi.
4. Hematoksilen 2 dk bekletildi.
5. Cesme suyu 5 dk bekletildi, sonra 2-3 tur akan suda yikandi.
6. Asit alkol 3-4 sn
7. Cesme suyu 5 dk bekletildi, sonra 2-3 tur akan suda yikandi.
8. Eozin 2 dk bekletildi.
9. Cesme suyu 5 dk sonra 2-3 tur akan suda yikandi.

10. %70- %80- %90 alkol serisinden sirasiyla batir ¢ikar yaparak gegirildi.
11. Ksilol 1 gece bekletildi.
12. Kapatma (Entellan)

Boyanan ornekler Olympus BX50 tipi binokiler mikroskopta incelendi ve
fotograflar1 ¢ekilerek degerlendirildi.
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3.2.4. Biyokimyasal Calismalar

-80 °C’de saklanan herbir gruba ait karaciger dokulari oda sicakligina
getirildikten sonra ayr1 ayr1 tartilarak 50mM fosfat tamponu (pH 7.4) ile 10 kat diliie
edildi. Janke&Kunkel Ultraturrax T-25 (Almanya) marka doku pargalayici ile ve
daha sonra UW-2070 Bandeun Electronic (Almanya) marka sonikator ile muamele
edilerek homojenizasyon tamamlandi. Doku &rnekleri sogutmali santrifiij ile 10.000

devir/dk, 10 dk. santrifiij edildi ve siipernatani alinarak ependorf tiiplere aktarildi.

Elde edilen supernatanlarda, mikroprotein diizeyleri Beckman Coulter AU
5800 (ABD) otoanalizorii kullanilarak spektrofotometrik olarak ol¢iildii. Rel Assay
Diagnostic Assay kitleri ve MultiskanGO (ThermoFisher Sci., Waltham,
Massachusetts, USA) mikroplaka okuyucu kullanilarak spektrofotometrik yontemle
TAS ve TOS parametreleri calisildi. Sonuglar mikroprotein diizeyine boliinerek

hesaplandi.

Total Antioksidan Status (TAS)

TAS Kiti ile toplam antioksidan durumu 6lculdi (Erel, 2004). Y6ntem, renkli
2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikalin, 6rnekte bulunan
antioksidanlar tarafindan renksiz indirgenmis form olusmasina dayanir. Renkteki bu
degisim 660 nm'de absorbansda spektrofotometrik olarak 6l¢ildi. Metot, E vitamini

analogu Trolox ile kalibre edildi ve veriler mmol Trolox eq./L olarak ifade edilmistir.

Total Oksidan Status (TOS)

TOS kiti ile toplam oksidan durum oél¢tldi (Erel, 2005). Ydntemin ana ilkesi
ornekteki oksidanlarin, selatdre bagl ferrik demir iyonlarini ferroz demir iyonlarina
okside etmesidir. Asidik ortamda bu ferrik iyonlar, kromojen ile renkli kompleks
olusturdu. Spektrofotometrik olarak renk yogunlugu, 530 nm dalga boyunda 6l¢iildi.
Deney, hidrojen peroksit (H202) ile kalibre edildi ve sonuglar umol H202 eq./L

olarak ifade edilmistir.
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Oksidatif Stres indeks (OST)

Oksidatif stres derecesinin bir indikator parametresi olan Oksidatif Stres
Indeksi; Total Oksidan Seviye (TOS — Birimi umol H202 Eqv. / L) / Total
Antioksidan Seviye (TAS — Birimi umol Trolox equivalent/L) seklinde boliinerek
(OSI - Birimi AU) hesaplandi.

3.2.5. Comet YOntemi

3.2.5.1. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Lizis Solusyonu (500 ml stok soliisyon)
2,5 M NaCl
100 mM EDTA
10 mM Trizma base
Tartilip distile su ile 500 ml’ye tamamlandi.
100 ml ¢alisma soliisyonu:
%1 Triton X-100 1ml
%210 DMSO 10 mi
Alkali Elektroforez Tamponu (300 mM NaOH/1mM EDTA)
500 ml elektroforez tamponu:
300 mM NaOH
1 mM Naz EDTA karigtirildi. Distile su ile hacim 500 ml’ye tamamlandi (pH
> 13)
Notralizasyon Tamponu
100 ml Nétralizasyon tamponu:

400 mM Tris HCL’in distile su ile hacmi 100 ml’ye tamamlandi (pH 7,4).
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STOK PBS (1 litre):

NaxHPO4

KCI

KH2PO4

NaCl

Tris HCI

Stok PBS i¢in uygun oranlarda karistirilip hacmi distile su ile 1 litreye
tamamlandi.
NMA

% 1,5 NMA (75 mg NMA, 5 ml 10X PBS iginde)
LMA

% 0,75 LMA (37,5 mg LMA, 5ml 10X PBS iginde)

3.2.5.2. Lamlarin Hazirlanmasi

Lamlar sicak zeminde 1sitildi1 ve sicak kalmasi saglandi. 50 mg (0,05 gr)
normal erime noktasina sahip agaroz (NMA) + 5 ml 1/10 diliie edilmis PBS de
eritildi. Kabarcik kalmayincaya kadar kaynatildi ve 60 °C suda bekletildi. NMA’dan
her bir lama 100 pl dokiilerek lama froti seklinde yayildi ve donmasi i¢in soguk

yuzeyde bekletildi.

3.2.5.3. Deneyin Yapilhsi

Comet analiz ¢alismasi i¢in, 0,5 ml histopaque 1077 + 0,5 ml tam kan yavas
yavasg ilave edildi. 2100 rpm’de 30 dk oda sicakliginda santrifuj edildi. santiirfij

sonrasinda tiipte olusan iki tabaka arasindaki bulanik kistmdan 500 pl ¢ekildi ve 1/10
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dilue PBS (fosfat tamponu) ilave edilerek 1600 rpm 10 dk tekrar santtrfuj edildi. Her
seferinde siipernatan atildi, pelet alindi. Hiicreler ¢ok yogun ise 1/10 PBS ile yeniden
sulandirildi. Daha sonra, 40 mg (0,04 gr) LMA + 4 ml 1/10 diliie PBS de eritildi,
kaynatildi, 37 C su i¢ine alindi. Hiicrelerden 10 pl alind1 ependorf icine yerlestirildi
ve iizerine 90 ul low melting agar (LMA) eklendi. Bu hazirlanan karisimdan 80 pl
alinarak daha 6nceden normal melting agarla (NMA) kaplanmig lamlara yerlestirildi
ve Uzeri lamelle kapatilarak 15 dakika +4 °C de bekletildi. 15 dakikanin sonunda
lameller atilip, lizis soliisyonuna konulup 60 dakika +4 °C de bekletildi. 60 dakikanin
bitiminde, lamlar soguk elektroforez tamponu ile dolu olan tanka yerlestirildi.
Lamlar elekroforezin igine akim ydniinde yerlestirilmistir. Lamlar soguk elektroforez
tamponu ic¢inde karanlik ortamda +4 °C de 30 dk bekletilmistir. Bu islemden sonra,
300 mA-25 V da 25 dk elektroforez tankinda yiiriitme islemi yapildi. islem sonras:
elektroforezden lamlar c¢ikarildi, kagit havlu {izerine alindi ve ndtralizasyon
tamponundan her lama 5’er ml dokiilerek notralizasyonu icin beklendi. Daha sonra,
hiicreleri iceren agaroz jeller yikanmadan oda sicakliginda bir saat kurumaya
birakildi. Hazirlanan lamlar 60 pl Etidiyum bromiir ile boyanarak okuma islemi igin
hazirlandi. Okuma islemi karanlik ortamda florosan 1s1k altinda yapildi. Her numune

cift olarak degerlendirildi.

3.2.5.4. Goruntd Analizi

Numune bagina 100 adet hiicre florosan mikroskobu altinda (Olympus BX 50,
Japan) degerlendirildi. 40X’de skorlama yapildi. (Etidyum bromiir i¢in floresan
mikroskop, 488 nm dalga boyuna getirildi. Degerlendirilen her slayt kodlandi.

