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OZET

Sicanlarda Parasetamolle Indiiklenen Karaciger Toksisitesinde Valsartan/
Sakubitril Kombinasyonu LCZ696 ile Valsartanin Etkilerinin Karsilastirilmasi

Amag: Sicanlarda parasetamol ile olusturulmus karaciger hasarina Kkarsi
Anjiyotensin-1 reseptor blokorii Valsartan ile Anjiyotensin-1 reseptdr blokorii ve
neprilisin inhibitdrii LCZ696’nin hepatoprotektif etkisini arastirmak amaglanmaistir.

Materyal ve Metod: 66 adet Albino wistar sigan rastgele 11 gruba ayrilmis, 24
saat a¢ birakilmistir. Parasetamol, Valsartan, LCZ696, NAC oral yoldan verilmistir.
Parasetamol uygulamasi Valsartan, LCZ696, NAC verildikten 1 saat sonra yapilmustir.
PARA+VAL, PARA+LCZ696, PARA+NAC gruplarina 12 saat sonra tekrar ayni
dozlarda ilaglar ugulanmistir. Parasetamol uygulamasindan 24 saat sonra siganlar
sakrifiye edilmistir kan ve doku 6rnekleri alinmistir. Alinan 6rnekler iizerinde ALT, AST,
SOD, GSH, MDA, ADE, Neprilisin, TNF-a, IL-1B, INOS parametreleri incelenmistir.

Bulgular: Elde edilen sonuglara baktigimizda parasetamol uygulamasina bagl
olarak artan ALT ve AST seviyeleri Valsartan ve LCZ696 uygulamasiyla diisiis gostermis
olup bu etkinin doza bagli oldugu gorilmistir. ALT ve AST seviyelerinde
PARA+LCZ696 gruplarinda PARA+VAL gruplarina gore daha etkili bir disiis
gozlemlenmistir. SOD ve GSH parametreleri PARA+VAL ve PARA+LCZ696
gruplarinda doza bagl olarak artmistir. MDA seviyeleri incelendiginde en yiiksek deger
PARA grubunda ol¢ilmiistir. PARA+LCZ696-200 grubu MDA seviyesi Saglikli ve
PARA+NAC grubuyla benzer seviyededir. PARA+VAL ve PARA+LCZ696 gruplarinda
ADE ve NEP seviyeleri artan doza baglh olarak diismiistiir. INOS, TNF-a, IL1-f
diizeyleri incelendiginde en yiiksek PARA grubunda 6l¢iilmiis olup, PARA+LCZ696 ve
PARA+VAL gruplarinda artan doza bagl olarak azalma goriilmiistiir.

Sonuc¢: LCZ696 ve Valsartan parasetamole bagli hepatotksisiteyi artan dozlarda
azaltmistir. En yliksek hepatoprotektif etki PARA+LCZ696-200 grubunda dl¢tilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Hepatotoksisite, Parasetamol, LCZ696, Valsartan



ABSTRACT

Comparison of the Effects of Valsartan/Sacubitril Combination LCZ696 and
Valsartan on Paracetamol-Induced Liver Toxicity in Rats

Aim: It was aimed to investigate the hepatoprotective effects of angiotensin-1
receptor blocker Valsartan and angiotensin-1 receptor blocker and neprilysin inhibitor
LCZ696 against paracetamol-induced liver injury in rats.

Materials and Methods: 66 Albino wistar rats were randomly divided into 11
groups and fasted for 24 hours. Paracetamol, Valsartan, LCZ696, NAC was given orally.
Paracetamol administration was done 1 hour after Valsartan, LCZ696, NAC was given.
After 12 hours, the same doses of drugs were applied to the PARA+VAL,
PARA+LCZ696, PARA+NAC groups. Rats were sacrificed 24 hours after paracetamol
administration and blood and tissue samples were taken. ALT, AST, SOD, GSH, MDA
ADE, Neprilysin, TNF-a, IL-1p and iNOS parameters were examined on the samples
taken.

Results: When we look at the results obtained, ALT and AST levels increased due
to paracetamol administration and decreased with Valsartan and LCZ696 administration,
and it was seen that this effect was dose dependent. A more effective decrease was
observed in ALT and AST levels in the PARA+LCZ696 groups compared to the
PARA+VAL groups. SOD and GSH parameters increased in the PARA+VAL and
PARA+LCZ696 groups in a dose-dependent manner. When MDA levels were examined,
the highest value was measured in the PARA group. MDA level of PARA+LCZ696-200
group is at the same level as HEALTHY and PARA+NAC group. ADE and NEP levels
decreased with increasing dose in the PARA+VAL and PARA+LCZ696 groups. iNOS,
TNF-0, IL1-B levels were highest in the PARA group, and decreased in the
PARA+LCZ696 and PARA+VAL groups depending on the increasing dose.

Conclusion: LCZ696 and Valsartan reduced paracetamol-induced hepatotoxicity
at increasing doses. The highest hepatoprotective effect was measured in the
PARA+LCZ696-200 group.

Keywords: Hepatotoxicity, Paracetamol, LCZ696, Valsartan
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ADE . Anjiyotensin doniistiiriicii enzim
ALT : Alanin aminotransferaz

ANP . Atriyal Natriiiretik Peptit

ANP . Atriyal natritiretik peptit

ARB : Anjiyotensin II tip 1 reseptor blokorii
ARNI : Anjiyotensin reseptor neprilisin inhibitorii
AST : Aspartat aminotransferaz

ATI1R . Anjiyotensin II tip 1 reseptorii
AT2R : Anjiyotensin I tip 2 reseptorii
AT-1I : Anjiyotensin 1l

eNOS : Endotelyal nitrik oksit

GSH : Glutatyon

H202 : Hidrojen peroksit

IL - interlokin

INOS - Indiiklenebilir nitrik oksit

KCH : King's College Kriterleri

MDA : Malondialdehit

NAC - N-asetilsistein

NAPQI : N-asetil-p-benzokinonimin:

NEP - Neprilisin

NO > Nitrik Oksit

NOS - Nitrik oksit sentaz

NSAI : Nonsteroidal Antiinflamatuvar ilag
PT : Protrombin zamani
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RNS

ROT

SOD

TNF

: Renin Anjiyotensin Aldosteron Sistemi
- Reaktif nitrojen tiirleri

- Reaktif oksijen tiirleri

- Stiperoksit dismutaz

: TUmor nekroz faktori
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1. GIRIS

Parasetamol diger bir adiyla asetaminofen (N-asetil-p-aminofenol) diinya ¢apinda
yaygin olarak kullanilan analjezik ve antipiretik bir ajandir (O'Grady, 1997).
Asetaminofen, kolay erisilebilirligi ve diisiik maliyeti nedeniyle bir¢ok farmasdtik
preparatta kullanilmaktadir. Parasetamol yiizlerce recetesiz ve regeteli ilacin bir bileseni
olup siklikla kazara ve asir1 doz suistimali ile iliskilendirilmektedir (Agrawal & Khazaeni,
2022). Onerilen terapotik dozlarda kullanildiginda, asetaminofen giivenli olarak
degerlendirilmektedir; ancak yanlis kronik ve asir1 dozda kullanimi hepatotoksisite
meydana getirebilmektedir (Saccomano, 2019). Tedavi dozlarinin tizerinde kullanilmasi
(¢ocuklarda tek seferde 150 mg/kg, eriskinlerde ise 7.5 g’in iizerinde alinmasi (Lewis &
Paloucek, 1991) veya 24 saat iginde ¢ocuklarda 250 mg/kg, yetiskinlerde ise 12 g’in
tizerinde alinmasi) (Makin ve ark., 1995; Prescott, 1983) hepatotoksisiteye neden
olmaktadir.

Parasetamoliin biiyiik bir kismi karacigerde glukuronidasyon ve siilfonasyon
reaksiyonlar1 ile metabolize edilir, kiiciik bir kismu ise oksidasyona ugrayarak oldukca
reaktif metabolit olan N-asetil-p-benzokinonimin (NAPQI) olusturur (Dahlin ve ark.,
1984; Hodgman & Garrard, 2012). Parasetamoliin metabolik aktivasyonunda karaciger
sitokrom P450 (CYP) enzimlerinin, 6zellikle CYP2E1 ve CYP3A4'in, anahtar rol
oynadigina inanilmaktadir (Patten ve ark., 1993; Thummel ve ark., 1993). Terapotik
dozda parasetamol alindiginda olusan NAPQI, glutatyon (GSH) ile metabolize edilerek
devre dis1 birakilir (Mitchell ve ark., 1973). Parasetamole bagli gelisen hepatotoksisitede,
GSH miktarinin tiikenmesinin sorumlu oldugu ¢ok iyi bilinmektedir. Yiiksek doz
parasetamol alindifinda GSH’mn hiicre i¢i depolar tiikenir. GSH depolart normal

degerlerin %30'undan daha azina tiikendiginde hepatosit hasari tetiklenir. Bu tip



hepatotoksisite, akut karaciger yetmezligine ve sonugta ciddi mortalite ve morbiditeye
yol agabilir (Ghanem ve ark., 2016).

Parasetamol toksisitesinin tedavisinde kullanilan yontemler arasinda; nazogastrik
tiip ya da oral yolla uygulanan aktif komiir, gastrointestinal dekontaminasyon, uygun
zamanda N-asetilsistein (NAC) kullanim1 ve destekleyici tedavi bulunmaktadir (Chiew
ve ark., 2018). Klinikte parasetamol zehirlenmelerinde ortaya ¢ikan ciddi karaciger
hasarinda ¢ogunlukla NAC tercih edilmektedir. Ancak genellikle ilk birkag saat icinde
uygulandigr zaman etkili olabilmekte ve her hastada da aymi yanit alinamamaktadir
(Ghanem ve ark., 2016). Bu nedenle parasetamoliin neden oldugu karaciger hasarinin
tedavisinde veya onlenmesi ile ilgili literatiirde ¢cok sayida ve giincel insan ve deney
hayvani ¢alismasi bulunmaktadir.

Parasetamoliin metabolizmas1 iyi bilinmesine ragmen parasetamole bagl gelisen
hepatotoksisitenin mekanizmast tam olarak anlagilamamistir. Son yapilan c¢aligmalar
oksidatif stresin ve inflamasyonun bu siirecte kritik bir rol oynadigin1 gostermektedir
(Shan ve ark., 2018). Tiim biyolojik sistemler, yasam i¢in uygun kosullari elde etmek igin
oksidatif ve indirgeyici reaksiyonlar1 dengeleyen bir diizende tutulurlar. Bu denge
oksitleyici molekiillerin kayb1 ya da asir1 birikmesi nedeniyle bozulur. Reaktif oksijen
tirleri (ROT) hiicrelerdeki yaygin oksidanlardan bazilaridir (Ricciotti & FitzGerald,
2011). Renin Anjiyotensin Aldosteron Sistemi (RAAS) homeostazin diizenlenmesinde
bliylik bir goreve sahiptir. Anjiyotensin II bu sistemin énemli bir bileseni olup viicuttaki
kan basincini, elektrolit ve su dengesini diizenler (Hitomi ve ark., 2007). Ayrica
Anjiyotensin II, vaskiiler NADPH oksidazin giiclii bir aktivatoriidiir ve reaktif oksijen
tretimini arttirir. Bununla birlikte nitrik oksit seviyesi azalir, vaskiiler inflamasyon ve

sonucunda ateroskleroz olusur (Doran ve ark., 2007). Anjiyotensin Il inflamasyonun



gelismesinde 6nemli bir faktor olan sitokinlerin saliniminda diizenleyici olarak gorev alir
(Kolakovic ve ark., 2017).

Calismamizda kullanacagimiz bir sakubitril/valsartan kombinasyonu olan LCZ
696 kodlu ilag, hem Anjiyotensin II (AT-II) inhibisyonu hem nétral endopeptidaz
inhibisyonu yapip, vazokonstriksiyonu engelleyerek etki gosterir. LCZ 696 igerigindeki
sakubitril, neprilisin inhibitoriidiir (Solomon ve ark., 2012). Neprilisin, bdbrek
korteksinde bulunan ve atriyal natritiretik peptidi (ANP) pargalayan bir endopeptidazdir.
Natritiretik peptitler; atriyal, beyin tipi ve C tipi natriiiretik peptitleri (ANP, BNP ve CNP)
iceren benzer fakat genetik olarak farkli peptitlerin bir ailesini olusturur. Neprilisin
aktivasyonuyla hiicre i¢i siklik GMP'yi arttirir, bu da sirasiyla vazodilatasyon, natriiirez
ve dilirez, RAAS, endotelin ve vazopressin inhibisyonu ve lipid mobilizasyonunu iceren
biyolojik etkilere aracilik eder (Gu ve ark., 2010). Neprilisin inhibisyonunda amag yararl
vazodilator etkilerinin daha uzun silirmesine izin vermek i¢in natriiiretik peptitlerin
parcalanmasint en aza indirmektir. Neprilisin aynt zamanda Anjiyotensin I, II ve
Endotelin-1 gibi vazokonstriktorlerin pargalanmasina neden olur. Bu yiizden kalp
yetmezligi ve hipertansiyon tedavisinde anjiyotensin reseptor blokorleriyle kombine
olarak kullanilmaktadir (Kang & Banerjee, 2017). Sakubitril hem vazokonstriktor hem
vazodilator etkili oldugundan tek basina tedavide kullanilmaz. Neprilisin inhibitorleri ile
anjiyotensin reseptor blokorleri kombine olarak kullanilir ve ARNi olarak bilinir
(Sagnella, 2002). Neprilisin inhibitorii-anjiyotensin reseptor blokorii, sakubitril/valsartan,
neprilisin enzimini (NEP) inhibe ederek es zamanli natritiretik peptit seviyesini artirir ve
anjiyotensin Il reseptoriinii yani RAAS’1 inhibe eder (Singh ve ark., 2017). Valsartan,
Anjiyotensin II’nin tip 1 reseptdriinii (AT1-R) secici olarak bloke ederek, anjiyotensin II
bagimli aldosteron salinimini inhibe eder. AT1-R 'nin blokaji; vazokonstriiksiyonu,

sodyum ve su tutulmasini ve miyokardiyal hipertrofiyi azaltir (Dargad ve ark., 2018).



Bu caligmanin amac1 siganlarda parasetamol ile olusturulmus karaciger hasarina
kars1 Valsartan ve LCZ696’nin muhtemel hepatoprotektif etkisini karsilastirmali olarak
arastirmaktir ve ADE-NEP inhibisyonunun karaciger tizerindeki muhtemel koruyucu etki

mekanizmasini biyokimyasal ve molekiiler bir bakis agisiyla gostermektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Parasetamol

Parasetamol, asetaminofen ya da diger bir deyisle N-Asetil-p-Aminofenol (APAP)
analjezik ve antipiretik olarak siklikla kullanilan bir ilagtir. Parasetamol tek bilesenli ya
da kombine seklinde receteli veya regetesiz olarak satilan yiizlerce {iriinlin bilesiminde
bulunmaktadir (Farrell).

Parasetamol, 1878 yilinda Harmon Northrop Morse tatafindan sentezlenmistir.
Klinikteki kullanimina ise Joseph von Mering tarafindan 1887 yilinda baslanilmistir
(Bertolini ve ark., 2006). Bernard Brodie ve Julius Axelrod 1948 yilinda yaptiklari
caligmalarda parasetamoliin asetanilid gibi toksik olmadigini gostermislerdir (Brodie &
Axelrod, 1948).

Parasetamol hafif ve orta siddetteki agrinin ve atesin semptomatik tedavisinde
endikedir. Ayrica, mide iilseri, aspirine asir1 duyarlilik gibi nonsteroidal antiinflamatuvar
ilaglarin (NSAIi'ler) kullanimmin kontrendike oldugu hastalarda, kan pihtilasmasi
bozukluklari, hamile kadinlar, emziren annelerde de siklikla tercih edilmektedir (Leung,
2012). Parasetamoliin piyasada i.v., eliksir, siispansiyon, ¢oziilebilir tablet, ¢ignenebilir
tablet, kapsiil, rektal supozituvar formlar1 mevcuttur.

Yetigkinlerde giinlik maksimum parasetamol dozu 4 g’dir (Saccomano, 2019).
On iki yasin tizerindeki ¢ocuklar ve yetiskinler i¢in 6nerilen 4-6 saat arayla 500 mg-1000
mg tablettir. 6-12 yas arasindaki ¢ocuklar i¢in 250 mg-500 mg tablet 6nerilir. Giinliik en
yiiksek doz 10-15 mg/kg boliinmiis dozlarda 60 mg/kg’dir.

2.2. Parasetamoliin Farmakolojik Ozellikleri

Parasetamol ylizyil1 askin bir siiredir kullanilmasina ragmen etki mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamistir (Smith, 2009). NSAII’ler gibi analjezik ve antipiretik dzellik

gostermesine ragmen, NSAIl’lerin aksine antiinflamatuvar aktivite gdstermez.



Parasetamol NSAIli’ler gibi prostaglandin sentezini baskilamasina ragmen
gastrointestinal yan etkileri yoktur (Hinz & Brune, 2002). Son yillarda yapilan ¢alismalar
parasetamoliin analjezik ve antipiretik 6zelligini, COX-1 ve COX-2 aktivitesini inhibe
ederek ve merkezi etki gostererek olusturdugu diistiniilmektedir (Fu ve ark., 1990).

Chandrasekharan ve arkadaslar1 tarafindan kopegin beyin dokusu iizerinde yapilan
deneylerde parasetamole kars1 6zel bir duyarlilik sergileyen ii¢lincii COX izoformu olan
COX-3"lin varlig1 gosterilmistir. Ancak COX-3’{in insan organizmasinda islev gormedigi
ortaya ¢ikartlmistir. Kdpek COX-3'lin merkezi sinir sisteminin bazi dokularinda meydana
gelen insan analogu, COX'ten farkli amino asit dizilimi proteinlerini kodlayan ve COX
sergilemeyen, parasetamole tercihli bir duyarliligi olmayan COX-1'in alternatif bir ek
varyantt oldugu gosterilmistir (Dinchuk ve ark., 2003; Simmons ve ark., 2005). Buna
ragmen ¢ COX izoenziminin parasetamol etki mekanizmasindaki rolii tartisilmaya
devam etmektedir (Ayoub ve ark., 2006; Botting, 2006; Schwab ve ark., 2003).

Parasetamoliin santral etki mekanizmasi agri1 inhibisyonunda yer alan azalan
serotoninerjik yollar iizerindeki uyarici etkisi olabilecegi tartisilmistir. Alloui ve
arkadaglar tarafindan yapilan bir deneyde karragenin verilmis siganlarda parasetamoliin
analjezik ve antiinflamatuvar etkisi arastirilmigtir. Parasetamoliin antiinflamatuvar etkisi
gozlenmezken, bu ilacin santral antinosiseptif etkisi serotonin reseptorlerinin 5-HT3 alt
tipinin tutulumu ile saptanmistir (Alloui ve ark., 2002). Median sinirin elektrikle
uyarilmastyla agrimin indiiklendigi Saglikli goniilliiler iizerinde yapilan c¢alismada,
parasetamoliin 5-HT3 reseptor blokorii tropisetron veya granisetron ile kombine
parasetamol ile tedavi edilen denek grubunda parasetamoliin analjezik etkisinin tamamen
bloke edildigi gosterilmistir (Pickering ve ark., 2008; Pickering ve ark., 2006).

Bagka bir yaklasima gore L-arginin-nitrik oksit (NO) yolunun inhibisyonu da

parasetamoliin analjezik etkisinin mekanizmasi olabilir (Bjorkman, 1995). NO’nun agri



olusumundaki mekanizmas1 karigiktir. NO dondrleri pronosisepsiyonu veya
antinosisepsiyonu indiikleyebilirler. Bu karsit eylemler, devam eden agriy1 yogunlastiran
yiiksek dozlarda NO donorii konsantrasyonuna bagli olabilir (Sousa & Prado, 2001).

2.3. Parasetamoliin Farmakokinetigi

Oral uygulamadan sonra asetaminofenin emilimi ince bagirsaktandir ve emilim
hiz1t mide bosalma hizina baghdir. Yiyecekler, opioidler ve antikolinerjik ajanlar gibi
diger bazi ilaglarin eszamanli kullanimi gastrik bosalmay1 geciktirebilir (McGilveray &
Mattok, 1972; Nimmo ve ark., 1975; Prescott, 1980). Parasetamoliin kafeinle alimi
emilimini hizlandirir ve analjezik etkiyi artirir. Analjezik etki 30 dakika i¢inde baslar ve
doruk plazma konsantrasyonuna 30-60 dakika i¢inde ulasir (Renner ve ark., 2007).

Parasetamoliin plazma proteinlerine baglanma orani diisiiktiir (Prescott, 1980).
Viicutta kolayca dagilir. Asetaminofen hem kan beyin bariyerini hem de plesantal bariyeri
gecer (Jensen ve ark., 2010; Mallet ve ark., 2010). Plazma yar1 émrii 1.5-2 saattir
(Prescott, 1980).

Teapdtik dozlarda kullanildiginda parasetamol glukuronil transferaz (%20-46) ve
stilfo transferaz (%20-46) enzimleri tarafindan hepatik konjugasyona ugrayarak
metabolize edilir ve bobreklerden atilir. Bu yolakla parasetamoliin %85-90 1 metabolize
edilir. Yiiksek doz parasetamol varliginda bu yollar yetersiz hale gelir (Forrest ve ark.,
1982; Prescott, 1980). Asetaminofenin yaklasik %10'u normalde CYP450 izoenzimleri
CYP2EI1 ve daha az 6lgiide CYP1A2, CYP3A4 ve CYP2AG6 tarafindan metabolize edilir.
Metabolizasyon iiriinii olarak oldukca reaktif bir metabolit olan NAPQI olusur. Yiiksek
dozda asetaminofenden sonra veya ilgili CYP450 izoenzimleri diger ilaglar veya kronik
alkol tiiketimi ile indiiklendiginde, NAPQI yiiksek konsantrasyonlarda birikebilir
(Benson ve ark., 2005; Jollow ve ark., 1974; Potter ve ark., 1973; Potter ve ark., 1974).

Normalde NAPQI, glutatyonun siilfidril gruplarinin, glutatyon S transferaz tarafindan



idrarla atilan merkaptiirik aside konjugasyonuyla zararsiz metabolitlere detoksifiye edilir.
Bununla birlikte, glutatyon, yiiksek dozlarda asetaminofenden sonra veya yetersiz
beslenme durumlarinda tiikenerek NAPQI'nin birikmesine neden olabilir. Bunun
sonucunda NAPQI karaciger hiicre bilesenleri ile kovalent olarak etkilesime girerek
hepatik hasara neden olur (Benson ve ark., 2005; Potter ve ark., 1973).

2.4. Parasetamoliin Yan Etkileri

Parasetamol onerilen terapdtik dozlarda alindiginda ¢ok nadir olarak yan etki
bildirilmistir. Parasetamol seyrek olarak ciltte iirtiker ve diger alerjik dokiintiilere neden
olabilir, nadiren larenks 6demi ve bronkospazm yapabilir. Methemoglobinemi ve
hemolitik anemi nadiren olusturur. Uzun siire kullanildiginda analjezik nefropatisi riskini
artirir; yapilan ¢aligmalarda yilda 366 tablet veya daha fazla kullanan kisilerde riski 2 kat
artirmistir.

En Onemli yan etkisi yiiksek doz parasetamol alindifinda karaciger
hepatotoksisitesine neden olmasidir. Hepatotoksik etken, parasetamolden karacigerde
olusan bir oksidasyon iiriinii olan NAPQI’dir. Akut intoksikasyon sirasinda ilk 24 saatte
bulanti, kusma ve karin agris1 gibi belirtiler olusur. Sarilik ve diger karaciger yetmezligi
belirtileri 2-3 giin sonra ortaya g¢ikar. Ayrica hepatik ensefalopati ve akut bobrek
yetmezligi olusabilir. Tek seferde 10 g veya daha fazla miktar dozda alindiginda belirgin
akut karaciger nekrozu olusabilir (Melli & Kayaalp, 2012).

2.5. Parasetamol Toksisitesi

Yetiskinlerde 10 g, cocuklarda 150 mg/kg lizerinde parasetamol aliminda en ciddi
yan etki olan hepatotoksisite tetiklenir (Rumack & Matthew, 1975). Hepatotoksisite
derecesi GSH diizeyi ve metabolize eden enzim seviyesi ile iliskilidir. Terapotik dozlarda
parasetamol alindiginda az miktarda NAPQI olusur ve GSH ile kolaylikla detoksifiye

edilir. Asirt dozda parasetamol alimi sonucunda glukuronik asit ve siilfat yollar



doygunluga ulasip, parasetamol metabolizasyon i¢in CYP yolagina yonlendirilir. CYP
2E1 tarafindan artan metabolizasyon sonucu iiretilen NAPQI miktar1 da artar (Lee ve ark.,
1996). Karacigerdeki glutatyon depolar1 sinirlidir ve artan NAPQI seviyesine yetisemeyip
tilkenebilirler. GSH depolar1 %70 1ila %80 oraninda azaldiginda, karacigerin
detoksifikasyon kapasitesi asilarak NAPQI birikir. Boylece hepatositler ve diger
hiicrelerle etkilesime girer ve onlar1 yok eder (Gemborys ve ark., 1980; Linden &
Rumack, 1984; Prescott, 1983). Glutatyon tiikkenmesi ayrica oksidatif strese neden olur
(Graham ve ark., 2005). NAPQI'nin mitokondriyal proteinler gibi kritik hiicresel
hedeflere baglanmasiyla, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve hiicresel ATP kaybi
meydana gelir (Harman ve ark., 1991; Jaeschke ve ark., 2003). Hepatositlerde meydana
gelen enerji kaybi, mitokondriyal islev bozukugu, DNA hasar1 ve sonucunda hiicre
6liimiine neden olur (Burcham & Harman, 1991; Jaeschke & Bajt, 2006; Mitchell ve ark.,
1974).

2.5.1. Parasetamol Toksisitesinin Klinik Bulgular

Yiiksek doz parasetamol aliminin etkileri klinikte birbirini takip eden evrelerle
gozlemlenmistir. Oral parasetamol alinmasindan sonraki ilk 24 saatte (evre 1) mide
bulantisi, kusma, karin agrisi, anoreksi, uyusukluk, halsizlik ve terleme ile spesifik
olmayan gastrointestinal tahris ile karakterize edilir (Rumack ve ark., 1981). Laboratuvar
Olctimleri genellikle normaldir fakat karaciger enzimleri dl¢iildiigiinde alimdan sonraki
8-12 saat i¢inde hafif yiikselmeler meydana gelebilmektedir. Bu evredeki hastalar igin
tibbi miidahale gerekmez ve belirtiler zamanla azalir.

Latent faz (evre 2) parasetamol alimindan sonraki 24-72 saat arasinda gergeklesir.
Hastalar genelde iyi goriinmesine ragmen hepatotoksisitenin biyokimyasal ve subklinik
kanitlar1 ortaya c¢ikmaya baglar. Serum aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin

aminotransferaz (ALT) enzimleri artmaya baslar (Singer ve ark., 1995). Hastalarda sag



iist kadran agris1 ve sarilik meydana gelebilir. Total bilurubin ve protrombin zamaninda
yiikselmeler meydana gelebilir. Nefrotoksisite ve oligoiiri meydana gelebilir.
Parasetamol alimindan 72-96 saat sonra hepatik faz (evre 3) meydana gelir. Bu
faz hepatoseliiler nekroz fazidir, en ¢ok o6lim bu fazda meydana gelir (Bessems &
Vermeulen, 2001). Semptomlar bu fazda belirgindir ve hasarin ciddiyetine gore degisir.
Istahsizlik, bulanti, kusma, karm agrisi, halsizlik ve konflizyon gelisebilir. Sarilik
kotiilesebilir, ALT ve AST seviyeleri ciddi sekilde yilikselmistir. AST 10.000 IU/L veya
daha yiiksek seviyelere cikabilir. Aminotransferaz yiikselmesinin derecesi kabaca
hepatoseliiler hasarin derecesine karsilik gelmektedir. Parasetamol toksisitesine maruz
kalan hastalarin bir kismi iyilegsme fazina (evre 4) girerek hayatta kalirlar bir kisminda ise

6liim meydana gelir (Larson, 2007).

2.6. Parasetamol Zehirlenmesinin Tedavisi

Asetaminofenin doz asimina yonelik olarak yapilacaklar arasinda absorpsiyonun
Onlenmesi, asetaminofenin kandan uzaklastirilmasi, asetaminofenin toksik metabolit olan
NAPQI’ya doniisiimiiniin engellenmesi, NAPQI'nin detoksifikasyonu ve karaciger
transplantasyonu yer almalidir.

Gastrik lavaj, aktif komiir uygulanmasi ve ipeka ile kusturulmanin saglanmasi
parasetamol alimindan sonraki ilk birkag¢ saatte emilimi azaltmak i¢in kullanilmaktadir
(Brok ve ark., 2006; Underhill ve ark., 1990). Simetidin CYP 450 enzimini inhibe ederek
toksik metabolit olan NAPQI’in olusumunu azaltir. NAPQI’y1 detoksifiye etmek igin
metionin, sisteamin ve NAC kullanilir. Yapilan g¢alismalarda {igiiniin de karaciger
hasarmi azalttig1 gosterilmis olmasina ragmen metionin ve sisteaminin NAC’a kiyasla
daha fazla yan etkiye (merkezi sinir sistemi ve gastrointestinal sistemde) sahip oldugu

gosterilmistir. Geri doniislimsiiz karaciger hasarlarinda sag kalimi iyilestiren tek
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miidahale karaciger transplantasyonudur. Gliniimiizde parasetamol hepatotoksisitesi
tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilag NAC’dir (Brok ve ark., 2006).