DNA kiariklar1 5 kategoride degerlendirildi:
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0= Hasarlanmamus hiicreler,

1= En az hasarlanmis hiicre,

2= Orta hasarlanmis hiicre,

3= Maksimumda az hasarlanmis hiicre,

4= Maksimum kuyruk uzunluguna sahip olan hiicreler ve maksimum hasara
ugramis hiicreler.
Her numunedeki hasarlanma derecesi 0-4 arasi skorlandi ve boylece her numune igin

comet skoru elde edildi.

3.2.6. istatiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS 15.0 ve Install 3.0 yazilimlar1 kullanilarak yapildi.
Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Histolojik analizde yar1 kalitatif
degerlendirme igin Kruskal-Wallis testi kullanildi. ikili grup karsilastirmalari igin
parametrik olmayan Mann-Whitney testi kullanildi. Comet testi, TAS ve TOS
analizlerinde gruplar arasinda karsilastirma i¢in tek yonliit ANOVA (post hoc Tukey

testi) kullanildi. 0.05'in altindaki p degerleri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Histolojik Bulgular

Kontrol grubu ile deney grubuna ait karaciger doku kesitlerinde incelenen
yapisal degisiklikler Refaly ve arkadaslarinin  (2011) yapmis olduklari
derecelendirmeye gore degerlendirildi. Gruplar arasinda gozlenen degisikliklerin "p’

degerleri Tablo 4.1°de verildi.

Koyu renkte boyananlar anlamli (p<0.05), digerleri anlamli olmayan
(p>0.050lan) gruplardir.
I. Grup: Kontrol,
I1. Grup: Paresetamol,
I11. Grup: Paresetamol + Resveratrol,
IV. Grup: Paresetamol + Avokado,

V. Grup: Paresetamol + Resveratrol + Avokado
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Tablo 4.1. Karaciger Dokularinin Histolojik Skorlamasi (Mann Whitney U Testine
Gore P Degerleri)

Hepatositler Hepatosit- Portal Hemora- Sindizoi- Vaski- Makro-
de Granuler lerde Alanda ve jik dal ler Mikro
% ve Vakuoler Piknotik Parankim-  Alanlar Dilatas- Konjes Veziki-
5 Dejeneras-  ve Hiper de yon -yon ler
D yon Kromatik  Mononuk- Yaglan-
% Cekirdek- leer Hicre ma
ler infiltrasyo-
lar
I - - - - - - +
] +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++
11 ++ ++ ++ +++ + + ++
v ++ ++ +++ +++ ++ ++ ++
V + + + ++ + + ++
I-11 P=0.002 P=0.001 P=0.002 P=0.002 P=0.002 P=0.00 P=0.007
2
I-  P=0.006 P=0.002 P=0.005 P=0.002 P=0.002 P=0.00 P=0.007
11 6
I- P=0.004 P=0.002 P=0.003 P=0.001 P=0.003 P=0.00 P=0.007
v 2
I-vV  P=0.006 P=0.002 P=0.005 P=0.002 P=0.006 P=0.00 P=0.003
2
11-  P=0.014 P=0.014 P=0.005 P=0.847 P=0.027 P=0.02 P=1
11 1
11-  P=0.014 P=0.005 P=0.461 P=0.523 P=0.841 P=0.04 P=1
v 1
11-  P=0.014 P=0.005 P=0.005 P=0.032 P=0.027 P=0.02 P=0.093
Vv 7
- P=0.221 P=0.784 P=0.042 P=0.461 P=0.005 P=0.00 P=1
v 5
11-  P=0.014 P=0.014 P=0.005 P=0.039 P=1 P=0.65 P=0.093
\% 2
IvV- P=0.221 P=1 P=0.042 P=0.027 P=0.027 P=0.02 P=0.093
\% 7

Deneysel parametrelerin histolojik (yapisal) degerlendirmesi skorlandu:
- (negatif skor): Higbir yapisal degisikligin olmamasi,

+ (1 pozitif skor): Hafif derecede,

++ (2 pozitif skor): Orta derecede,

+++ (3 pozitif skor): Ciddi derecede yapisal degisikligi ifade etmektedir.

32



Kontrol grubu ratlarinin (Grup 1), karaciger doku kesitlerinin histolojik

incelenmesinde, normal histolojik yapilar disinda herhangi bir bulguya rastlanmada.

Parasetamol verilen deney grubu ratlarmin (Grup II), karaciger dokular
incelendiginde kontrol grubuna kiyasla; hepatositlerde grantler ve vakuoler
dejenerasyonlar, piknotik cekirdekler, portal alanda ve parankimde mononiklear
hiicre infiltrasyonlari, hemorajik alanlar, sinizoidal dilatasyonlar, vaskiler

konjesyonlar, makro ve mikro vezikiiler yaglanmalar g6zlendi (p<0,05).

Parasetamol ile Resveratrol verilen grupta ise (Grup I1l) Parasetamol verilen

gruba (Grup II) kiyasla histopatolojik bulgularda iyilesme gozlendi.

Parasetamol ile Avokado verilen grupta ise (Grup 1V) Parasetamol verilen
gruba (Grup II) kiyasla histopatolojik bulgularda iyilesme gozlendi fakat bu iyilesme

Resveratrol verilen (grup III) gruba kiyasla daha az oranda idi.

Parasetamol, Resveratrol ve Avokado birlikte verilen grupta ise (Grup V)
Parasetamol verilen gruba (Grup II) kiyasla histopatolojik bulgularda iyilegsme
gozlendi ve bu iyilesme grup III ve grup IV’ e kiyasla daha fazla oranda idi.
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KONT.

P+RES.

P+AVO.

Sekil 4.1. Kontrol ve deney gruplarina ait karaciger dokusu 6rnekleri. a-al: Kontrol
(Kont, grup I) grubuna ait drneklerde, herhangi bir histopatolojiye rastlanmamustir.
b-bl: Parasetamol (P, grup Il) verilen gruba ait 6rneklerde, hepatositlerde graniler
ve vakuoler dejenerasyonlar (sar1 ok basi), piknotik cekirdekler (siyah ok basi),
portal alanda ve parankimde mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 (Siyah ok),
hemorajik alanlar (kirmiz1 ok), siniizoidal dilatasyonlar (sar1 ok), vaskiler
konjesyonlar (mavi ok), vakuollerde yaglanmalar (kirmizi ok basi) gézlenmistir. c-
cl: Parasetamol ile Resveratrol (P+RES, grup Il1) verilen gruba ait 6rneklerde, grup
I’ ye kiyasla bulgularda azalma gozlenmistir. d-d1: Parasetamol ile Avokado
(P+Avo, grup IV) verilen gruba ait 6rneklerde, grup II’ ye kiyasla bulgularda azalma
gozlenmistir fakat bu azalma grup II’ deki kadar fazla degildir. e-el: Parasetamol,
Resveratrol ve Avokado birlikte (P+Res+Avo, grup V) verilen gruba ait drneklerde,
grup I’ ye kiyasla bulgularda azalma gozlenmistir, grup III ve grup IV ile
kiyaslandiginda en fazla iyilesme bu grupta gézlenmistir (a-b-c-d-e; x20, al-bl-cl-
dl-el; x40, H-E).
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

4.2.1. Karaciger dokusunda TOS, TAS ve OSI duzeyleri

Deney gruplaria ait karadiger dokusu TAS, TOS ve OSI analiz sonuglari

Tablo 4.2°de verildi.

Tablo 4.2. Deney gruplarina ait TOS, TAS ve OSI parametrelerinin analizi.