2.6.1. N-Asetil Sistein (NAC)

NAC, yeterince erken uygulanirsa, asetaminofen doz asimi olan hastalarda
karaciger yetmezligini onleyebilir (Kozer & Koren, 2001). Yiiksek doz parasetamol alim1
sonrasinda 8-10 saat icinde oral NAC tedavisi ciddi karaciger hasarini ve 6liimleri 6nemli
olglide azaltmistir (Prescott, 1981; Smilkstein ve ark., 1988). NAC bir glutatyon onciisii
olup ilk olarak 1977 yilinda parasetamole bagli hepatotoksisite tedavisinde kullanilmigtir
(Peterson & Rumack, 1977; Prescott ve ark., 1977). NAC, glutatyon depolarini
doldurarak, NAPQI’ya baglanip siilfat konjugasyonunu artirir. NAC ayrica
antiinflamatuvar, vazodilator, antioksidan etkilere de sahiptir (Lin & Levy, 1981;
Mitchell ve ark., 1974; Slattery ve ark., 1987).

Parasetamol toksisitesinde 72 saat boyunca oral NAC uygulanmalidir. NAC 140
mg/kg ylikleme dozu olarak baglanilir ardindan 4 saatte bir 70 mg/kg idame dozu olarak
toplam 17 doz olarak verilir. Verilecek doz kusma sonucunda kaybedilirse bu doz
tekrarlanir. 4 saatlik Olgililen parasetamol konsantrasyonu toksik seviyenin altindaysa
idame NAC dozlar1 kesilebilir (Smilkstein ve ark., 1988). intra venéz NAC
uygulamasinda; yiikleme dozu 15 dakikada 150 mg/kg, sonraki 4 saatte 50 mg/kg ve
ardindan 16 saatte 100 mg/kg seklindedir (Smilkstein ve ark., 1991). Asetaminofen doz
asimindan sonraki ilk 10 saatte oral veya intra ven6z NAC uygulanmasi benzer etkinlik
gostermistir. Aliman toplam NAC dozu 20 saatte 300 mg/kg'dir. Eger parasetamol
toksikasyonundan 10 saatden fazla zaman ge¢migse daha yiiksek toplam NAC dozu
nedeniyle oral tedavi tercih edilir (Smilkstein ve ark., 1991; Smilkstein ve ark., 1988).

Oral NAC koti bir tada ve kokuya sahiptir. Yaygin yan etkileri mide bulantisi,

kusma, ishal ve dokiintiidiir. Intravensz NAC uygulamas1 sonucu mide bulantisi,
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dokiintii, kasint1, bronkospazm, rinore, hemoliz, ates, titreme, anjiyoddem gibi yan etkiler
goriilebilir (Tsai ve ark., 2005; Woo ve ark., 2000).

2.6.2. Diger Tedavi Yontemleri

2.6.2.1. Simetidin

Simetidin, H-2 reseptér antagonisti olup, gastrik sekresyonu inhibe ederek
duodenal iilser tedavisinde kullanilir (Ruffalo & Thompson, 1982). Simetidin
metabolizasyonu CYP 2El enzimi tarafindan gerceklestirilir. Parasetamolle birlikte
simetidin kullanimi sonucunda CYP 2EI enzimini yarigmali olarak bloke edip, toksik
metabolit olan NAPQI iiretimini azaltir. Ancak literatiirde yapilan bir ¢aligmaya gore
parasetamol alimindan 8 saat sonra simetidin uygulanmast NAPQI iiretimini azaltmamis
olup, bu da bize simetidinin erken saatlerde uygulanmasinin etkili olabilecegini
gostermektedir (Burkhart ve ark., 1995; Slattery ve ark., 1989).

2.6.2.2. Diyaliz

Parasetamol’lin ekstrakorporel eliminasyonu parasetamol toksisitesi tedavisinde
tartismalidir ve varolan datalar karisiktir (McBride & Rumack, 1992). Hemodializ;
siddetli parasetamol toksisitesinde kullanilmig olup hemodializin hepatotoksisiteyi
Onledigini veya azalttigin1 gésteren giivenilir bir data elde edilememistir. Hemodializin
parasetamol toksisitesinde yararli olamamasinin en 6nemli nedeni ise yiiksek doz alinan
parasetamoliin karacigere hemen ugrayip hasara baglamasi olabilir (Matthew, 1973).

2.6.2.3. Karaciger Transplantasyonu

Karaciger nakli, NAC uygulanmasina ragmen akut karaciger yetmezligine
ilerleyen asir1 doz parasetamol almisg hastada uygulanacak nihai tedavi yontemidir.
Karaciger nakli olmadan parasetamol zehirlenmesine bagli akut karaciger yetmezliginde

sag kalim %36 kadar diisiik bir orandir (Craig, Lee, ve ark., 2010).
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Hangi hastalarin transplantasyona ihtiyaci oldugu ve bundan fayda saglayacagini
belirlemek c¢ok oOnemlidir. Bunun igin belirli kriterler vardir. 1989'da O'Grady ve
meslektaslar tarafindan gelistirilen King's College Kriterleri (KCH), nakil gerektirecek
hastalar1 belirlemede yiiksek bir 6zgiilliige sahiptir. Bu kriterler; arteriyal pH'!n 7,3 den
diisiik olmas1 veya Derece III veya IV hepatik ensefalopati ile birlikte protrombin
zamaninin (PT) 100 saniyeden biiyiik olmasi ve kreatinin degerinin 300 umol/L (3,4
mg/dL)’den yiiksek olmasidir (Craig, Ford, ve ark., 2010). Ayrica transplantasyon sonrasi
geriye doniisiimii olmayan Omiir boyu siiren bir immiinosiipresif tedavi gerekmektedir
(Dargan & Jones, 2002).

2.6.3. Prognoz

Yiiksek doz parasetamol almis hastalarin % 90 1 hepatotoksisite geligsin ya da
gelismesin tam bir iyilesme gostermislerdir (Larson, 2007). NAC, parasetamol alimindan
sonraki 12 saat i¢inde verilirse, Parasetamol hepatotoksisitesi geligmis hastalarda sag
kalim %80'den daha iyidir. Ancak NAC uygulanmazsa bu oran yalnizca %48'dir (Makin
ve ark., 1995). KCH kriterlerini karsilamayan hastalarin sag kalim oran1 %90 ila %93
arasindadir. Parasetamol toksisitesine bagli akut karaciger yetmezliginde karaciger
transplantasyonsuz sag kalim oran1 %65-73’tiir (Larson ve ark., 2005). Parasetamol
alimindan sonraki ilk 24 saatte hastane yogun bakimlarinda tedaviye alinanlarin sag kalim
orani, sonraki zaman periyodunda gelenlerden olduk¢a yiiksektir. Hepatik
ensefalopatinin derecesi arttik¢a, sag kalim orani azalmaktadir (Makin ve ark., 1995).
Serum kreatinin ve protrombin zamani ile sag kalim arasinda ¢ok gii¢lii bir baglanti
bulunmaktadir. PT’si 90 sn olan hastalarda sag kalim oran1 % 80 iken, PT’si 180 sn olan
hastalardaki sag kalim oran1 % 8’lere kadar gerilemektedir (Harrison ve ark., 1990).
Serum kreatinin degeri 100 mmol/L'nin altinda olan hastalarda genel sag kalim %65 iken,

300 mmol/L'nin tizerindeki hastalarda %23'e diismektedir (O'Grady, 1997). Parasetamol
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ile indiiklenen karaciger hasarinda karaciger transplantasyon ihtiyaci diger nedenlerle
olusan karaciger hasarindaki karaciger transplantasyon ihtiyacindan oldukc¢a diistiktiir
(Bernal ve ark., 1998).

2.7. Serbest Radikaller

Serbest radikaller kararsiz olup, baska bilesiklerle reaksiyona girmek i¢in oldukca
reaktif 0zellik gosteren, bir veya birden fazla eslesmemis elektron igeren molekiillerdir
(Sisein, 2014). Aerobik hiicrelerde en 6nemli serbest radikal kaynagi; oksijen ve radikal
tiirevleri (stiperoksit, hidroksil radikali), gec¢is metalleri ve hidrojen peroksittir. Oksijen
atomu eslesmemis elektron ¢iftine sahiptir. Oksijen bu 6zelliginden 6tiirii bircok serbest
radikal ile kolayca tepkimeye girerken, genel olarak radikal olmayan tiirlerle nispeten
yavas reaksiyona girer (Cheeseman & Slater, 1993). Aerobik (oksijenli) solunum yapan
canlilar disaridan aldiklar1 besin maddelerini, oksijeni kullanarak enerjiye cevirirler.
Dolayisiyla aerobik solunum yapan canlilar, serbest radikallerin en fazla olustugu canli
grubudur. Bu yilizden aerobik solunum yapan canlilar serbest oksijen radikallerinin
etkilerine daha fazla maruz kalirlar (Halliwell & Gutteridge, 1984).

2.7.1. Serbest Radikal Cesitleri

Stiper oksit radikali (02 ); oksijen molekiiliiniin icerdigi iki serbest elektrondan
bir tanesini disaridan bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Siiper oksit radikali
hemen hemen biitlin aerobik hiicrelerde bulunmaktadir. Bu radikal eozinofil, monosit,
makrofaj ve nétrofil gibi fagositik hiicreler tarafindan iretilmektedir (Halliwell &
Gutteridge, 1984). Siiper oksit radikali direkt olarak ¢ok fazla toksik etki géstermez diger
reaktif oksijen tiirlerine doniiserek toksisiteye neden olur (McCord & Day, 1978).

Hidrojen Peroksit radikali (H20.); asidik ortamda molekiiler oksijenin iki elektron
almasi1 sonucu meydana gelir. Bu tepkime kendiliginden gergeklesebilir veya siiper oksit

dismutaz enzimi tarafindan katalizlenebilir (Gutteridge, 1995).
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Hidroksil Radikali (-OH); aktif ge¢is metalleri ile hidrojen peroksidin reaksiyonu
ile olusur (Lloyd ve ark., 1997). Hidroksil radikali oldukga reaktif olup biyolojik sistemler
lizerinde zararli etkilere sahiptir. Hidroksil radikalinin en Onemli zarar1 lipit
peroksidasyonu yapmasidir (Ames ve ark., 1993).

Singlet Oksijeni (*O2); eslesmenmis elektron ya da elektronlara sahip olmadigindan
dolayi bir serbest radikal degildir. Oksijenin eslesmemis elektronlarindan birinden verilen
enerji sonucu, bulundugu orbitalden baska bir orbitale veya kendi spininin ters yoniinde
yer degistirmesiyle olusur. Ancak orbitalinde icerdigi elektronlarin ayni yonlii olmasi
singlet oksijenin diger SOR ile okside olmasini artirmaktadir. Singlet oksijen ozellikle
fotokimyasal reaksiyonlar i¢in olduk¢a 6nemlidir (Ames ve ark., 1993).

Nitrik Oksit (NO) ve Azot Dioksit (NO2); NO, nitrik oksit sentazlar (NOS) adi
verilen hem iceren bir enzim ailesi tarafindan katalize edilen bir reaksiyon olan,
molekiiler oksijen varliginda L-arginin‘in L-sitriiline doniistiiriilmesiyle iretilir (Radi,
2018). Nitrik oksit ve azot dioksit eslesmemis elektronlar ile birer radikaldirler. NO2,
NO’nun oksijen ile reaksiyona girmesi sonucu meydana gelir. NO2 oldukga zehirli ve ¢ok
gliclii bir oksidandir (Gutteridge, 1995). Nitrik oksit eslesmemis elektronlari sayesinde
stiperoksit, tiyol gruplar1 ve azot dioksit ile hizli reaksiyonlar olusturmaktadir. Diger
radikallerle birlikte diabetes mellitus, septik sok, kalp bozukluklari, Alzheimer hastalig
ve gastrik hasar olusumunda etkili oldugu disiiniilmektedir (Lohinai & Szabo, 1999).

Diger Serbest Radikaller: Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon
merkezli radikaller (R-), peroksil radikalleri (ROOQO-), alkoksil radikalleri (RO-), tiyol
radikalleri (RS-) gibi 6nemli serbest radikaller de olusabilir.

2.7.2. Serbest Radikallerin Etkileri

ROT ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNT) konsantrasyonlarinin kontrolsiiz artislari,

proteinleri (Stadtman & Levine, 2000), lipidleri (Rubbo ve ark., 1994), polisakkaritleri
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(Kaur & Halliwell, 1994) ve DNA'y1 (LeDoux ve ark., 1999; Richter ve ark., 1988)
etkiler. Ayrica bu artis apoptozun igsel yolunu tetikler. Hiicrelerde olusan stres agir1 ROT
tiretimine yol agar (Boveris & Chance, 1973).

Artan ROT iiretimi lipitlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin spesifik olmayan
modifikasyonuna yol acarak, biyoenerjetik islev bozukluguna neden olur. Mitokondriyal
membran bilesenleri, ROT tarafindan olusturulan oksidatif hasara karsi o6zellikle
hassastir. Mitokondriyal zarlarin ana fosfolipid bilesenleri, doymamis yag asitleri
acisindan zengindir. Bu doymamis yag asitleri, oksidatif reaksiyonlar zinciri yoluyla
peroksidasyona ugrayan cift baglarin varligi nedeniyle oksijen radikal saldirisina
potansiyel olarak oldukca duyarlidir. Malondialdehit (MDA), coklu doymamis yag asidi
peroksidasyonunun ana triiniidiir. Bu nedenle oksidatif strese maruz kalma sonucu
plazma ve mitokondriyal MDA seviyesinde artig goriliir (Mujahid ve ark., 2007).

Lipit peroksidasyonu, ROT tarafindan bir hidrojen atomunun hidroksil radikalleri
tarafindan ayrilmasiyla baslatilir (Rhoads ve ark., 2006). Coklu doymamis yag asitlerinin
radikal tarafindan saldiriyya ugramasi sonucu membranlarda yikici etki meydana gelir
(Valko ve ark., 2006). Reaksiyon sonucunda, yag asidi bir hidroperoksit olusturabilir
veya MDA ve 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) dahil olmak tizere aldehitler iiretilebilir
(Pinchuk ve ark., 1998). MDA, DNA bazlar ile reaksiyona girerek gen mutasyonlarina
neden olabilirken, HNE c¢ogunlukla proteinlerle reaksiyona girerek fonksiyonel
degisikliklere yol agar (Trachootham ve ark., 2008). Lipit peroksidasyonuyla
olusturulmus hasar sonucunda daha fazla miktarda ROT olusur. Reaksiyon iki reaktifin
birbiriyle tepkimeye girmesiyle sona erer (Agarwal & Prabakaran, 2005).

Tiim amino asitler ROT/RNS ile oksidasyona karsi duyarli olsalar da, lizin,
arginin, histidin, prolin ve treonin gibi bazi aminoasitler oksidasyona kars1 6zellikle

hassastirlar (Valko ve ark., 2006). Proteinlerin radikallerle reaksiyona girmesi sonucu
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karbon merkezli radikaller olusur. Protein karbonillerinin seviyesi, protein oksidasyonu
ve oksidatif stresin kantitatif bir belirteci olarak kullanilmistir (Dean ve ark., 1997).

Oksijen radikalleri, fosfolipidlerdeki ¢oklu doymamis yag asidi kalintilariyla
reaksiyona girerek, ¢ogu protein ve DNA ile reaksiyona girebilecek ¢ok sayida ara iiriin
olusturur. Lipit peroksidasyonunun ana iiriini olan MDA, deoksiguanozin,
deoksiadenozin ve deoksisitidin gibi ¢ok sayida iiriin olusturmak tizere DNA ile
reaksiyona girer. Olusturulan DNA hasar1 kanser ve diger genetik hastaliklara yol agar
(Marnett, 2002). ROT hemen hemen her hiicresel yapiya veya molekiile saldirabilir ve
DNA-protein ¢capraz baglarina, deoksiriboz fosfat omurgasinda hasara ve ayrica pirimidin
ve piirin bazlariin spesifik kimyasal modifikasyonlarina neden olabilir. Oksidatif baz
modifikasyonlari, mutasyonlara neden olabilirken, deoksiriboz kisimlarinin oksidasyonu,
baz salinimini veya DNA sarmal kirilmalarini indiikleyebilir. Hidroksil radikalleri dort
bazin hepsinden (6rnegin, 5-hidroksimetil urasil, 8-dihidroksiadenin, timidin glikol, vb.)
coklu tirtinler iretirken, singlet oksijen tercihen 8-hidroksilasyon ile guanini degistirir
(Haines ve ark., 2013; Kalogeris ve ark., 2012).

2.8. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, serbest radikallerle giivenli bir sekilde etkilesime girerek, hayati
molekiiller zarar gérmeden zincirleme reaksiyonu sonlandirabilen ve zararli serbest
radikallere kars1 bu molekiilleri koruyan maddelerdir. Hem dogal hem de sentetik ¢ok
cesitli antioksidanlar, serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olarak ikiye
ayrilirlar.

2.8.1. Endojen Dogal Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, tiyoller, iirik asit, biluribin,

melatonin, metal bagl proteinler, alfa lipoik asit endojen antioksidanlardandir (Pisoschi
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& Pop, 2015). Katalaz enzimi H20’yi suya doniistiirerek antioksidan 6zellik gosterir
Daha ¢ok karaciger ve eritrositlerden sentezlenir (Sung ve ark., 2013). Glutatyon
peroksidaz dort farkli selenoprotein igerir. Glutatyon peroksidaz enziminin biri
selenyumdan bagimsiz (glutatyon-S-transferaz, GST), digeri selenyuma bagimli (GPx)
olmak iizere iki formu vardir. En 6nemli formu mitokondri ve hiicre dis1 matriste de
bulunan sitozolik GPx'tir. Digerleri, selenyum bagimli olmayan bir GPx, gastrointestinal
GPx ve bir fosfolipid hidroperoksit GPx'tir. GPx; bobrek, karacier ve eritrositlerde
eksprese edilir. Tiim GPx enzimleri, selenoller olusturarak peroksitleri azaltmak i¢in iki
elektron ekler. GPx, indirgenmis glutatyonu (GSH) oksitlenmis glutatyona (GSSG)
doniistiirerek hidrojen peroksidi parcalar. GSH'nin rejenerasyonu, bir redoks dongiisii
olugturan NADPH'ye bagimli bir glutatyon rediiktaz (GR) araciligiyla gergeklesir (Chen
ve ark., 2013; Kumaran & Prince, 2010). Tiyoller oksidanlarla reaksiyona giren esansiyel
antioksidanlardandir.

2.8.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz (SOD) biyolojik sistemlerin her hiicresinde bulunan endojen
olarak iiretilen 6nemli bir hiicre i¢i enzimdir. Hiicresel SOD cesitli metal kompleksleri
seklinde bulunur. Biyolojik sistemde {i¢ ana SOD formu bulunur: bakir-¢inko iceren SOD
(CuZnSOD), manganez igeren SOD (SOD2 olarak da bilinen MnSOD) ve demir igeren
SOD (FeSOD)’dur. Ekstraseliiler SOD ekstraseliiler matriks i¢inde bulunur. Karaciger,
dalak, bobrek ve adrenal bezde yiiksek oranda SOD enzimi bulunur. SOD, ROT u elimine
etmede temel enzim olarak kabul edilir. SOD, hidrojen peroksit ve oksijen olusturmak
icin protonlarla reaksiyona girerek siiperoksit radikalini uzaklastirir. SOD, stiperoksiti
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistiirerek antioksidan aktivite gosterir (Salles

ve ark., 2012).
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2.8.1.2. Glutatyon (GSH)

Tripeptit indirgenmis glutatyon (GSH), enzimatik olmayan ¢ok islevli hiicre ici
bir antioksidandir. Hiicre iginde sistein, glisin ve glutamattan sentezlenir. Esas olarak
karacigerde sentezlenir ve yaklasik %401 safraya salgilanir. GSH'nin rolii, bagirsak
liimeninde diyet ksenobiyotiklerine ve lipid peroksidasyonuna karsi savunma yapmak ve
bagirsak epitelyumunu oksijen radikal saldirisindan korumaktir. Ayrica glutatyon,
oksidatif strese karsi detoksifiye edici birka¢ enzime kofaktorliik yaparak antioksidan
aktivite gosterir. Hidroksil radikalini ve singlet oksijeni dogrudan temizler, glutatyon
peroksidazin katalitik etkisiyle hidrojen peroksit ve lipid peroksitleri detoksifiye eder
(Tovmasyan ve ark., 2015).

2.8.2. Eksojen (Sekonder) Antioksidanlar

Vitaminlerin bir boliimii biyokimyasal olaylarin diizenlenmesinde gorev alirken;
A, C ve E vitaminleri serbest radikallerin hiicrelerde meydana getirebilecegi oksidatif
hasarlar1 6nleyerek hiicrelerin normal islevlerini siirdliirmelerini saglarlar. E vitamini
sekiz farkli formda bulunur. a-Tokoferol en aktif biyolojik antioksidandir; c¢ekirdek
zarinda diger tokoferol izomerlerinden daha derinde lokalize edilir. a-Tokoferol esas
olarak mitokondri, endoplazmik retikulum ve plazma zarlarinin fosfolipitlerinde
yogunlagmistir. En 6nemli antioksidan 6zelligi lipit peroksidasyonuna karsi korumasidir.
Iskemik kalp hastaligi, osteoartrit, katarakt, romatoid artrit goriilme sikligim azaltir.
Singlet oksijen ve hidroksil radikaliyle direkt reaksiyona girerek antioksidan aktivite
gosterir (Ahmed ve ark., 2017; Moukette ve ark., 2015). Karotenoidler, bitkilerde ve
mikroorganizmalarda bulunan yaklasik 600 {iye igerirler. En yaygin formlar1 a-karoten,
B-karoten, likopen, kantaksantin, fukoksantin ve krositindir. Bunlar arasinda, B-karoten,
antioksidan aktivite i¢in en ¢ok c¢alisilandir. B-karoten hem antioksidan hem de

prooksidan ozellik gosterir. B-karoten, singlet oksijeni yok ederek plazma membran
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lipitlerini oksidatif bozunmaya kars1 korur. Aktivitesi doza ve oksijen konsantrasyonuna
baghdir. Diisiik doz oksijen varliginda B-karoten, direk olarak peroksil radikalleriyle
tepkimeye girer. Yiiksek doz oksijen varliginda [p-karoten, prooksidan etki gosterir
(Sharma ve ark., 2018). C vitamini (askorbik asit) suda ¢Oziiniir, viicudun akdz
ortamlarinda calisir ve akcigerlerde ve géz merceginde bulunur. Turuncggiller, patates,
domates ve yesil yaprakli sebzelerde bulunur. L-gula kolakton oksidaz enziminin
olmamasi nedeniyle insanlar d-glikozdan I-askorbik asit sentezleyemezler. Bu nedenle ¢
vitamininin diyetle alinmas1 gerekir. Antioksidan ve prooksidan aktivite gdsterir. Bir
indirgeyici ajan olarak molekiiler oksijen, sliperoksit, nitrat, hidroksil serbest radikal,
lipid hidroperoksitler ve sitokrom a ve c ile reaksiyona girebilir. Vitamin C diger suda
¢Oziiniir vitaminlerle karsilastirildiginda plazma lipit peroksidasyonuna karsi en etkili
antioksidandir. Canlilarda C vitamini takviyesi E vitamininin plazma ve doku
diizeylerinde artisa neden olur. C ve E vitamini, serbest radikal ve singlet oksijene kars1
sinerjistik olarak c¢alisir (Starkov, 2008; Zhao ve ark., 2016). Ayrica irik asit,
seruloplazmin, flavonoid, ve albiimin de antioksidan ozellik gosterir (Sharma ve ark.,
2018).

2.9. Biyokimyasal Parametreler

2.9.1. Alanin Aminotransferaz (ALT, SGPT)

Karaciger hastaliklar1 teshis ve tedavisinde ALT enzim aktivitesinin Sl¢iimil
kritiktir. ALT daha 6nce SGPT (serum glitamik piriivik asit transaminaz) olarak
adlandirihiyordu. ALT, hepatik metabolit oksaloasetat olusturmak i¢in amino gruplarinin
transferini katalize eden bir enzimdir. ALT hepatosit sitozoliinde bolca bulunur.
Karacigerdeki ALT aktivitesi, serum aktivitesinin yaklasik 3000 katidir. Boylece,
hepatoseliiler yaralanma veya 6liim durumunda, hasarli karaciger hiicrelerinden ALT

salinimi, serumda Ol¢iilen ALT aktivitesini arttirir. ALT daha ¢ok karacigerde
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bulunmasina ragmen; bobrek, kalp ve iskelet kasi hiicrelerinde de bulunur. Kana salinan
ALT, karacigerde katabolize edilir ve sonugta 47 saatlik bir plazma yarilanma 6mrii
olusur, bu da AST' den (17 saat ) 6nemli 6l¢iide daha uzundur (Price & Alberti, 1979).
Akut hepatoseliiler hasarda serum AST seviyeleri genellikle hemen yiikselir ve
baslangicta ALT'den daha yiiksek bir seviyeye ulasir. 24 ila 48 saat iginde, Ozellikle
devam eden hasar meydana gelirse, ALT seviyesi daha uzun plazma yar1 6mrii nedeniyle
AST'den daha yiiksek olacaktir. Kronik hepatoseliiler hasarda ALT, AST'den daha yaygin
olarak yiikselir; bununla birlikte, fibr6z doku olusumu ilerledikce, ALT aktiviteleri tipik
olarak azalir ve AST'min ALT'ye orani kademeli olarak artar, boylece siroz mevcut
oldugunda, AST genellikle ALT'den daha yiiksektir (Sheth ve ark., 1998; Williams &
Hoofnagle, 1988). Yiiksek alkol alim1 ve hepatitis viriisii enfeksiyonu olmadan rastlanan
alkolik olmayan karaciger yaglanmasi gibi hastaliklarin tanisinda da ALT ve AST
degerleri 6nem arz etmektedir (Kim ve ark., 2008). Yiiksek doz parasetamol alimina bagl
olarak 24-36 saat araliginda ALT seviyesi artar. 72 saat sonunda ALT en yiiksek seviyeye
ulasir (Singer ve ark., 1995).

2.9.2. Aspartat Aminotransferaz (AST, SGOT)

Karaciger hastaliklarinin teshisi ve tedavisinde kullanilan bir diger enzim Aspartat
aminotransferaz (AST) olup eskiden SGOT (serum gliitamik oksalasetik transaminaz)
olarak adlandiriliyordu. AST organa spesifik olmayan bir enzimdir. Hepatositlerde, kalp
kasinda, iskelet kaslarinda, bobrek dokusunda ve plasentada bulunur. Bu dokularda
nekroz gelistiginde serum AST konsantrasyonunda artig goriiliir. Hepatositlerin i¢inde
bulunan aspartat aminotransferazin % 60-80’1 mitokondri i¢inde bulunurken diger
boliimii ¢ozlniir formda sitoplazma i¢inde bulunur. AST’nin mitokondriyel formunun
salinim1 i¢in membran permeabilitesinde degisime neden olan harabiyetten daha siddetli

bir bozuklugun olmasi gereklidir. Bunun sonucu olarak AST aktivitesindeki artis, alanin
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aminotransferazin artisindan daha geg¢ gergeklesir. AST nin konsantrasyonundaki artis en
yaygin olarak hepatoseliiler hastaliklarda gortliir (Gupta ve ark., 2005; Malhi ve ark.,
2006). AST, L-aspartat ve alfa-ketoglutarat’in oksaloasetat ve glutamata
transaminasyonunu katalize eder. B6 vitaminin aktif metaboliti olan Piridoksal 5’-fosfat,
AST’ye sikica baglanan bir kofaktordiir ve enzimin aktivitesi i¢in gereklidir. Bu
vitaminin alimindaki yetersizlik enzim aktivitesinde azalmaya sebep olur (Sun ve ark.,
2008). AST’nin sitozolik (AST1) ve mitokondrial (AST2) iki izoenziminin ¢ok sayida
formlar1 vardir (Laskin ve ark., 1995). AST pek ¢ok yumusak dokuda bulundugundan
(iskelet kaslari, kalp kas1 ve karacigerde yiiksek konsantrasyonda; eritrositler ve
bobreklerde daha az) serum aktivitesinde yiikselme yumusak doku hasarmin bir
gostergesidir (Gupta ve ark., 2005). Ancak organa spesifik bir enzim degildir (Satoh &
Yamazaki, 1992). Yiiksek doz parasetamol alimi sonucunda da, 24-72 saat iginde
karaciger hasarinin gostergesi olarak AST seviyesi yiikselir. AST 10.000 IU/L veya daha
yiksek seviyelere ¢ikabilir. Aminotransferaz yiikselmesinin derecesi kabaca
hepatoseliiler hasarin derecesine karsilik gelmektedir (Larson, 2007).