TOS (umol/L) TAS (mmol/L) OSl (AU)
" Ortalama Ortalama Ortalama
Orneklem +SD P +SD P +SD P
Grup | 20,92+2 55 **p=0.000 1,2240,12 17,26£2,87  **p=0.000
Grup 11 46,4615,47 *p=0.000 1,08+0,09 42,88+4,16  *p=0.000
Grup 111 25,18+1,62 **p=0.000 1,274£0,09 **p=0.031 19,88+2,10  **p=0.000
Grup IV 31,19+2,75 **p=0.000 1,24+0,04 25,1743,02  **p=0.000
Grup V 30,02+2,65 **p=0.000 1,28+0,10 **p=0.011 23,31+1,02 **p=0.000

Veriler ortalama ve standart sapma olarak sunuldu. Gruplar arasindaki karsilastirmada one way
ANOVA (post hoc Tukey testi) kullanildi. *p: Kontrol grubuna, **p: Parasetamol grubuna gore
kiyaslama. Group I: kontrol, Group II: Parasetamol, Group III: P+Resveratrol, Group 1V: P+Avakado,

GroupV: P+Res+Auv.
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TOS (umol/L)

a0

40 -

3 *
30 BTOS (pmolfL)
2
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0 . . .

Grup | Grup Il Grup Il Grup v Grup V

(=]

=

Sekil 4.2. Gruplararas1 karaciger TOS diizeyleri. Grup I: Kontrol, Grup II:
Parasetamol, Grup Ill: P+RES, Grup IV: P+AVO, GroupV: P+RES+AVO. Kontrol
grubuna kiyasla parasetamol grubunda TOS seviyesi anlamli olarak artmigtir
(p=0,000). Parasetamol grubunu P+RES, P+AVO ve P+RES+AVO gruplan ile
kiyasladigimizda TOS seviyesinin anlamli olarak distiigii goriilmistiir (p=0,000,
bitiin gruplarda).

TAS (mmol/L)

1,6
1.4 * *
1,2

1
0.8 1 = TAS (mmol/L)
06 -
0,4
0,2

o | | |

Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup V

Sekil 4.3. Gruplararas1 karaciger TAS diizeyleri. Grup 1. Kontrol, Grup II:
Parasetamol, Grup Ill: P+RES, Grup IV: P+AVO, GroupV: P+RES+AVO. TAS
seviyelerinin ise parasetamol grubuna kiyasla P+RES ve P+RES+AVO gruplarinda
anlamli olarak arttig1 goriilmistiir (sirasiyla, p=0,031 ve p=0,011).
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Sekil 4.4. Gruplararasi karaciger OSI diizeyleri. Grup 1. Kontrol, Grup II:
Parasetamol, Grup Ill: P+RES, Grup IV: P+AVO, GroupV: P+RES+AVO. Kontrol
grubuna kiyasla parasetamol grubunda OSI seviyesi anlamli olarak artmistir
(p=0,000). Parasetamol grubunu P+RES, P+AVO ve P+RES+AVO gruplar ile
kiyasladigimizda OSI seviyesinin anlamli olarak distiigii goriilmiistiir (p=0,000,
bitiin gruplarda).
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4.3. DNA Hasarn

Gruplarda DNA  hasarmin  degerlendirilmesi comet yoOntemi ile
gergeklestirildi. Comet skoru analiz degerleri i¢in gruplar arasinda fark anlamh

olarak bulundu (p=0.000). Gruplara ait istatiksel hesaplamalar Tablo 4.3’de sunuldu.

Tablo 4.3. Gruplara ait comet skoru analizi.

Comet Skoru Birim Degeri

Gruplar Ortalama +SD P degeri

K 127,00 + 68,61

P 279,33 + 43,67 *p=0.000
P+RES 177,66 + 30,57 **p=0.008
P+RES+AVO 145,83 + 34,68 **p=0.001
P+AVO 256,33 £ 48,51 **p=0.914

Veriler ortalama ve standart sapma olarak sunuldu. Gruplar arasindaki karsilatirmada one way
ANOVA (post hoc Tukey testi) kullanildi. *p: Kontrol grubuna goére kiyaslama. **p: P grubuna gore
kiyaslama. K: kontrol, P: Parasetamol, RES: Resveratrol, AVO: Avakado

Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda, P grubunda comet skoru anlamli
olarak arttti (p=0.000). P grubuna gore kiyaslamada P+RES grubunun ve
P+RES+AVO grubunun comet skoru anlamli olarak azaldi (sirasiyla, p=0.008,
p=0.001). P+AVO grubunun comet skoru P grubuna goére azald1 fakat fark anlaml
olarak bulunmadi (p=0.914).
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Sekil 4.5. Comet yontemi ile DNA hasarinin degerlendirilmesi. (A) Kontrol grubu
(Grup 1), (B) Parasetamol (Grup II) (C) P + RES (Grup I1II), (D) P + AVO (Grup V)
(E) P+ RES + AVO (Grup V ). Hasar derecesine gore hiicreler, hasarsiz (gd¢memis)
ve ciddi sekilde hasar gormiis (DNA gdgii) olmak iizere bes kategoriye (0, 1, 2, 3, 4)
siniflandirildi.
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5. TARTISMA

Insan bedeninin en o6nemli hayati fonksiyonlarini vyiiriiten karaciger,
metabolizmadaki  fonksiyonlar1 nedeniyle asir1 doz alimmna bagh ilag
zehirlenmelerinde direkt etkiye ugrayan bir organdir. Ilag toksisitesi ile gelisen
karaciger hastaliklar1, akut, kronik, fulminan hepatit, siroz ve tiimor gibi ¢ok farkl
klinik tablolarla karsimiza cikabilmektedir. ilag¢ kullanimina bagli meydana gelen bu
hastaliklarin nedeninin hepatotoksisite devaminda olusan immiin reaksiyonlar oldugu
distintillir.  Hepotoksisitenin  patofizyolojisinin  belirlenmesi ve etkin tedavi
yontemlerinin gelistirilmesi 6liim riskini 6nemli 6l¢iide azaltmak bakimindan 6énem
arz etmektedir (Holt ve Ju, 2006). ila¢ indiiklemesi neticesinde ani gelisen karaciger
harabiyetinin %39’undan parasetamol sorumluyken %13’lik kisminin da baska

ilaglar neticesinde olustugu belirtilmektedir (Hinson ve ark, 2010).

Yapmis oldugumuz ¢alismada parasetamol ile olusturulmus akut
hepatotoksisite de giiglii bir antioksidan olan Resveratrol’tin ve antioksidan
ozelliklere sahip ayni zamanda da saglikli yag deposu olarak bilinen Avokado
Yagi’nin birlikte kullanim1 ve tek baslarina kullanimi ile yiiksek doz parasetamoliin
olusturdugu karaciger hasar1 tizerindeki etkileri arastirildi. Parasetamol analjezik ve
antipiretik bir ajan olarak klinikte en yaygin kullanilan ilaglarin baginda yer
almaktadir. Ancak yiiksek dozlarda kullanildiginda parasetamoliin insanlarda ve
deneysel hayvan modellerinde karaciger hasarina neden oldugu yapilan deneyler

sonucunda ortaya konulmustur (Karakus ve ark., 2013; Uzkeser ve ark., 2012).

Ingiltere’de 7000 anne ile birlikte yapilan bir ¢aligmada annelerin %84 (n{n
¢ocuklarina dogumdan sonraki ilk 6 ayda parasetamol verdigi goriilmiistiir (Hawkins
ve Golding, 1995). Yetiskin bireylerin haricinde bebeklerde de parasetamol
kullanim1 dikkat ¢ekmektedir. Parasetamoliin kolay erisilebilir bir ilag olmasi, bu
denli yaygin, genis bir kitlede ve yiiksek doz kullanilmas yiiksek bir hepatotoksisite

riski olusturmaktadir.

Parasetamol toksisitesi saglik kuruluslarmin, &zellikle de acil servislerin

onemli bir is yiikiini olusturmakta olup, yiiksek dozda parasetamol alimina bagl
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hepatotoksisite dinya genelinde dnemli bir sorun haline gelmektedir (Gyamlani ve
Parikh, 2002).

Resveratrol, saglik alaninda son yillarda oldukga ilgi goren, yaslanma karsiti
ozelligi tespit edilmis giiclii bir antioksidan ve polifenol bilesik olma ozelligine
sahiptir (Baxter, 2008). Resveratrol (trans-resveratrol; trans-3,5,4-trihidroksi-stilben),
molekiil yapisi bakimindan bir metilen kopriisii ile birlesmis 2 aromatik halkadan
olusan, stilben ailesinden bir bilesiktir (Mazza, 1995). Calismamizda etkinligini
arastirdigimiz bir diger iiriin olan avokado yag: ise kendine 6zgu tadi, aromas: ve
faydalar1 bakimindan halk arasinda siklikla kullanilmaktadir. Avokado yaginin tek
zincirli doymamis oleik asit igeriyor olmasi, atherosklerotik kalp hastaliklarina neden
olan kandaki dusiik yogunluktaki lipoprotein (LDL) kolesterol seviyesini azaltmasi
bakimindan onun insan sagligi lizerindeki Onemini artirmaktadir. Ayrica, diger
besinlerden daha yuksek yogunlukta antioksidan; A, B, E vitaminleri ve yiksek
cozulebilir lif icerigi ile kalp saghgina koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir. TUm bu
bilgiler 15181nda bizde yapmis oldugumuz bu ¢alismada, toplum sagliginda yaygin bir
yeri olan parasetamol kaynakli akut karaciger toksisitesinde Resveratrol ve Avokado

Yagi’nin koruyucu olabilecegini diislindiiglimiiz etkilerini arastirmay1 amagladik.

Parasetamol primer olarak karacigerde metabolize edilmektedir. Tedavi edici
dozlarda kullanilan parasetamol; major metabolitleri olan, toksik olmayan ve idrarda
atilabilen, glukuronik asit-siilfat konjugatlar1 olarak elimine edilir. Parasetamoliin
yalmiz kiigiik bir boliimii (%5 den azi) CYP P450 enzim sistemi (CYP2E1 ve
CYP1A2 izoenzimleri) tarafindan oksidatif yolla toksik etkiler olusturan oldukca
reaktif bir 0rin olan NAPQI metabolitine ¢evrilir. Normal kosullarda bu toksik
reaktif metabolit rediikte GSH tarafindan detoksifiye edilir. Ancak parasetamoliin
yuksek dozlarda alinmasi konjugasyon yolunun doyuma ulagsmasina ve buna bagl
olarak da oksidatif strese karsi en 6nemli hiicresel savunma molekullerinden biri olan
GSH’ da azalma ve toksik reaktif metabolitlerin olusumunda artisa ve dokunun zarar
goérmesine neden olur (Corcoran ve ark., 1980). Anlatilan bu isleyis parasetamol ile
olusturulan karaciger toksisitesi i¢in ana neden olarak kabul gormektedir (Bessems

ve Vermeulen, 2001).
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Genellikle yiiksek doz parasetamol aliminin 72-96 saat sonrasinda fulminan
hepatik toksisitesi olusur. Bunun sonucu olarak karaciger transaminazlarinda énemli
Olcide artis gozlenir. Nekroz ve membran hasar1 transaminazlarin dolasima
sizmasina neden olur. Bu sebepten karaciger hasari olusmasit durumunda enzimlerin
seviyelerindeki yiikselme kaginilmazdir. Enzim seviyelerindeki bu artis hiicre zarimin
fonksiyonel biitiinliigiiniin bozulduguna dair bir gostergedir (Drotman ve Lawhorn,
1978).

Parasetamoliin yiikksek doz alimma bagh gelisen oksidatif stresin
gerceklesmesine aracilik eden NAPQI“nin, GSH diizeylerinde diisiise ve bu disiise
bagli olarak lipit peroksidasyonunda artmaya neden oldugu bilinmektedir (Bernuau
ve ark., 1986). Soyle ki, normal sartlar altinda NAPQI GSH"a baglanir ve GSH
tarafindan etkisiz hale getirilir. Toksisite durumunda ise GSH depolarini tiiketen
NAPQI GSH"a baglanamayarak serbest kalir ve kovalent bagiyla hiicredeki
proteinlere baglanir. Boylece sentrobiiler hepatik nekroz olusumunun yanm sira GSH
diizeylerinin azalmasi lipit peroksidasyonunun artmasina neden olur. Literatiir
arastirmalarinda parasetamole bagli hepatotoksisitenin patofizyolojisinde karaciger
dokusundaki GSH depolarinin tiikkenmesinin roltnu g0steren birgok makale

bulunmaktadir.

Parasetamol toksisitesine bagli olusan karaciger nekrozu sadece enzimatik
degigikliklere degil, karaciger histopatolojisinde de degisikliklere neden olmaktadir.
Parasetamol yiiksek doz alimi ile sentrolobiiler nekroz gelismektedir (Mitchell ve
ark., 1973). Parasetamol ile indiiklenen karaciger toksisitesi ve ilgili konjesyonun
patogenezi ¢cok dnceki calismalarda karakterize edilmistir (Mitchell ve ark., 1973).
Simdiye kadar yapilan arastirmalarda asetaminofenin hepatositlerde yaygin vaskiiler
dejeneratif degisikliklere yol actig1 ve sentrilobiiler nekroz olusturdugu gorilmiistiir.
Kuvandik G. ve arkadaslari ratlarda parasetamol ile olusturduklari hepatotoksisite
modelinde sentrilobiiler hepatik nekroz ve orta diizeyde sintizoidal konjesyon
saptadiklar1 gibi toksisite olusturulan grupta sentral ven etrafinda sinuzoidal daralma
ve ayrica sitoplazmik farklilasmalarin diger gruplara gore oldukca fazla oldugunu

gostermislerdir (Kuvandik ve ark., 2008).
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Parasetamol ile karaciger toksisitesi olusturulmus baska bir calismada
Moringa Oleifera isimli bir maddenin antioksidan ve hepatoprotektif etkileri
arastirtlmistir. Yapilan bu ¢alismada parasetamol ile zehirlenme olusturulan gruptaki
ratlardan alinan karaciger kesitlerinde yapilan histopatolojik incelemede; masif
notrofil, sinuzoidal dilatasyon, sentrolobller hepatosit dejenerasyonu ve lenfosit
infiltrasyonu gosterilmistir (Fakurazi ve ark., 2008).

Ko ve arkadaslarmin parasetamol ile olusturulan karaciger hasarina karsi
Silene Aprica isimli antioksidan bir maddenin koruyucu etkilerini arastirdiklari
calismalarinda alinan karaciger kesitlerindeki histopatolojik incelemede parasetamol
toksisitesi olusturulan grupta diffiiz nekroz alanlari, sinusoidal konjezyon ve lenfosit

infiltrasyonu gosterilmistir (Ko ve ark., 2002).

Bizim ¢alismamizda da parasetamol ile yapilan deneysel ¢alisma sonuglarini
destekler sekilde 600 mg/kg dozunda 4. giin tek doz intraperitonel yolla uygulanan
parasetamol ile toksisite olusturulan deney grubunun karaciger dokulari
incelendiginde kontrol grubuna kiyasla; hepatositlerde graniiler ve vakuoler
dejenerasyonlar, piknotik cekirdekler, portal alanda ve parankimde mononiklear
hiicre infiltrasyonlari, hemorajik alanlar, sintzoidal dilatasyonlar, vaskiler
konjesyonlar, makro ve mikro vezikiiler yaglanmalar gozlenmistir. Bu sonuglar,
Ahmad ve ark. (2019) ve Akgin ve ark. (2015) yapmis olduklar1 ¢aligmalarin
sonuglari ile de uyumludur. Tek basina resveratrol ve tek basina avokado ile 6n
uygulama yapilan gruplarda parasetamol grubuna gore karaciger hasarinin azaldigi
goriilmiistiir. Ancak resveratrol tek basmna bu gelismeyi daha iyi bir diizeyde
saglarken avokado yagi bu anlamda yeterli olarak bulunmamustir. Bu sonuglar,
yuksek doz parasetamoliin olusturdugu karaciger doku hasarina karsi resveratroliin
koruyucu etkilerini gosteren Elbe ve ark. (2017) yapmis oldugu caligmanin sonuglari
ile uyumlu olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda, calismamizda resveratrol ve
avokado yagmin birlikte uygulandigi grupta diger gruplara kiyasla en iyi duzeyde