2.10. Sitokinler

Sitokinler makrofajlar, dogal oldiiriicii hiicreler, mast hiicreleri ve lenfositler gibi
cesitli hiicrelerden salgilanan diisiik molekiil agirlikli ¢oziinebilir proteinlerdir. Sitokinler
salgilayan hiicre tipine veya Ozelligine bagh olarak kategorize edilmistir. Kemotaktik
ozellik gosteren sitokinler kemokin, 16kositler tarafindan salgilanan sitokinler interlokin,
lenfositler tarafindan salgilanan sitokinler lenfokin, monositler tarafindan salgilanan
sitokinler ise monokin olarak adlandirilir (Tisoncik ve ark., 2012). Sitokinler bagisiklik,
inflamasyon ve hematopoeze aracilik eden ve bunlari diizenleyen proteinlerdir.
Inflamasyonda rol alan hiicreleri aktive ederek reaksiyon bolgesine cekerler (Akdogan &

Yontem, 2018). Karaciger, normal kosullar altinda yalnizca minimum diizeyde sitokin
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iireten birkag hiicreden olusur. Karaciger hiicrelerinden 6zellikle Kupffer hiicreleri aktive
oldugunda, sitokin liretimi 6nemli 6l¢iide artar; bu nedenle karaciger hasar gérmiisse,
sitokinler karaciger dokusunun yenilenmesine aracilik eder. Kupffer hiicreleri tarafindan
iretilen ve salinan sitokinler, iyilesme siirecini baglatmak i¢in gerekli olan karacigerde
bir inflamatuar yanit1 indiikler. Eger inflamasyon kisa bir siirede azalmazsa ayni
sitokinlerin siirekli iiretimi fibr6z ve siroz olusumuna neden olabilir. Boylece sitokin
iiretimi, sitokin salinim miktarina ve siiresine bagli olarak hem yararli hem de zararh
etkilere sahip olabilir. Sitokinler bagisiklik sisteminin iletisim agiyla iligkili dnemli
mediatorler olup, immiin cevaba katilirlar (Kulbe ve ark., 2012; O'Shea & Murray, 2008).
Sitokinler, immiin hiicrelerinin  olgunlagma, biiyime ve immiin yanitin
diizenlenmesinden sorumludur. Ayrica saglhigin 6nemli belirtecleridir (Burska ve ark.,
2014; Kabel, 2014; Neurath, 2014). Tek bir sitokin farkli hiicrelerden sentezlenip, bir¢ok
hiicreyi etkileyerek ¢ok cesitli biyolojik aktiviteye neden olabilir (Sprague & Khalil,
2009). Serum, kan, diski, tiikiirik ve ter gibi gesitli biyolojik sivilardaki sitokin
diizeylerinin degisimi, cesitli hastaliklarin teshisi, evresi ve prognozu hakkinda degerli
bilgiler saglar. Sitokin firtinasinda oldugu gibi anormal veya artan sitokin iiretimi, organ
yetmezligine ve Oliime yol agabilir. Kritik Corona Virilis Hastaligi 2019 (COVID19)
vakalarmin kotli prognozundan "sitokin firtinast sendromu”nun sorumlu oldugu
konusunda fikir birligi vardir. Sonu¢ olarak, sitokin seviyeleri, klinik bozukluklari
degerlendirmek i¢in temel bir gosterge olarak kabul edilmektedir (Mehta ve ark., 2020;
Moore & June, 2020). Pratikte sitokin diizeyi Ol¢imii, viicutta eser miktarlarda
bulunmalarindan, dinamik sekresyon siireclerinden (Liu ve ark., 2016) ve kisa yarilanma
Oomriine sahip olmalarindan Otlirii zordur (Whiteside, 1994). Sitokinler, bagisiklik
siireclerini modiile etmeye hizmet eden karmasik aglar olusturur; farkli sitokinler, ayni

biyolojik siire¢ iizerinde antagonistik, aditif veya sinerjistik etkiye sahip olabilir
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(Nedoszytko ve ark., 2014). Sitokin 6lglimii i¢in en yaygin kullanilan yontemler, ELISA
(Shankar & Cohen, 1997) ve polimeraz zincir reaksiyonudur (PCR) (Saito ve ark., 1999).

2.10.1. Sitokinlerin Simiflandirilmasi

Sitokinler, timor nekroz faktorleri (TNF'ler), interlokinler (IL'ler), lenfokinler,
monokinler, interferonlar (IFN'ler), koloni uyarici faktorler (CSF'ler) ve doniistiiriicii
bliytime faktorleri (TGF'ler) dahil olmak iizere bir dizi kategoride simiflandirilabilir.
Sitokinler, hiicresel kaynaklarma gore, IL-2, IL-12, IFN-y ve TNF-£ dahil olmak {izere
CD4+ T-yardimct 1 (Thl) hiicreleri tarafindan iiretilen tip 1 sitokinler olarak
smiflandirilir. 1L-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13 dahil olmak tizere CD4+ Th2 hiicreleri
tarafindan tretilen tip 2 sitokinlerdir (Sprague & Khalil, 2009). Ayrica rollerine bagl
olarak sitokinler, proinflamatuar veya antiinflamatuvar olarak da siniflandirilabilir. IL-
1B, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a ve interferonlar dahil proinflamatuar sitokinlerdir,
inflamatuar reaksiyonlar1 kolaylastirirlar ve immiinokompetan hiicreleri uyarma
egilimindedirler. Buna karsilik, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11, IL-13, IL-1 reseptOr antagonisti
(IL-1RA) ve TGF-f gibi antiinflamatuvar sitokinler, inhibe eder ve bagisiklig1 baskilar
(Boshtam ve ark., 2017). Baz sitokinler (IL-6 gibi) hem pro hem de antiinflamatuvar
Ozelliklere sahiptir. Sonug olarak, pro ve anti-inflamatuar sitokinler arasindaki dinamik
ve siirekli degisen denge, enflamasyona aracilik ederek ve modiile ederek konakgi
bagisiklik sisteminde Onemli bir rol oynar. Proinflamatuvar sitokinler, otoimmiin
inflamasyonun baglamasina ve ilerlemesine katkida bulunurken; antiinflamatuvar
sitokinler, inflamasyonun gerilemesine ve otoimmiin hastaligin akut fazlarindan
iyilesmeye yardimci olur (Moudgil & Choubey, 2011).

Inflamatuvar yanit, konakg1y1 yaralanmaya ve enfeksiyona karst korumak igin bir
akut faz tepkisini indiikleyen sitokinler tarafindan birincil olarak kontrol edilir. Bu

reaksiyon, aynt hiicreden veya farkli hiicrelerden IL-1p, IL-6, IL-8, IL 12, IFN-y ve TNF-
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a gibi proinflamatuar sitokinlerin salinmasiyla baslar. Bu sitokinlerin baslica rolii, ¢evre
dokulara enfeksiyon veya yaralanma mesajin1 iletmektir. Ek olarak, bu sitokinler sistemik
dolasima girerek bagisiklik hiicresi aktivasyonu ile ates ve akut faz reaksiyonu gibi konak
fizyolojisinde 6nemli degisikliklere neden olabilir (Boshtam ve ark., 2017).

IL-1 reseptorii antagonisti, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11, IL-13 ve TGF-g gibi anti-
inflamatuar sitokinler, proinflamatuar sitokinlerin neden oldugu asir1 inflamatuar yaniti
engelleyen bir dizi immiin diizenleyici molekiildiir (Opal & DePalo, 2000).

2.10.2. TNF-alfa

Timor nekroz faktorii (TNF) bir adipokin ve bir sitokindir. TNF, mononiikleer
fagositlerden salinan TNF-a (kasektin) ve lenfositlerden salinan TNF-3 olmak tizere ikiye
ayrilir (Beutler & Cerami, 1989). TNF-a oOncelikle makrofaj ve monositlerden
sentezlenir. TNF-a’nin molekiil agirligi 17 kDa’dir. TNF, reseptor 1 (TNFR1) ve reseptor
2 (TNFR2) olmak iizere 2 farkli reseptore baglanarak etki gosterir (Varfolomeev &
Ashkenazi, 2004). TNF-a inflamatuar reaksiyon ve ilgili hastaliklarin olusumunda ve
gelismesinde 6nemli bir proinflamatuar sitokindir (Opal & DePalo, 2000; Paul ve ark.,
2006). TNF-a’nin ¢esitli islevleri arasinda, proinflamatuar sitokin zincir kaskadini
baslatma gorevi vardir. Bu nedenle TNF-a proinflamatuvar sitokin iiretiminin master
sitokinidir (Maini ve ark., 1995). Inflamasyonun amaci, irrite edici ajan1 yok etmek ve
doku yenilenmesini hizlandirmaktir. Vazodilatasyon, akut inflamasyonun 1iyi
tanimlanmis bir 6zelligidir ve klinik olarak ates ve inflamasyonlu bolgede daha yiiksek
sicaklik olarak kendini gdsterir. Vazodilatasyona esas olarak NO ve vazodilatasyon etkili
prostanoidler aracilik eder (Rees ve ark., 1998; Tabernero ve ark., 2003; Vallance &
Chan, 2001). NO, ii¢ ¢esit NO-sentaz1 (NOS) tarafindan tretilir: endotelyal (eNOS),
noronal (nNOS) ve indiiklenebilir (iNOS)dir (Vallance & Chan, 2001). TNF-a ve diger

bazi proinflamatuar sitokinlerin makrofajlarda ve diger bazi 16kositlerde iNOS
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ekspresyonunu uyardigi bulunmustur (Sanders ve ark., 2001). inflamasyonun
karakteristik 6zelliklerinden biri 6demdir. TNF-a'min 6dem olusumuna katkida
bulunabilecegi olas1 bir mekanizma, damarin endotel yapisini bozmasidir. Saglikli
endotel, inflamasyonu ve damar gecirgenligini diizenlemede kilit rol oynayan bir
glikokaliks tabakasi ile giiclendirilmistir. TNF-a, bu katmanin bozulmasini indiikleyebilir
ve dolayisiyla gegirgenligi artirir (Chappell ve ark., 2009). Vazodilatasyon ve 6deme,
16kositlerin inflamasyonlu bdlgeye gocii eslik eder. TNF-a, damar endotelinde bazi
adhezyon molekiillerinin ortaya ¢ikmasina yol acar. Adhezyon molekiilleri; ndtrofillerin,
monositlerin ve hafiza T-16kositlerinin, uyarilmis trombositler ve endotelyal hiicreler
lizerine yapismasina katilir (Mommsen ve ark., 2011). inflamasyon ve kan pihtilasmasi
siki bir sekilde iligkilidir. TNF-a ve bazi sitokinler doku faktorii ekspresyonunu
indiikleyerek, pihtilasma kaskatini aktiflestiriler (Pawlinski ve ark., 2003). TNF-a
hipotalamusa gecerek pirojenik sitokin olmasi 6zelligiyle atese neden olur (Steinman,
2010). Adindan da anlasilacagi tizere TNF-a'nin yiiksek doz lokal uygulamasi, giiglii bir
tiimor nekroz aktivitesine sahipken, diisiikk dozda hiicresel transformasyon, proliferasyon,
biiylime, invazyon, metastaz dahil tiimor olusumunun tiim asamalarina katilan endojen
timor baslatici olarak hareket eder (Balkwill, 2002; Szlosarek ve ark., 2006).

2.10.3. IL-1p

Interlokin-1B (IL-1 B) inflamasyon ve yaralanmaya karsi konak¢i savunma
tepkileri i¢in ¢ok 6nemli olan gii¢lii bir proinflamatuar sitokindir (Dinarello, 1996). Ayni
zamanda tiim interlokinler arasinda IL-1, en 1y1 karakterize edilen ve en ¢ok calisilanidir.
IL-1B daha ¢ok monositler ve makrofajlar gibi dogustan gelen bagisiklik sisteminin
hiicrelerinde tliretilmesine ragmen, ¢esitli hiicre tipleri tarafindan da salgilanir. IL-1p, pro-
IL-1P olarak adlandirilan 31 kDa'lik aktif olmayan bir 6ncii olarak tiretilir (Takeuchi &

Akira, 2010). Pro-IL-1B, proinflamatuar proteaz kaspazl tarafindan yikilir (Thornberry
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ve ark., 1992). Pro-1L-1B 'nin kaspaz-1'e bagl islenmesini takiben, olgun IL-1B hizla
hiicreden salgilanir (Brough & Rothwell, 2007).

IL-1B, endotelyal hiicreler iizerinde adezyon molekiillerinin ekspresyonunu
indiikleyerek ve stromal hiicreler tarafindan kemokinlerin salinmasi yoluyla inflamasyon
bolgesinde inflamasyon hiicrelerinin toplanmasini tesvik eder. Sitokin, fosfolipaz A2,
siklooksijenaz 2 ve iNOS gibi ¢esitli enzimlerin iiretimini indiikleyerek lokal ve sistemik
tepkilere katkida bulunan inflamatuvar aracilar, prostaglandin E2 ve NO'nun salinmasina
yol agar (Jacques ve ark., 2006). IL-1p’nin sistemik etkileri arasinda hipotansiyon, ates,
notrofili, trombositoz ve akut faz proteinlerinin iiretimi yer alir. Bu etkilerin bazilar
indirekt olup, sitokinlerin ve diger inflamatuvar mediatorlerin indiiklenmesi yoluyla
aracilik eder (Dinarello, 1996). IL-1, farelerde ve insanlarda tip 17 T-yardimci hiicrelerin
farklilasmasint ve IL-17 iiretimini indiikleyerek adaptif bagisiklik yanitlarinin
diizenlenmesinde de yer alir (Chung ve ark., 2009).

2.11. Renin Anjiyotensin Aldosteron Sistemi (RAAS)

Insan viicudu c¢ok sayida sistemin bir arada calistigi kompleks bir yapidir. Bu
sistemlerin i¢inde Renin Anjiyotensin Aldesteron Sistemi (RAAS) hayati 6nem
tasimaktadir (Atlas, 2007). Bu sistem ekstraseliiler sivi hacmini ve arteriyel basinci
diizenleyerek vaskiiler tonusu korur (Navar, 2014). Adindan da anlasilacag {izere renin
ve anjiyotensin sistemi olusturan iki Onemli bilesendir. Renin veya diger adiyla
anjiyotensinojenaz, bobrekte jukstaglomerular hiicreler tarafindan salgilanir (Kopp,
2011). Diisiik arteriyel kan basinci, diisiik sodyum kloriir seviyesi ve sempatik sinir
sistemi aktivasyonu renin sentezine yol acar (Drenjancevic-Peric ve ark., 2011). Renin
karaciger tarafindan salgilanan a-2 globulin proteini olan anjiyotensinojeni anjiyotensin
I’e hidrolize eder (Verdecchia ve ark., 2008). Anjiyotensin I ayrica endotele bagh

anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ADE) tarafindan akciger kilcal damarlarinda, endotel
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hiicrelerinde ve bobrek epitel hiicrelerinde boliinmeye ugrar. Bir karboksipeptidaz olan
ADE diger adiyla kininaz I, anjiyotensin I'i anjiyotensin II’ye doniistiirtir (Crisan & Carr,
2000). Anjiyotensin II, diiz kas1 daralttig1 i¢in tiim kan damarlarinda (arterler ve damarlar)
vazoaktif role sahiptir. Anjiyotensin II kan basincini ve nabzi artirir, protrombotik etkiye
sahiptir (Feener ve ark., 1995). Ayrica adrenal bezi aldosteron salgilamasi i¢in uyarir
(Yatabe ve ark., 2011). Aldosteron, sodyumun geri emilimini artirmak i¢in bobrek
proksimal tiibiillerini uyararak sodyum-potasyum homeostazini korur, dolayisiyla
sodyum tutulur ve potasyum kaybedilir (Chiolero ve ark., 2000). Anjiyotensin II,
anjiyotensin tip-1 ve tip-2 reseptorleri (AT-1R ve AT-2R) olmak lizere 2 reseptor
tizerinden etki gosterir. Anjiyotensin II; AT-1R iizerinden, artan sodyum tutulmasina,
vazokonstriksiyona, susuzlugun ve tuz arzusunun uyarilmasina, artmis sempatik sinir
sistemi aktivitesine ve adrenal bezden aldosteron salinimina yol agar. AT-2R AT-1R’ye
gore tam ters calisir. AT-2R stimiilasyonu sonucu antiinflamatuvar, antifibrotik ve
vazodilator etki gortiliir. AT-2R, fetiisteki baskin reseptor tipidir ve gelisimde kilit bir rol
oynar, yetiskinde AT-1R baskindir (De Mello, 2015; De Mello & Frohlich, 2014). RAAS
sistemi, kardiyovaskiiler sistemin saglikli bir sekilde isleyisinden, elektrolit-sivi
dengesinden sorumludur. Ayrica RAAS sistemi ROT varligt ve inflamasyonla da
iligkilidir (Welch, 2008). Anjiyotensin II; ROT iiretimini, hiicre biiyiimesini, apoptozu,
hiicre gogiinii ve farklilagsmasini, gen ekspresyonunu diizenler ve doku hasarina yol agan
coklu hiicre i¢i sinyal yollarini aktive edebilir (Ruster & Wolf, 2006).

2.12. Valsartan

Valsartan bir anjiyotensin reseptor blokoriidiir ve Anjiyotensin II’nin tip 1
reseptoriinii (AT-1 reseptoriinii-AT-1R) segici olarak bloke ederek Anjiyotensin II
bagimli aldosteron salinimini inhibe eder. AT-1R'nin blokaji vazokonstriksiyonu,

sodyum ve su tutulmasini ve miyokardiyal hipertrofiyi azaltir (Dargad ve ark., 2018).
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Valsartan hizlica absorbe edilir, oral uygulanmasindan 2 saat sonra maksimum
plazma konsantrasyonuna ulasir (Flesch ve ark., 1997). Valsartan %85-99 plazma
proteinlerine baglanir. Tek doz (10-300 mg), ¢oklu oral doz 200 mg Valsartanin iyi tolere
edilmis ve biyoyararlanimi doza bagimli oldugu gosterilmistir. Oral olarak uygulanan bir
Valsartan dozunun %10’u degismeden idrarla ve %71'i degismeden digkiyla atilir.
Valsartanin baskin inaktif metaboliti, dozlamadan yaklasik 8 saat sonra plazmada goriilen
valeril-4-hidroksi-valsartan, atilan dozun yaklagik %9'unu olusturur. Renal atilim 2 giin
sonra biiyiikk Ol¢iide tamamlanir ancak fekal eliminasyon 4. giine kadar devam eder
(Colussi ve ark., 1997).

Valsartan hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi ve diyabetik nefropatide ADE
inhibitorleri kadar etkilidir. Bobrek kan akimini artirir ve ADE inhibitdrleri gibi diyabetik
nefropati ve kronik bobrek yetmezligindeki proteiniiriyi azaltir. ADE inhibitorlerinden
farkli olarak anjiyoddem ve kuru oksiiriik olusturmaz. Kandaki renin diizeyini ve ADE
inhibitorlerinden farkli olarak anjiyotensin diizeyini yiikseltir. Bu yiikselmenin nedeni
bobrekte renin salgilayan hiicreler {izerinde anjiyotensinin AT-1R aracilifi ile yaptig
feedback inhibisyonunu kaldirmasidir. RAAS sistemi bloke edildiginden kan basinci
sodyuma bagimli hale gelmistir. Bu nedenle kanda sodyum diizeyinin diisiik olmas1 veya
diisiik sodyum diyeti, antihipertansif etkinligi artirir. Bundan dolay1 diiiretiklerle kombine
preparatlart mevcuttur. Ayni zamanda diretik ve natriiiretik etkisi de vardir. Valsartan sol
ventrikiil sistolik disfonksiyonu veya yetmezligi gelisen miyokard infarktusunun (MI)
tedavisinde kullanilir (Kayaalp, 2012).

Valsartan alimina bagl olarak goriilen en sik yan etkiler; bas agrisi, bas donmesi,
mide bulantisi, karin agrisi, yorgunluk, diyaredir. Bazi hastalarda iirik asit, {ire, kreatinin

artis1 gozlemlenmistir (Baruch ve ark., 1999).
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2.13. Neprilisin Enzimi ve Fizyolojik Onemi

Neprilisin enzimi 1970 yilinda bulunmustur. Neprilisin, notral endopeptidaz
(NEP), enkefalinaz gibi diger isimlerle adlandirilmistir. NEP enzimi ¢inko bagimli
metallopeptidaz ailesindendir (Erdos & Skidgel, 1989; Schiering ve ark., 2016). NEP esas
olarak bobreklerde (en ¢cok proksimal tiipde), akcigerlerde, endotel hiicrelerinde, vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde, kardiyak miyositlerde, fibroblastlarda, nétrofillerde, adipositlerde,
testislerde ve beyinde bulunur (Dussaule ve ark., 1993; Graf ve ark., 1995). NEP ayni
zamanda bobrek korteksinde bulunan ve ANP parcalayan bir endopeptidazdir
(Sonnenberg ve ark., 1988). Natriiiretik peptitler; atriyal, beyin tipi ve C tipi natriiiretik
peptitleri (ANP, BNP ve CNP) iceren benzer fakat genetik olarak farkli peptitlerin bir
ailesini olusturur (Baxter, 2004). ANP ve BNP fizyolojik etkilerini guanilil siklaza
baglanan tip A (NPR-A) ve tip B (NPR-B) natriiiretik peptid reseptorleri araciligiyla
gosterirler. NPR aktivasyonuyla hiicre i¢i siklik GMP'yi (¢cGMP) arttirir, bu da sirasiyla
vazodilatasyon, natrilirez ve diiirez, renin-anjiyotensin-aldosteron sisteminin (RAAS),
endotelin ve vazopressin inhibisyonu ve lipid mobilizasyonunu igeren biyolojik etkilere
aracilik eder (Potter ve ark., 2006; Rubattu ve ark., 2008). ANP'nin dolasimda kisa bir
yar1 omrii vardir, NEP tarafindan hizlica pargalanir (Sonnenberg ve ark., 1988). NEP
inhibitorlerinin ANP seviyelerini arttirdigi gosterilmistir (O'Connell ve ark., 1992;
Richards ve ark., 1990) ve bu nedenle hipertansiyon ve kalp yetmezligi dahil olmak tizere
bir dizi kardiyovaskiiler hastaligin tedavisi i¢in faydali etkilere sahiptir (Gu ve ark.,
2010). ANP'nin, vazodilatasyon, natriirez ve diiirez dahil olmak iizere Kkalp
yetmezliginde potansiyel olarak faydali fizyolojik etkiler sagladigi tanimlanmistir, ancak
NEP tarafindan hizla pargalanir. NEP inhibisyonunda amag yararli vazodilator etkilerinin
daha uzun siirmesine izin vermek icin natriliretik peptidlerin parcalanmasini en aza

indirmektir. NEP ayn1 zamanda vazokonstriktorlerinde (anjiyotensin I, II ve endotelin-1)

30



pargalanmasina neden olur. Bu yiizden kalp yetmezligi (Cleland & Swedberg, 1998) ve
hipertansiyon tedavisinde (Ando ve ark., 1995) anjiyotensin reseptér blokorleriyle
kombine olarak kullanilmaktadir (Kang & Banerjee, 2017) Neprilisin, amiloid-p peptidi
(AB) bozarak, inhibisyonunun yasa bagli makiiler dejenerasyon, serebral amiloid
anjiyopati ve alzheimer hastaligi gibi AP birikimi hastaliklarimin gelisimine katkida
bulunabilecegi endiselerine yol agar (Campbell, 2017).

1990 yilinda piyasaya ilk NEP inhibitorii olarak kandoksatril ¢ikmis olup
antihipertansif olarak kullanilmistir (O'Connell ve ark., 1992). Natriiirez ve diiirez etki
gostermesine ragmen es zamanli olarak vazokonstriktor Endotelin 1 ve Anjiyotensin 1
konsantrasyonunu artirdigi ve devamli antihipertansif etki gdstermediginden piyasadan
¢ekilmistir (McDowell & Nicholls, 1999). Tek olarak NEP inhibitorlerinin kullaniminin
basarisiz olmast ADE/NEP inhibitorleri gelistirilmesine sebep olmus olup omapatrilat
kullanilmaya baslanmigtir. Kalp yetmezligi olan hastalarda ADE inhibitorlerinden
lizinopril ve omapatrilat karsilastirilarak yapilan bir arastirmada, omapatrilat kalp
yetmezligi tedavisinde tek basina ADE inhibitorlerinden kiyasla 6liim oranini daha ¢ok
azaltmistir (Rouleau ve ark., 2000). Yapilan baska bir aragtirmaya gore, kalp yetmezligi
olan hastalarda enalapril ve omapatrilat karsilastirildiginda omapatrilat enalaprile gore
kiyasla daha fazla anjiyoodem gelismistir (Kostis ve ark., 2004). Omapatrilat
kullaniminda bulunan anjiyoddem olumsuz etkinin bir sonucu olarak ve ikili tedavinin
potansiyel rolii ile anjiyotensin reseptor blokdrlerin NEP inhibitdrleri ile kombinasyon
halinde kullanilmas: diisiiniilmistiir (Feng ve ark., 2012).

2.14. LCZ696 (Sakubitril/Valsartan)

LCZ696, oral olarak aktif bir anjiyotensin reseptorii neprilisin inhibitdriinii temsil
eden Valsartan (ARB) ve sakubitrili (NEP inhibitor) igerir. LCZ696 bilesimindeki

sakubitril ve Valsartan 1:1 molar oraninda bulunur. Giinliik dozu 100-400 mg'lik oral
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tabletler seklindedir. NEP inhibitorii olan sakubitril (AHU377) bir 6n ilag olup, esterazlar
tarafindan aktif formu olan LBQ657 ye dondstiiriiliir (Segura ve ark., 2013; Vardeny ve
ark., 2013). Boylece sakubitril, natritiretik peptitlerin seviyelerini yiikselterek natriiirezi,
vazodilatasyonu ve sodyum atilimi yoluyla ekstraseliiler s1ivi hacminin azalmasini tesvik
eder; sonunda 6n yiikii ve ventrikiiler yeniden yapilanmayi azaltir (Mangiafico ve ark.,
2013). NEP inhibisyonunda amag¢ yararli vazodilator etkilerinin daha uzun siirmesine izin
vermek i¢in natriiiretik peptidlerin pargalanmasini en aza indirmektir. NEP ayn1 zamanda
vazokonstriktorlerinde (Anjiyotensin I, IT ve Endotelin-1) par¢alanmasina neden olur. Bir
NEP inhibit6rii olan sakubitril hem vazokonstriktér hem vazodilator etkili oldugundan
tek basina tedavide kullanilmaz. NEP inhibitorleri ile ARB kombine olarak kullanilir ve
ARNI olarak bilinir (Kang & Banerjee, 2017). Valsartan, AT1’i se¢ici olarak bloke
ederek ve aynm1 zamanda anjiyotensin-II'ye bagli aldosteron salinimini inhibe ederek
anjiyotensin-II'nin etkilerini inhibe eder. AT1'in blokaji bdylece vazokonstriksiyonu,
sodyum ve su tutulmasin1 ve miyokardiyal hipertrofiyi azaltir. Deneysel ¢alismalarda,
LCZ696’nin deneysel MI'dan sonra anjiyotensin-II aracili kardiyo-renal fibrozu ve
kardiyak yeniden sekillenme ve islev bozuklugunu azalttigi gosterilmistir. LCZ696
tarafindan kardiyak fibrozis ve kardiyak hipertrofiyi tek basina NEP inhibitorii veya
ARB’den daha iistiin inhibe etmistir (von Lueder ve ark., 2015; Wang ve ark., 2015).
PARADIGM-HF (Kalp Yetmezliginde Kiiresel Mortalite ve Morbidite
Uzerindeki Etkiyi Belirlemek I¢in Anjiyotensin Reseptor Blokorii-Neprilisin Inhibitdrii
ile ADE’nin Prospektif Karsilastirmasi) ¢alismasinda diisiik ejeksiyon franksiyonlu kalp
yetmezligi olan hastalarda LCZ696 tedavisi enalaprile gore hastaneye yatis ve 6lim
oranlarmi %20 azaltmistir (McMurray ve ark., 2014). Yine literatiirde yapilan bagka bir
aragtirma olan PARAMOUNT (Korunmus Ejeksiyon Fraksiyonlu Kalp Yetmezliginin

Tedavisinde ARNI ile ARB'min Prospektif Karsilastirmasi) da korunmus ejeksiyon
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fraksiyonlu kalp yetmezligi olan hastalarda LCZ696 tedavisi enaprile kiyasla kan
basincini 9.3/4.9 mm Hg daha fazla diisiirmustiir (Solomon ve ark., 2012).