koruyucu etkiler belirlenmistir.
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Canl1 dokularda stirekli olarak kontrollii bir sekilde serbest oksijen radikalleri
ve antioksidanlar Gretilmektedir. Oksidatif stres, serbest radikal olusumunun artmasi
ve antioksidan savunmasinin azalmasi ile oksidan / antioksidan dengesinin oksidan
lehine gecmesiyle meydana gelir. Uzaklastirilamayan oksidanlar, hiicre membranda
yer alan lipidlerin ve hilcrenin g¢esitli fonksiyonel ve yapisal proteinlerinin
parcalanmasina sebep olur. Oksidatif stresin artmasi ve dolayisiyla antioksidan
savunma sisteminin zayiflamasi da parasetamole bagli karaciger hasarinda énemlidir.
Bu nedenle, bu ¢alismada antioksidan parametre olarak TAS ve oksidatif parametre
olarak TOS arastirilmistir. Bu ¢alismada antioksidan aktivite gosteren TAS diizeyi
parasetamol grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak diisilk bulunurken,
oksidatif aktiviteyi gosteren TOS duizeyi kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksek
¢ikmis, bu da oksidatif hasarin parasetamol indikli hepatotoksisiteden sorumiu
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, oksidatif hasarin mekanizmasini

tam olarak anlamak i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ vardir.

Son yillarda, in vivo hayvan modellerinde parasetamol kaynakli
hepatotoksisitenin dnlenmesi ve tedavisi i¢in dogal iirtinlerin kullanimi1 ¢ok popiiler
hale gelmistir (Ahmad ve ark., 2019; Raskovi¢ ve ark., 2017; Galal ve ark., 2010;
Caligkan ve ark., 2016). Bu drinler arasinda bulunan resveratroliin giiglii bir
antioksidan oldugu gosterilmistir. Resveratrol (3,5,4'-trihidroksi-trans-stilben), gesitli
bitki tiirleri ve kirmizi sarapta bulunan bir polifenol fitoaleksindir. Klinik 6ncesi
caligmalar, resveratroliin kardiyovaskiiler hastalik, diyabet, kanser ve nérodejeneratif
hastaliklar dahil bir dizi hastalik modelinde koruyucu etkileri oldugunu gdstermistir
(Baur ve Sinclair, 2006; Juhasz ve ark., 2010). Calismalar arasindaki tutarsizlik ve
celiskili bilgilere ragmen, klinik ¢alismalarda da bazi faydali etkiler gozlemlenmistir
(Novelle ve ark., 2015). Resveratrol'iin etki mekanizmalari olduk¢a karmasiktir.
Bunlarin arasinda, antioksidan o6zellikleri, resveratroliin sagligin iyilestirilmesine
onemli Ol¢iide katkida bulunmasidir (Xia ve ark. 2017). Resveratrol'in ROS'a ve
inflamatuar sitokinlerin neden oldugu karaciger hasarma kars1 koruyucu bir etki
sagladig1 ve hepatik lipid peroksidasyonunu azalttig1 gosterilmistir (Dalaklioglu ve

ark., 2013). Diger calismalarda, Resveratrol'iin farkli karaciger yaralanmalarinda
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faydali tesirleri oldugu gorilmiistiir (Elbe ve ark., 2018; Chan ve ark., 2011; Tunali-
Akbay ve ark., 2010; Lee ve ark., 2010).

Calismamizda Parasetamol uygulanan grupta hepatotoksisiteye bagli olarak
TAS diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde diistiigii, Resveratrol, Avokado
yag1 ve Resveratrol + Avokado yagi uygulamasinin ise bu diisiis diizeylerini kontrol
grubuna yakin bir diizeye yiikselttigi goriilmiistiir (p <0.05 ). Ancak bu gruplar
arasinda en az etki avokadonun tek basina uygulandigi grupta goriildii. Bu sonug,
resveratrol ve avokado yagi kombinasyonunun parasetamol kaynakli
hepatotoksisitede  koruyucu Ozelliklere sahip oldugunu desteklemektedir.
Parasetamol uygulanan grupta hepatotoksisiteye bagli olarak TOS dizeylerinin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi ve Resveratrol, Avokado yagi ve
Resveratrol + Avokado yagi uygulamasiin bu artiglari istatistiksel olarak kontrol
grubuna yakim bir diizeye disiirdiigii gortldii (p <0.05). TOS analizlerinde, tek
basina avokadonun etkinligi diger gruplara gére daha diisiiktii. Daha 6nce yapilan
caligmalar, kontrole gore parasetamol doz asiminda TOS ve OSI'nin arttigini ve
TAS'!m azaldigin1 gostermektedir. Bu ¢alismalarda kullanilan antioksidan maddelerin
parasetamoliin neden oldugu oksidatif stresi azalttig1 da tespit edilmistir (Ahmad ve
ark., 2019; Gundiiz ve ark., 2015; Khodeary ve Morsy, 2019; Hussain ve ark., 2019)

Bu calismada, DNA hasarinin belirlenmesi i¢in kullanilmis oldugumuz comet
yonteminin analiz sonuglari siganlara yiiksek doz parasetamol uygulamasinin,
kontrol grubuna kiyasla kan lenfositlerinde DNA hasar1 ve apoptozun gdstergesi olan
kuyruk uzunlugunu arttirdigini  gostermistir. Bu  sonuglar, parasetamoliin
genotoksisitesini bildiren dnceki ¢aligmalarla uyumludur (Engy ve ark. 2015; Dybing
ve ark. 1984; Oshida ve ark., 2008). Ancak bizim ¢alismamizdan farkli olarak bu
caligmalarda karaciger dokusunda DNA hasar1 degerlendirilmistir. Parasetamol
uygulamasindan 6nce Resveratrol ve Avokado yagi ile tek basina ve kombine olan
uygulamalar DNA hasarinmi azaltti. Bu etkinin serbest radikallerin azalmasina bagh
oldugu diisiinilmektedir. Avokado yaginin tek basina DNA hasarindan korunmada
yeteri kadar etkili olmadigi belirlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapmis oldugumuz caligsmada, ratlarda parasetamol ile olusturulan karaciger
hasarinda, antioksidan 6zellikleri oldugu bilinen Resveratrol ve Avokado Yagi’nin
toksisiteye karsi koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaciyla deneysel hayvan modeli
olusturulmus ve karaciger dokularinda histopatolojik bulgular, TAS ve TOS

seviyeleri ve DNA hasar1 agisindan degerlendirmeler yapilmistir.

Ozetle, bu galisma, resveratrol ve avokado yagmin birlikte 6n uygulamasimin,
parasetamole bagli karaciger hasarina karst Onemli Olgiide korudugunu
gostermektedir. Antioksidan sistemin bozulmasi ve artan ROS seviyeleri,
karacigerde toksik hasar olusumunu etkiler. Burada ana koruyucu etki, hem
resveratrol hem de avokado yagi ile birlikte siiperoksitlerin dogrudan
uzaklastirilmasina ve zayiflatilmis ROS olusumuna bagh gibi goriinmektedir. Ancak,
bu etki mekanizmasinin aydinlatilabilmesi i¢in daha ileri calismalara ihtiyag
duyulmaktadir. Sonug olarak, elde ettigimiz bulgular 1s18inda resveratrol ve / veya
resveratrol + avokado yaginin, karaciger hasarina kars1 giivenli ve etkili bir alternatif

koruyucu ajan olarak kullanilabilecegi diislincesindeyiz.

46



KAYNAKLAR

Abdel Wahhab A, Nada A, Arbid M (1999). Ochratoxicosis: Prevention of
developmental toxicity by L-m methionine in rats m. Journal of applied toxicology,
J. Appl. Toxicol., 19, 7- 12.

Adam K R, Norvell J, Eldridge D L (2005). Updates on Acetaminophen Toxicity
39. Med Clin N Am., 89, 1145-1159.

Aebi H (1984). Catalase in vitro. Enzymol. 105, 121-126.

Ahmad MM, Rezk NA, Fawzy A, Sabry M, 2019. Protective effects of curcumin
and silymarin against paracetamol induced hepatotoxicity in adult male albino rats.
Gene. 712: 143966.

Akgun E, Boyacioglu M, Kum S, 2020. The Potential Protective Role of Folic Acid
against Acetaminophen-Induced Hepatotoxicity and Nephrotoxicity in Rats.
Experimental Animals. https://doi.org/10.1538/expanim.20-0075

Alfio B, Anna F, Alessandra O, Guerzoni S, Tacchi R, Leone S (2006).
Paracetamol: New vistas of an old drug. CNS Drug Reviews 2006, 12, 250-275.

Andrade RJ, Lucena MI, Fernandez MC (2005). Drug induced liver injury: an
analysis of 461 incidences submitted to the Spanish registry over a 10-year period.
Gastroenterology., 129, 512-521.

Bass NM (2003). Drug-Induced Liver Disease. In: Friedman S, McQuaid K,
Grendell, eds. Current Diagnosis and Treatment in Gastroenterology. 2nd ed. New
York, NY: McGraw-Hill Professional., 10, 664-79.

Bausinger J, Speit G (2016). The impact of lymphocyte isolation on induced DNA
damage in human blood samples measured by the comet assay, Mutagenesis. 31
(2016), 567-572.

Batt AM, Ferrari L (1995). Manifestations of chemically induced liver damage.
Clin Chem., 41, 1882-1887.

Baur JA, Sinclair DA, 2006. Therapeutic potential of resveratrol: the in vivo
evidence. Nat Rev Drug Discov. 5(6):493-506.

Baxter RA (2008). Anti-aging properties of resveratrol: review and report of a
potent new antioxidant skin care formulation. J Cosmet Dermatol., 7, 2-7.

Bektur N (2012). Silymarin’in Asetaminofen (Parasetamol) Kaynakli Karaciger ve
Bobrek Toksisitesi Uzerine lyilestirici Etkisi. 1, 4.

Benson GD, Koff RS, Tolman KG (2005). The therapeutic use of acetaminophen in
patients with liver disease, Am J Ther, 12, 133-141.

47



Bernuau J, Rueff B, Benhamou JP (1986). Fulminant and subfulminant liver
failure: definitions and causes. Semin Liver Dis., 6, 97-106.

Bertolini A, Ferrari A, Ottani A, Guerzoni S, Tacchi R, Leone S (2006).
Paracetamol: new vistas of an old drug. CNS Drug Rev., 12, 250-275.

Bessems JG, Vermeulen NP (2001). Paracetamol (acetaminophen)-induced
toxicity: molecular and biochemical mechanisms, analogues and protective
approaches. Crit Rev Toxicol., 31, 55-138.

Bolton JS, Bowen JC (1986). Biliary sclerosis associated with hepatic artery
infusion of floxuridine. Surgery, 99, 119-122.

Boobis AR, Seddon CE, Nasseri-Sina P, Davies DS (1990). Evidence for a direct
role of intracellular calcium in paracetamol toxicity. Biochem Pharmacol., 39, 1277-
1281.

Brodie BB, Axelrod J (1948). The fate of acetanilide in man. J Pharma Exp
Therapeutics., 94, 29-38

Broulac-Sage P, Balabaud C (2004). Toxic and drug induced disorders of the liver.
In Odze R, Goldblum J, Crawford J eds. Surgical Pathology of the GI tract, Liver,
Biliary tract and Pancreas. Philadelphia: Saunders, 1, 833-61.

Brunt E, Clouston A (2004). Advanced liver pathology: Current
contreversies/advances. Pathology International, 54, 287-302.

Brunton LL (2009). Goodman & Gilman tedavinin farmakolojik temeli. Nobel Tip
Kitabevi, Istanbul, 2009, Bélim IV, 27, 671-716.

Chachay VS, Kirkpatrick CM, Hickman 1J, Ferguson M, Prins JB, Martin JH
(2011). Resveratrol--pills to replace a healthy diet? Br J Clin Pharmacol., 72(1), 27-
38.

Chan CC, Cheng LY, Lin CL, Huang YH, Lin HC, Lee FY, 2011. The protective
role of natural phytoalexin resveratrol on inflammation, fibrosis and regeneration in
cholestatic liver injury. Mol Nutr Food Res. 55 (12):1841-1849.

Chen CY, Wang YF, Huang WR, Huang YT (2003). Nickel induces oxidative
stress and genotoxicity in human lymphocytes. Toxicol Appl Pharmacol. 2003;
189(3), 153-159.

Clissold SP (1986). Paracetamol and phenacetin. Drugs, 4, 46-47.

Collins AR (2014). Measuring oxidative damage to DNA and its repair with the
comet assay. Biochimica et Biophysica Acta, 1840,794-800.

48



Corcoran GB, Mitchell JR, Vaishnav YN, Horning EC (1980). Evidence that
acetaminophen and N-hydroxyacetaminophen form a common arylating
intermediate, N-acetyl-p-benzoquinoneimine. Molecular pharmacology, 18, 536-
542.

Cahskan D, Koca T, Dogu¢ DK, Ozgocmen M, Ak¢am M, 2016. The protective
effect of pomegranate juice in paracetamol-induced acute hepatotoxicity in rats. Turk
Pediatri Ars. 51(2):72-8.

Dalaklioglu S, Genc GE, Aksoy NH, Akcit F, Gumuslu S, 2013. Resveratrol
ameliorates methotrexate-induced hepatotoxicity in rats via inhibition of lipid
peroxidation. Hum Exp Toxicol. 32(6):662-671.

Davidson DG, Eastham WN (1996). Acute liver necrosis following overdose of
paracetamol. British Med J., 2, 497-499.

Dienstag JL, Isselbacher KJ (2003). Toxic and Drug-Induced Hepatitis. In: Kasper
DL, Braunwald E, Fauci A, Hauser S, Longo D, Jameson JL, eds. Harrison's
Principles of Internal Medicine. New York, NY: McGraw-Hill Professional, 296.

Dogan N (2014). Ratlarda Parasetomele Bagli Akut Karaciger Toksisitesinde
Capparis Ovatanin Koruyucu Etkisi, 3-5.

Donnelly PJ, Walker RM, Racz WJ (1994). Inhibition of mitochondrial respiration
in vivo is an early event in acetaminophen-induced hepatotoxicity. Arch Toxicol, 68,
110-118.

Drotman RB, Lawhorn GT (1978). Serum enzymes as indicators of chemically
induced liver damage. Drug Chem Toxicol, 1, 163-171.

Dybing E, Holme JA, Gordon WP, Sgderlund EJ, Dahlin DC, Nelson SD, 1984.
Genotoxicity studies with paracetamol. Mutat Res. 138(1):21-32.

El Morsy EM, Kamel R (2015). Protective effect of artichoke leaf extract against
paracetamol-induced hepatotoxicity in rats. Pharm Biol. 53(2):167-73.

Elbe H, Gul M, Cetin A, Taslidere E, Ozyalin F, Turkoz Y, Otlu A, 2018.
Resveratrol reduces light and electron microscopic changes in acetaminophen-
induced hepatotoxicity in rats: Role of iNOS expression. Ultrastructural Pathology.
42 (1): 39-48.

Erel O (2005). A new automated colorimetric method for measuring total oxidant
status. Clin Biochem. 38(12):1103-1111.

Erel O (2004). A novel automated direct measurement method for total antioxidant

capacity using a new generation, more stable ABTS radical cation. Clin Biochem.
37(4):277-285.

49



Eren M, Saltik Ni, Ko¢ak N (2004). “ilaca bagl hepatotoksisite,” Cocuk Saglig1 ve
Hastaliklar1 Dergisi, 47, 222-227.

Fabrega E, Mieses MA, Teran A, Moraleja I, Casafont F, Crespo J, Pons-
Romero F (2013). Etiologies and outcomes of acute liver failure in a spanish
community. International Journal of Hepatology, 1-5.