LCZ696 oral uygulamasi sonrasinda sirasiyla; 0.5 saat, 2 saat, 1.5 saat sonunda
sakubitril, sakubitrilat ve valsartan plazma konsantrasyonlar1 doruk diizeyine ulasir. Gida
ile alimmimn LCZ696 iizerinde onemli bir anlami bulunmamistir. LCZ696 plazma
proteinlerine biiyiik oranda (%94-97) baglanir. AHU377, esterazlar tarafindan kolayca
sakubitrilata doniistiiriiliir. Valsartan minimal diizeyde metabolize edilir; dozun sadece
yaklasik 9%20'si metabolitler olarak geri kazanilir. Plazmada diisiik konsantrasyonlarda
bir hidroksil metaboliti tanimlanabilir. Oral uygulamay: takiben AHU377 ve
sakubitrilatin %52 ila %68'"i, valsartan ve metabolitlerinin %13'"i idrarla atilir. AHU377
ve sakubitrilatin %37 ila %48'i, valsartan ve metabolitlerinin %86's1 fecesle atilir.
AHU377, sakubitrilat ve valsartan sirasiyla yaklagik 1.4 saat, 11.5 saat ve 9.9 saat
ortalama eliminasyon yar1 omrii ile plazmadan elimine edilir. LCZ696 nin plazma
proteinlerine yiiksek oranda baglanmasi nedeniyle hemodiyaliz yoluyla sistemik
dolagimdan uzaklastirilmas1 miimkiin degildir (Fala, 2015).

Yapilan klinik c¢aligmalara gore LZC696 diisiik ejeksiyon fraksiyonlu kalp
yetmezligi olan hastalarda ARB’lere gore daha iyi tolere edilmistir. PARADIGM-HF
caligmasinda diisiik ejeksiyon franksiyonlu kalp yetmezligi olan hastalarda LCZ696
tedavisi enalaprile gore hastaneye yatis ve 6liim oranlarini %20 azaltmistir (McMurray
ve ark., 2014). FDA tarafindan diisiik ejeksiyon franksiyonlu kalp yetmezligi tanisinda
kullanimi1 onaylanmistir. Ayrica, korunmus ejeksiyon fraksiyonu (HFpEF), kronik bébrek
hastaligi, miyokard enfarktiisii sonrasi ve inme ile kalp yetmezliginde potansiyel
kullanimin1 6neren c¢alismalar vardir. LCZ696, kronik bobrek yetmezligi olan veya
olmayan hipertansif hastalarda anjiyoddem gibi 6nemli yan etkiler olmaksizin hem

sistolik hem de diyastolik kan basincini etkili bir sekilde diistirdiigii gésterilmistir ve kan
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basincini diisiirme etkisi 24 saat devam eder (Ruilope ve ark., 2010; Wang ve ark., 2017;
Williams ve ark., 2017). Sistolik hipertansiyon prevalansi ilerleyen yasla birlikte 6nemli
Olclide artar ve yashilarda HFpEF i¢in gii¢lii bir risk olusturur. LCZ696, yasa baglh
hipertansiyondan kalp yetmezligine kadar olan kardiyovaskiiler siireci baskilar.
LCZ696’nin yakin tarihli bir calisma olan PARAMETRE (Anjiyotensin Reseptorii
Neprilisin Inhibitoriiniin Anjiyotensin Reseptdr Blokorii ile Yaslilarda Arter Sertligini
Olgen Prospektif Karsilastirmasi) de, genis nabiz basingl sistolik hipertansif yaslilarda
santral aortik sistolik kan basincini azaltmada ARB'den {istiin oldugunu gostermistir
(Williams ve ark., 2017). PARADIGM-HF c¢alismasinda LCZ696 nin pozitif anti-
diyabetik etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada diabetes mellitus ve diisiik
ejeksiyon fraksiyonlu hastalar, enalapril ile karsilastirildiginda LCZ696 ile tedavi
edildiginde daha uzun siireli HbA1c¢ dististi gergeklesmistir (Seferovic ve ark., 2017).
Kronik ARNI kullanimi, NEP diizeylerinin diigmesine neden olur ve belirli
bireylerde veya popiilasyonlarda NEP polimorfizmi ile birlestirildiginde, Alzheimer
patogenezine katkida bulunabilen AP bozulmasinin azalmasina neden olabilir. Son
yillarda yapilan caligmalarda AB bozunmasini saglayan NEP ve IDE (insiilin yikan
enzim) arasinda anlamli bir etkilesim olmadigini gdstermistir, ancak Alzheimer hastaligi
icin ilave bir risk etkisi ile iliskilendirildiler (Vepsalainen ve ark., 2009). LCZ696
kullanimina bagli olarak hiperkalemi, hipotansiyon, bobrek yetmezligi, oksiirik,
anjiyoddem gibi yan etkiler bildirilmistir. Giinde iki kez 10 mg enalapril ile LCZ696’y1
karsilastiran PARADIGM-HF c¢alismasinda, sakubitril/valsartan daha yiiksek
hipotansiyon ve semptomatik hipotansiyon insidansi ile iligkilendirilmistir. LCZ696,
enalaprilden daha diisiik serum potasyum veya serum kreatinin yiikselme riski ve daha

diisiik oksiirtik riski ile iliskilendirilmistir (Bhagat ve ark., 2019).
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2.15. Neprilisin Inhibitérleri ve Anjiyotensin Reseptor Blokorleri ile
Parasetamol Zehirlenmesi Arasindaki liski

RAAS, parasetamol toksisitesine bagli akut karaciger hasarinin patofizyolojisinde
rol oynayan yolaklardan biridir (EI-Demerdash ve ark., 2008). RAAS’in en 6nemli
mediyatorii olan Anjiyotensin II’nin artmasi karaciger hasarinda hepatik inflamasyon ve
fibrozisi artirir (Bataller ve ark., 2005; Bataller ve ark., 2003; Friedman, 2008).
Anjiyotensin II’'nin karaciger fibrozisi patogenezinde Onemli bir molekiil oldugu
bilinmektedir (Aydin & Akcali, 2018; Lubel ve ark., 2008). Ayrica Anjiyotensin II
vaskiiler yapilarda NADPH oksidaz ve ksantin oksidaz (XO) gibi serbest radikal dnciilii
enzimleri salar ve serbest radikallerin dokudaki miktarinin artmasina sebep olur
(Landmesser ve ark., 2007; Mollnau ve ark., 2002). Anjiyotensin Il, hepatik oksidatif
stresi de artirir (Bataller ve ark., 2005; Bataller ve ark., 2003). Anjiyotensinojen,
anjiyotensin doniistiiriici enzim ve anjiyotensin I, hem normal hem de fibrotik
karacigerde hepatositlerde yaygin olarak dagilir. AT-1R, hem normal hem de patojenik
karaciger parankiminde bulunur ve patojenik karacigerdeki fibrotik alanlarda artan AT-
IR baglanmasi goriilir. Bir ARB olan Valsartanin da AT-1R blokaji sonucunda
karbontetrakloriir ile olusturulan hepatotoksisitede etkili oldugu belirtilmistir (Xu ve ark.,
2006). Neprilisin inhibitorleri de vazoaktif peptitlerin parcalanmasini inhibe ederek,
RAAS inhibisyonuna neden olur (Potter ve ark., 2006; Rubattu ve ark., 2008). Son
yillarda yapilan bir arastirmaya gore STZ ile indiiklenen hiperglisemik si¢canlarda,
LCZ696'n1n uygulanmasi karaciger fonksiyonlarini iyilestirmis ve antioksidan enzimleri
yiikseltmistir. Ayrica Valsartan grubuyla karsilastirildiginda antioksidan parametreleri
belirgin 6l¢iide artirmistir (Algahtani ve ark., 2020). Yapilan bir arastirmaya gore 5/6
oraninda nefrektomi yapilmis ratlarda LCZ 696 uygulamasi oksidatif stresi ve bobrek

fonksiyonlarini iyilestirmistir. Tek basina Valsartanla uygulanan tedaviye gore LCZ 696
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daha etkili bulunmustur (Jing ve ark., 2017). Ratlarda yapilan bagka bir arastirmaya gére
streptozosinle indiiklenen diyabette LCZ 696 uygulamasi inflamatuvar sitokin diizeyinde
belirgin diisiis saglamistir (Mohany ve ark., 2020). Yeni bir arastirmaya goére de
izoproterenolle indiiklenmis akut kalp yetmezligi modelinde LCZ 696 uygulanmasi
miyokardiayal hasar1 onemli 6l¢iide iyilestirerek kalp yetmezligine bagli oksidatif stresi
azaltmistir (Hou ve ark., 2022). Yapilan giincel bir arastirmaya goére renin inhibitorii
aliskrenin parasetamol toksisitesinde etkili oldugu gosterilmistir (Karcioglu ve ark.,
2016).

Valsartanin hepatoprotektif 6zelligi diyabet ve karbon tetra kloriir ile
olusturulmus karaciger hasarinda g¢alisilmis olmasina ragmen, Valsartanin parasetamol
ile olusturulan karaciger toksisite modelinde etkisini gosteren herhangi bir literatiir bilgisi
yoktur (Algahtani ve ark.,, 2020; Xu ve ark., 2006). Ayrica kullanacagimiz
sakubitril/valsartan kombinasyonu olan ve yeni ruhsat almis LCZ 696 nin da herhangi bir
karaciger toksisite modeli tizerine etkilerini arastiran bir literatiir bilgisine
rastlanmamistir. Dolayisiyla ne Valsartanin, ne de LCZ 696‘nin parasetamol ile
olusturulan karaciger harabiyetine etkisi bilinmemektedir. Ayn1 zamanda LCZ696 nin
Valsartana iistiin olup olmadigi da arastirilmamustir. Yapilmis aragtirmalar, LCZ 696 ‘nin
iflamasyonu azaltip, oksidatif stresi baskiladigini gosterdigi i¢in, inflamatuvar ve
oksisatif strese bagimli olarak gelisen bir siire¢ olan hepatotoksisitede bu ilaglarin etkili

olabilecegi akla gelmektedir.

36



3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu calismada Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezinden alinan erkek 200-210 g agirhiginda Albino wistar si¢an kullanildi. Siganlar
rastgele 11 gruba ayrildi. Bu calismada grup basina 6 sigan olacak sekilde toplam 66 adet
sican kullanildi. Deney 6ncesinde adaptasyon siirecinde, siganlara ihtiya¢ kadariyla (ad
libitum) su ve yem (standart sican yemi) verildi. Tiim hayvanlarin bakimi ve beslenmesi
oda sicakhiginda (22 °C) gerceklestirildi. Yiiriitiilen ¢aligmalar, Atatiirk Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanligi'na (HADYEK) 19.02.2021 tarihli ve
93722986-000-E.2100051127 sayil1 yazi ile bagvurusu gerceklestirilmis, bu bagvurunun
HADYEK tarafindan 09.03.2021 tarihli 75296309-050.01.04-E.2100073455 sayili
yazida 50 nolu karar ile etik ilkelere uygun oldugu kabul gormiistiir.

3.1.2. Kullanilan flaclar

Parasetamol: Deneyde, 2 ml 1X’lik PBS (phosphate buffer saline) i¢inde % 1’lik
CMC (Karboksi Metil Seliiloz) ile 2 g parasetamol siispande edilerek, diisiik sicaklikta
karistirilarak hazir hale getirildi (Parasetamol, Doga Ilac Hammadde Ltd. sirketi,
Istanbul). Gavaj kullanilarak oral yoldan verildi.

N-Asetil Sistein (NAC): Calismada, 600 mg tablet NAC (NAC, Basel kimyevi
Maddeler ve Ila¢ San. Tic. Anonim Sirketi, Istanbul), 2 ml % 0.9’luk NaCl ¢dzeltisinde
hazirlanarak gavaj yardimiyla oral yoldan kullanildi.

LCZ 696: %0.9°luk NaCl c¢ozeltisinde LCZ 696 200 mg tablet (ONEPTUS,
Farmanova, Istanbul) siispande edildi. Bu siispansiyon siganlara yeterli dozlarda (50, 100

ve 200 mg/kg) oral olarak gavaj yontemiyle tatbik edildi.
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Valsartan: %0.9’luk NaCl ¢ozeltisinde Valsartan 320 mg tablet (CARDOPAN,

Sanovel, Istanbul) siispande edildi. Hazirlanan siispansiyon siganlara uygun dozlarda (25,

50, 100 mg/kg) oral olarak gavaj yontemiyle uygulandi.

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

islemi icin verildi.

3.1.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan cihazlarin marka ve modelleri

Cihaz

Modeli ve Markasi

Derin Dondurucu
Hassas Terazi
Santriflij (Sogutmali)
Doku Homojenizatorii
Etiiv

Pipet Seti

Mikroplate Yikayict
Manyetik Karistirici
Buzdolab (-86 °C)
Karistirici

Eliza Okuyucu

pH Metre

Otomatik Multikanal Pipet
QIlAqube

Thermal Cycler Veriti
Spektrofotometre
Real-Time PCR
Cerrahi Set

Otoklav Wac47
Dewar Transport Vessels
Kafes

Tart1

Vestel BZP-X1.3402W, Tiirkiye
Shimadzu ATX224, USA

Hettich Zentrifugen 320R, Germany
Tissue Lyser Il Qiagen, Germany
Memmert WNB 7-45, Germany
Eppendorf Research Plus

Stat Fax 2600 Microplate Washer, USA
Wisd WiseStir MSH-20A, Germany
Nuaire NU-9483E, USA

IKA- MS 3 basic, USA

Epoch Microplate Spectrophotometer,BioTek,USA
SCHOTT Instruments Lab 850, Germany
Eppendorf Research Pro (20-300u)
QIAGEN, Hilden, Germany

Applied Biosystems, CA, ABD

Epoch spectrophotometer, Biotek, Highland Park
Applied Biosystems, CA, ABD

F.S.T., Germany

DAIHAN, Giiney Kore

LLG, Germany

Tecniplast, Italya

SKS 4511, Sinbo, Tiirkiye
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3.2. Metod

3.2.1. Deney Plani

Calismada siganlar 11 gruba ayrildi. Grup basina 6’sar sican kullanildi. Deney
prosediiriine gegilmeden Once biitiin siganlar 24 saat siiresince ag¢ birakildi. Bu siirecte
siganlarin suya erigimi saglandi. Asagida verilen plan takip edilerek belirlenen gruplara
gore ayrilan sicanlara ilaglar tatbik edildi:

Grup 1. Saghkh Grup: Bu gruba deney siiresince herhangi bir ila¢ verilmedi. 2
ml PBS (% 1’lik CMC igeren), gastrik gavaj yardimi ile oral yoldan uygulandi.

Grup 2. Parasetamol (PARA) Grubu: Parasetamol (2 g/kg) dozu hazirlanarak
gastrik gavaj ile oral olarak verildi.

Grup 3. 2g/kg Parasetamol + Valsartan (VAL) (25mg/kg) Grubu: Valsartan
(25 mg/kg) dozunda gastrik gavaj ile oral yoldan verildikten 1 saat sonra 2 g/kg dozunda
parasetamol de gastrik gavaj ile oral olarak uygulandi. Parasetamol verilmesinin 12 saat
sonrasi tekrar ayni dozda olmak iizere Valsartan (25mg/kg) verildi.