Fakurazi S, Hairuszah I, Nanthini U (2008). Moringa oleifera Lam prevents
acetaminophen induced liver injury through restoration of glutathione level. Food
and chemical toxicology : an international journal published for the British
Industrial Biological Research Association, 46, 2611-2615.

Galal RM, Zaki HF, Seif EI-Nasr MM, Agha AM, 2012. Potential protective effect
of honey against paracetamol-induced hepatotoxicity. Arch Iran Med. 15(11):674-80.

Ganong WF (2002). Karaciger ve safra sistemi, In: Tiirk Fizyolojik Bilimler
Dernegi. (eds) Ganong Tibbi Fizyoloji, Nobel Tip Kitabevleri.

Garner LP, Hiatt JL (2001). Color Textbook of Histology. Philadelphia: WB.
Saunders Company, 420-412.

Gelotte CK, Auiler JF, Lynch JM, Temple AR, Slattery JT (2007). Disposition of
acetaminophen at 4, 6, and 8 g/day for 3 days in healthy young adults, Clin
Pharmacol Ther, 81, 840-848.

Goodman Z, lhsak K (2006). Medical diseases of the liver. In Silverberg’s
Principles and practice of Surgical Pathology and Cytopathology. 4th ed. Elsevier:
Churchill Livingstone, 1475-1500.

Grierson R, Green R, Sitar DS, Tenenbein M (2000). Gastric Lavage for Liquid
Poisons. Annalsof Emergency Medicine, 35, 435-439.

Graham GG, Scott KF, Day RO (2005). Tolerability of paracetamol. An
International J Med Toxicol Drug Exp., 28, 227-240.

Gu X, Chu Q, Dwyer M, Zeece M (2000). Analysis of resveratrol in wine by capillary
electrophoresis. J Chromatogr A, 881, 471-481.

Guyton AC, Hall JE (1996). Textbook of medical physiology. The liver as an
organ. 9. edition, Philedelphia: WB Sounders company, 883-886.

Giindiiz E, Dursun R, Zengin Y, Icer M, Durgun HM, Kania1 A, Kaplan I,
Alabahk U, Giirbiiz, H and Giiloglu C, 2015. Lycium barbarum extract provides
effective protection against paracetamol-induced acute hepatotoxicity in rats. Int J
Clin Exp Med. 8(5): 7898-7905.

Gyamlani GG, Parikh CR (2002). Acetaminophen toxicity: suicidal vs. accidental.
Critical care, 6, 155-159.

50



Hawkins N, Golding J (1995). A survey of the administration of drugs to young
infants. The Alspac Survey Team. Avon Longitudinal Study of Pregnancy and
Childhood. British Journal of Clinical Pharmacology, 40, 79-82.

Hinson JA, Roberts DW, James LP (2010). Mechanisms of acetaminophen-
induced liver necrosis. Handb Exp Pharmacol, 196, 369-405.

Holt MP, Ju C (2006). Mechanisms of drug-induced liver injury. The AAPS
Journal, 8(1), 48-54 p.

Hung O, Nelson LS (2000). Acetaminophen. Tintinalli JE, Kelen GD, Stapczynski.
Emergency Medicine A Comprehensive Study Guide. 4 th Edition, int. Ed. ABD. Mc
Graw Hill, 1125-1136.

Hussain Z, Khan JA, Arshad A, Asif P, Rashid H, Arshad MI, 2019. Protective
effects of Cinnamomum zeylanicum L. (Darchini) in acetaminophen-induced
oxidative stress, hepatotoxicity and nephrotoxicity in mouse model. Biomedicine &
Pharmacotherapy. 109: 2285-2292

Ishak KG (1998). Drug-induced liver injury pathology. In: clinical and pathological
correlations in liver disease. American Association for the Study of Liver Disease
Post Graduate Course., 236.

Jaeschke H, Kon K, Kim JS, , Lemasters JJ (2011). Mitochondrial permeability
transition in acetaminophen-induced necrosis and apoptosis ofcultured mouse
hepatocytes. Hepatology, 40, 1170-79.

James LP, Letzig LG (2009). Simpson PM, et al. Pharmacokinetics of
acetaminophen protein adducts in adults with acetaminophen overdose and acute
liver failure. Drug Metab Dispos. (Epub ahead of print)

James LP, Mayeux PR, Hinson JA (2003). Acetaminophen-induced hepatotoxicity.
Drug

Juhasz B, Varga B, Gesztelyi R, Kemeny-Beke A, Zsuga J, Tosaki A, 2010.
Resveratrol: a multifunctional cytoprotective molecule. Curr Pharm Biotechnol.
11(8):810-8.

Junqueira L C, Carneiro J (2006). Temel Histoloji, (Cev.: Aytekin, Y., Solakoglu,
S.,) 10. Baskidan ¢eviri, Nobel Tip Kitabevi, Istanbul.

Kan Z, Madoff D (2008). Liver Anatomy: Microcirculation of the Liver. 2, 79-80

Karabulut AB (2008). Resveratrol ve Etkileri. Turkiye Klinikleri J Med Sci., 28,
166-169.

Karadz E (2002). Sindirim Sistemi Histolojisi, In: Karadz E. (ed) Ozel Histoloji,
SDU Basimevi, Isparta.

o1



Karakus E, Halici Z, Albayrak A, Polat B, Bayir Y, Kiki I, Cadirci E, Topcu A,
Aksak S (2013). Agomelatine: an antidepressant with new potent hepatoprotective
effects on paracetamol-induced liver damage in rats. Human & experimental
toxicology, 32, 846-857.

Katzung BG (2007). Basic and Clinical Pharmacology, McGraw Hill Companies
Inc.

Kayaalp O (2005). Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi Farmakoloji, Hacettepe-Tas
Kitapeilik Ltd Sti.

Keskin N, Noyan T, Kunter B (2009). Resveratrol ile Uziimden Gelen Saglik.
Turkiye Klinikleri J Med Sci., 29(5), 1273-1279.

Khodeary M and Morsy SA, 2019. Potential Protective Role of Sitagliptin
(Januvia) Against Acetaminophen-Induced Hepatotoxicity in Adult Albino Rats.
Mansoura J Forens Med Clin Toxicol. 27(1): 27-47.

Kierszenbaum A L (2006). Histoloji ve hucre biyolojisi, (Cev.: Demir R.), Palme
yayincilik, Ankara, 459-467.

Ko YJ, Hsieh WT, Wu YW, Lin WC (2002). Ameliorative effect of Silene aprica
on liver injuries induced by carbon tetrachloride and acetaminophen. The American
journal of Chinese medicine, 30, 235-243.

Kursvietiené L, Stanevi¢iené I, Mongirdiené A, Bernatoniene J (2016).
Multiplicity of effects and health benefits of resveratrol. Medicina, 52(3), 148-55.

Kuvandik G, Duru M, Nacar A, Yonden Z, Helvaci R, Koc A, Kozlu T, Kaya H,
Sogut S (2008). Effects of erdosteine on acetaminophen-induced hepatotoxicity in
rats. Toxicologic pathology, 36, 714-719.

Larson A M, Polson J, Fontana RJ (2008). et. al. Acetaminophen-Induced 38.
Acute Liver Failure. Hepatology., 54, 78-96.

Lee ES, Shin MO, Yoon S, Moon JO, 2010. Resveratrol inhibits
dimethylnitrosamine-induced hepatic fibrosis in rats. Arch Pharm Res. 33(6):925-32.

Lee WM (2001). Impact of drug induced liver toxicity on hepatology and practice of
medicine. US Food and Drug Administration, Center for Drug Evaluation and
Research., 155-164.

Lee WM (2003a). Acute liver failure in the United States. Semin Liver Dis., 23,
217-226.

Lee WM (2003b). Drug-induced hepatotoxicity. N Engl J Med., 349, 474-485.

Lee WM, Seremba E (2009). Drug-induced liver disease. In (Ed. Yamada T). 5th ed.
Blackwell Publishing, Oxford, Textbook of Gastroenterology, 2167-2184.

52



Lewis RK, Paloucek FP (1991). Assessment and treatment of acetaminophen
overdose. Clinical Pharmacy, 10, 765-774.

Mayhew MS (2009). “Drug-Induced Liver Injury,” American College of Nurse
Practitioners, 5, 685-686.

Mazza G (1995). Anthocyanins in grapes and grape products. Crit Rev Food Sci
Nutr., 35, 341-371.

Mazer M, Perrone J (2008). Acetaminophen-Induced Nephrotoxicity: 17.
Pathophysiology, Clinical Manifestations, and Management. Journal Of Medical
Toxicology, 4, 2-5.

Mitchell JR, Jollow DJ, Potter WZ, Davis DC, Gillette JR, Brodie BB (1973).
Acetaminophen-induced hepatic necrosis. I. Role of drug metabolism. The Journal of
pharmacology and experimental therapeutics, 187, 185-194.

Mitchell JR, Jollow DJ, Potter WZ, Gillette JR, Brodie BB (1973).
Acetaminophen-induced hepatic necrosis. IV. Protective role of glutathione. The
Journal of pharmacology and experimental therapeutics, 187, 211-217.

Narci C. Teoh Geoffrey C. Farrell (2006). Liver Disease Caused by Drugs In;
Feldman ed; Sleisenger & Fordtran's Gastrointestinal and Liver Disease, 8, 1807—
1843.

Novelle MG, Wahl D, Diéguez C, Bernier M, de Cabo R, 2015. Resveratrol
supplementation: Where are we now and where should we go? Ageing Res Rev.
21:1-15.

Oliver L (2004). Acetamimophen McGraw-Hill a comprehensive study guide.
Emergency Medicine, 171, 1088-1094.

Oshida K, Ilwanaga E, Miyamoto-Kuramitsu K, Miyamoto Y, 2008. An in vivo
comet assay of multiple organs (liver, kidney and bone marrow) in mice treated with
methyl methanesulfonate and acetaminophen accompanied by hematology and/or
blood chemistry. J Toxicol Sci. 33(5):515-24.

Ovalle W K, Nahirney P C (2009). Netter temel histoloji, (Cev: Miiftioglu, S.,
Kaymaz, F., Atilla, P.), Giines T1p Kitabevleri, Ankara.

Peterson FJ, Knodell RG, Lindemann NJ, Steele NM (1983). Prevention of
acetaminophen and cocaine hepatotoxicity in mice by cimetidine treatment.
Gastroenterology, 85, 122-139.

Ploetz RC (1994). Introduction . Page 1 In:Compendium of tropical fruit diseases.

Ploetz, R.C., ZENTMYER, G.A., Nishijima W.T., Rohrbach, K. G & Ohr, H.D (Eds)
APS Pres.St Paul, Minnesota

53



Potter DW, Hinson JA (1987). Mechanisms of Acetaminophen Oxidation to N-
Acetyl-P benzoquinone Imine by Horseradish P eroxidase and Cytochrome P -450. J
Biol Chem, 262, 966-973.

Raskovi¢ A, Gigov S, Capo I, Paut Kusturica M, Milijaevi¢ B, Koji¢-Damjanov
S, Marti¢ N, 2017. Antioxidative and Protective Actions of Apigenin in a
Paracetamol-Induced Hepatotoxicity Rat Model. Eur J Drug Metab Pharmacokinet.
42(5):849-856.

Refaiy A, Muhammad E, ElGanainy EO (2011). Semiquantitative smoothelin
expression in detection of muscle invasion in transurethral resection and cystectomy
specimens in cases of urinary bladder carcinoma., 17(1) 6-10.

Russmann S, Ublick AG (2009). Grattagliano I. “Current consepts of mechanizms
in drug-induced hepatotoxicity,” Curr Med Chem., 16, 2041-3053.

Saccomano S, Deluca DA (2008). Too toxic. Nursing Management, 39, 32-33.

Scherlock S, Dooley J (1997). Disease of the Liver and Miliary System, 10th ed.
Oxford, Blackwell Scientific Publications, 103-117.

Sgro C, Clinard F, Ouazir K, Chanay H, Allard C, Guilleminet C (2006). et al.
Incidence of drug-induced hepatic injuries: a French population-based study.
Hepatology., 36, 451-455.

Slattery JT, Levy G (1979). Pharmacokinetic model of acetaminophen elimination.
Am J Hospital Pharmacy, 36, 440-441.

Swierkosz TA, Jordan L, McBride M, McGough K, Devlin J, Botting RM
(2002). Actions of paracetamol on cyclooxygenases in tissue and cell homogenates
of mouse and rabbit. Med Sci Monit, 8, 496-503.

Tunali-Akbay T, Sehirli O, Ercan F, Sener G (2010). Resveratrol protects against
methotrexate-induced hepatic injury in rats. J Pharm Pharm Sci., 13(2), 303-310.

Turgut A ._(2016). Karaciger Karsinoma Hiicrelerinde Olusturulan Parasetamol
Toksisitesi Uzerine Resveratrol’iin In Vitro Etkilerinin Arastirilmasi 37 s.

Uetrecht J (2008). Idiosyncratic drug reactions: past, present, and future. Chem Res
Toxicol., 21, 84-92.

Uzkeser M KE, Albayrak A, Kiki I, Bayir Y, Cadirci E (2012). Protective effect
of panax ginseng against n-acetyl-p-aminophenol-induced hepatotoxicity in rats.
African Journal of Pharmacy and Pharmacology, 6(36), 2634-2642.

Van Zyl JA, Ferreika SG (1995). An overview of the avocado industry in South
Africa. South African Avocado Grower’s Association Yearbook, 18, 23-30.

54



Verschueren K (1996). Handbook of Environmental Data on Organic Chemicals.
Van Nostrand Reinhold Co., 139, 376.

Watkins PB, Seeff LB (2006). Drug-induced liver injury: summary of a single topic
clinical research conference. Hepatology., 43, 618-631.

Xia N, Daiber A, Forstermann U, Li H, 2017. Antioxidant effects of resveratrol in
the cardiovascular system. Br J Pharmacol. 174(12):1633-1646.

Yapar K, Kart A, Karapehlivan M, Atakisi O, Tunca R, Erginsoy S, Citil M
(2007). Hepatoprotective effect of L-carnitine against acute acetaminophen toxicity
in mice, Exp Toxicol Pathol., 59, 121-128.

Yulug E, Tiiredi S, Alver A, Tiiredi S, Kahraman C (2013). Effects of resveratrol
on methotrexate-induced testicular damage in rats. Scientific World Journal.

Zimmerman HJ, Ishak KG (2002). Hepatic injury due to drugs and toxins. In:
MacSween RNM, Burt A, Portman Beds. Pathology of the liver. 4th ed.
Philadelphia: Churchill Livingstone, 14, 622—709.

Zimmerman HJ, Maddrey WC (1995). Acetaminophen (paracetamol)
hepatotoxicity with regular intake of alcohol: analysis of instances of therapeutic
misadventure. Hepatology, 22, 767-773.

Zimmerman HJ, Maddrey WC (2000). Toxic and drug-induced hepatitis, Diseases

of the liver, 7th ed. Philadelphia: JB Lippincott. 30. Zimmerman HJ. Drug-induced
liver disease. Clin Liver Dis., 4, 73-96.

55



	a163d9e1f1b35430f10409408b41437e778c12980e1866e1ad6cb229b2cd07ad.pdf
	f1f7aaf21b5ac548681fe7834fff081d6b417b0c2cb1935f759869b8fe505b8e.pdf
	5f42520588c48ae6a1e0b4847b67090796bd89e2447135645716d62ae90e4d5f.pdf


	a163d9e1f1b35430f10409408b41437e778c12980e1866e1ad6cb229b2cd07ad.pdf
	f1f7aaf21b5ac548681fe7834fff081d6b417b0c2cb1935f759869b8fe505b8e.pdf
	5f42520588c48ae6a1e0b4847b67090796bd89e2447135645716d62ae90e4d5f.pdf


	a163d9e1f1b35430f10409408b41437e778c12980e1866e1ad6cb229b2cd07ad.pdf