Grup 4. 2g/kg Parasetamol + Valsartan (50mg/kg) Grubu: Gastrik gavaj ile
oral olarak verilen Valsartan (50mg/kg) dozundan 1 saat sonra ayni sekilde 2 g/kg
dozunda parasetamol verildi. Parasetamol uygulandiktan 12 saat sonra tekrar ayni dozda
Valsartan (50mg/kg) uygulanmistir.

Grup 5. 2g/kg Parasetamol + Valsartan (100mg/kg) Grubu: Valsartan
(100mg/kg) miktarinda gastrik gavaj ile oral olarak uygulandiktan 1 saat sonra 2 g/kg
dozunda parasetamol ayni sekilde verildi. Parasetamoliin ardindan 12 saat sonra
Valsartan (100mg/kg) tekrar ayn1 dozda verildi.

Grup 6. 2g/kg Parasetamol + LCZ696 (50mg/kg) Grubu: Gastrik gavaj ile

LCZ696 (50mg/kg) dozunda oral olarak verildi ve 1 saat sonrasi parasetamol 2 g/kg
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dozunda ayni teknikle uygulandi. Parasetamol uygulandiktan 12 saat sonra LCZ 696
(50mg/kg) tekrar ayni1 dozda verildi.

Grup 7. 2g/kg Parasetamol + LCZ696 (100mg/kg) Grubu: Gastrik gavaj ile
LCZ696 (100mg/kg) dozunda oral yoldan verildikten 1 saat sonra parasetamol 2 g/kg
dozunda aynmi yontemle uygulandi. Parasetamoliin ardindan 12 saat sonra LCZ696
(100mg/kg) tekrar ayn1 dozda verildi.

Grup 8. 2g/kg Parasetamol + LCZ696 (200mg/kg) Grubu: Gastrik gavaj ile
LCZ696 (200mg/kg) dozunda oral yoldan verildikten 1 saat sonra parasetamol 2 g/kg
dozunda aynmi yontemle uygulandi. Parasetamoliin ardindan 12 saat sonra LCZ696
(200mg/kg) tekrar ayn1 dozda verildi.

Grup 9. 2g/kg Parasetamol + N-Asetil Sistein (NAC) (140mg/kg) Grubu:
Gastrik gavaj ile NAC (140mg/kg) dozunda oral yoldan verildikten 1 saat sonra
parasetamol 2 g/kg dozunda ayni yontemle uygulandi. Parasetamoliin ardindan 12 saat
sonra NAC tekrar ayni1 dozda verildi.

Grup 10. Valsartan (100mg/kg) Grubu: Gastrik gavaj ile Valsartan (100mg/kg)
dozunda oral yoldan uygulandi.

Grup 11. LCZ 696 (200mg/kg) Grubu: LCZ696 (200mg/kg) dozunda gastrik

gavaj yardimziyla oral olarak verildi.
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Asagidaki deney plani tablosunda bu hayvan gruplari siralanmistir:

Tablo 3.2. Deneylerde kullanilan hayvanlarin sayilari ve tedavi gruplari

Gruplar Hayvan Sayisi Tedavi

1 6 Saglikli
Parasetamol

29/kg Parasetamol +Valsartan (25mg/kg)
29/kg Parasetamol + Valsartan (50mg/kg)
2¢g/kg Parasetamol +Valsartan (100mg/kg)
2g/kg Parasetamol + LCZ696 (50mg/kg)
29g/kg Parasetamol + LCZ696 (100mg/kg)
29g/kg Parasetamol + LCZ696 (200mg/kg)
29/kg Parasetamol + NAC (140mg/kg)
Valsartan (100mg/kg)
LCZ 696 (200mg/kQg)

© 00 N O o A W DN

-
o
D OO O O O O O O O O

[3XY
(=Y

Calisma i¢in, 2 ml 1X’lik PBS (fosfat tampon soliisyonu) i¢inde 2 g parasetamol
ile % I’lik CMC (Karboksi Metil Seliiloz) diistik sicaklikta karistirilip hazirlandi ve
hayvanlara oral yol kullanilarak gastrik sonda ile uygulandi (Chattopadhyay, 2003;
Kuralay vd., 1998). Valsartan, LCZ 696 ve NAC uygun sartlarda, su ile siispande edilerek
hayvanlara ilgili dozlarda 2 ml i¢inde gastrik sonda ile oral yol kullanilarak uygulandi.
Tiim deney gruplar igin hayvanlar islemlerden bir giin 6nce 24 saat a¢ bekletildikten
sonra deney prosediirii tatbik edildi. Belirtilen dozlarda ilaglar verildikten 1 saat sonra
20/kg dozunda parasetamol gavaj ile oral yoldan uygulandi. PARA+NAC, PARA+VAL
ve PARA+LCZ696 gruplarina parasetamol uygulanmasindan 12 saat sonra tekrar ayni
dozda ilaglar uygulandi. Parasetamol uygulandiktan 24 saat sonra oOtenazi islemi igin
yiiksek doz tiopental (50 mg/kg) ile deney sonlandirilip, tim gruplardan karaciger ve kan
ornekleri alindi. Alinan karaciger dokusu biyokimyasal ve molekiiler analizler i¢in ayrilip

-80 °C’de sakland.
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3.2.2. Biyokimyasal Calismalar

3.2.2.1. Serumda ALT ve AST Ol¢iimleri

AST, ALT olgiimii icin serumun elde edilmesi: Kanlar EDTA’1 biyokimya

tiiptine konularak 4000 rpm de 10 dakika siiresince 4 °C de santifiij edildi. Analiz

donemine kadar -80 °C de muhafaza edildi. AST ve ALT seviyelerinin belirlenmesi

amaciyla her ornegin ikiser kere yliksek hassasiyetteki ELISA kitiyle (USCN Life

Science-E90207Ra, E91214Ra-China) 6lglimii gergeklestirildi.

AST Olciimii

Kullanilan reaktifler: Detection reagent A (green), Detection reagent B (red),

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

substrate, Standart (dondurulmus).

Deneyin yapihisi:

1.

Standart, kor ve numuneler 100 pl miktarinda kuyulara yiiklendi. Plate
kapatilarak 2 saat 37 °C de inkiibasyon gerceklestirildi.

3 kere yapilan yikama isleminin ardindan, Detection Reagent A soliisyonu
100 ul olacak sekilde her kuyuya eklendi. Inkiibasyon 1 saat siire 37 °C
sicaklikta gerceklestirildi.

Bu sahfada yikama islemi 3 kere yapildiktan sonra Detection Reagent B
soliisyonu 100 pl olacak sekilde her kuyuya eklendi. inkiibasyon 1 saat siire
37 °C sicaklikta gerceklestirildi.

Solusyonlar kuyulardan bosaltild1 ve yikama islemi gergeklestirildi.

90 ul kadar Substrat tiim kuyulara eklendi. Ardindan inkiibasyon 15-20 dk 37
°C de gergeklestirildi.

50 ul kadar stop soliisyonu tiim kuyulara eklendi ve ardindan sivilarda sari

renk gozlendi.
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7. 450 nm mertebede 6l¢timler gergeklestirildi.

AST Miktarinin Hesaplanmasi: Epoch ELISA reader cihazinda tim Ol¢limler

gerceklestirildi. Hesaplamalar i¢in Cihazin Gen 5 programi kullanildi. Standartlara en

yakin haliyle bir dogru ¢izilerek numunelerin konsantrasyonlar1 tespit edildi.

Konsantrasyon degerleri ng/ml mertebesinde hesaplandi.

ALT Ol¢iimii

Kullanilan reaktifler: Detection reagent A (green), Detection reagent B (red),

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

substrate, Standart (dondurulmus).

Deneyin yapilisi:

1.

8.

9.

Standart, blank ve numuneler 100 pl miktarinda kuyulara yiiklendi. 2 saat

stiresince 37 °C de inkiibasyon gerceklestirildi.

Yikama yapilmaksizin tiim sivilar alindi.

Detection Reagent A soliisyonu tiim kuyulara 100 pl miktarinda eklendi. 1
saat siiresince 37 °C de inkiibasyon ger¢eklestirildi.

Solusyonlar kuyulardan ¢ekildi ve yikama gercgeklestirildi.

Detection Reagent B soliisyonu tiim kuyulara 100 pul miktarinda eklendi. 30
dk stiresince 37 °C de inkiibasyon gergeklestirildi.

Solusyonlar kuyulardan ¢ekildi ve yikama gercgeklestirildi.

90 ul Substrat soliisyonu tiim kuyulara yiiklendi. 37 °C de karanlikta 15-20
dk siire boyunca inkiibasyon gergeklestirildi.

50 ul stop soliisyonu tiim kuyulara yiiklendi ve sar1 renk gézlenmeye baslandi.

450 nm mertebede 6l¢timler gergeklestirildi.

ALT Miktarimin Hesaplanmasi: Epoch ELISA reader cihazinda tiim dlgiimler

gerceklestirildi. Hesaplamalar i¢in cihaza ait Gen 5 programi kullanildi. Standartlara en
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yakin haliyle bir dogru ¢izilerek numunelerin konsantrasyonlar1 tespit edildi.
Konsantrasyon degerleri ng/ml mertebesinde hesaplandi.
3.2.2.2. Karaciger Dokusunda Yapilan Olciimler
Her siganin 100 mg karaciger dokusu homojenizasyonu, buz iizerinde spesifik
homojenat tampon soliisyonunda (uygun bufferda) 3 dk siiresince 30 Hz titresimde Tissue
Lyser ile gerceklestirildi. Ardindan Kitteki talimatlara uygun olarak doku santrifiijii
uygulandi. MDA, SOD, GSH degerleri ile ilgili literatiire uygun yontemlerle manuel
olarak, ADE ve neprilisin seviyelerine ELISA Kitiyle bakildi.
Malondialdehit (MDA) miktar tayini
Reaktif Maddeler: SDS lysis solution, TBA acid diluent, Sodium hidroxide
solution, BHT solution (Icerisinde % 5 lik butylated hydroxytoluene), MDA standart
(malon dialdehid bis), Thiobarbituric acid (TBA),
Deneyin yapihisi:
Doku homojenizasyonu;
1. Homojenizasyon isleminden once sivi azot kullanilarak PBS ile yikama
gerceklestirildi,
2. Sivi azot ile pargalanan ornekler her bir tiipte 100 mg olarak sekilde tartilds,
3. 0.1 gdoku iizerine 1 ml homojenat tamponu eklendi ve homojenizasyon tissue
lyser ile yapildi.
4. Homojenizasyon isleminin ardindan numuneler 4000 rpm de 15 dakika
santrifiyj edildi.
Calisma prosediirii:
1. Deneylerde 96 kuyucuklu plate ile islem yapildi,
2. 75 pl asetik asit, 10 pul SDS, 20 pl saf su ve 75 pul TBA tiim kuyucuklara

eklendi,
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7.

Uygun numunelerden 20°ser ul numune kuyularina eklendi,

20 ul homojenat tampon soliisyonu Kér kuyusuna koyuldu,

Uygun standarttan 20’ser ul standartlar kuyularina eklendi,

Pipetleme isleminin ardindan plate, 90 dakika siire boyunca 105 °C de inkiibe
edildi,

Absorbans 532 nm dalga boyunda okundu.

MDA miktarinin hesaplanmasi: Olusan pembe renk miktarlar1 96’lik well platede

532 nm’de okundu. Orneklerin MDA miktarlarmin hesabu, seyreltme katsayilar1 dikkate

aliarak dncesinde hazirlanmis olan MDA stok soliisyonu ile olusturulan standart grafigi

kullanilarak yapildi. Orneklerin MDA miktarlar1 iginnmol/mg protein birimi kullanilda.

Her bir doku i¢in faktor etkisi 2 kez tekrar yapilarak saptandi.

Total Glutatyon (GSSG/GSH) tayini

Reaktif Maddeler: Glutathione disulfide, Chromogen, Assay buffer, Glutatione

reductase, Metaphosphoric asid, NADPH.

Deneyin yapihisi:

Doku homojenizasyonu;

1.

2.

Dokularda yikama islemi PBS ile gergeklestirildi,

Homojenizasyon islemi 0.1 g doku iizerine 4.5 ml homojenat tamponu
eklenerek elde edildi,

Homojenatlar, 4 °C' de 10 dakika boyunca 12000 rpm de, santrifiij edildi ve

GSH seviyesinin belirlenmesi i¢in Supernatant kisim kullanildi.

Calisma prosediirii:

1.

2.

3.

Deneylerde 96 kuyucuklu plate ile islem yapildi,
Her bir kuyucuga 150’ser pl olacak sekilde 6l¢giim tamponundan eklendi,

Her bir kuyucuga DTNB’den 10’ar pl eklendi,
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8.

Uygun kuyulara érneklerden 25’ser pl eklendi,

Uygun kuyucuklara Standartlar 25’ser ul eklendi,

25 pl homojenat tamponu Kor kuyucuguna eklendi,

30 dakika siire byounca 37 °C’de inkiibasyon gerceklestirildi,

Absorbans 412 nm dalga boyunda okundu.

GSH miktarinin hesaplanmasi: Olusan sar1 renk miktarlar1 96’lik well platede

412 nm’de okunup, dnceden hazirlanmig GSH stok soliisyonu ile olusturulan standart

grafikten faydalanilarak seyreltme katsayilar1 g6z 6niinde bulundurularak 6l¢iim hesabi

gerceklestirildi. Serum GSH seviyesi igin nmol/mg protein birimi kullanildi. 2 kez tekrar

yapilarak her bir dokuya ait faktor etkisi belirlendi.

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivite tayini

Reaktif Maddeler: Olg¢iim tamponu ( 0,3mM 400 ml Ksantin, 0,6mM 20 ml

EDTA, 150uM NTB(Nitro blue tetrazolium), 0,4M Na>COs 1,2 g Bovin Serum

Albumin), Homojenat tamponu (50 mM EDTA igeren fosfat tamponu), Tris-HCL,

(NH4)2S04, XO (Ksantin Oksidaz), CuCly, etilen glikol-bis tetraasetik asit (EGTA)

Deneyin yapihisi:

Doku homojenizasyonu

1.

3.

4.

PBS ile yikanan dokularin homojenizasyon islemi sivi azot iginde
gergeklestirildi,

1mM etilen glikol-bis tetraasetik asit (EGTA), 210 mM mannitol ve 70 mM
stikroz ihtiva eden pH’1 7.2 degerinde doku basina 1 ml soguk HEPES buffer
ile ultra turrax homojenizatérde 1 dakika siiresince buz akiisii {izerinde
homojenizasyon gergeklestirildi,

Biitiin numuneler islem sonuna kadar 4 °C’de muhafaza edildi,

5 dk siiresince, 10000 RPM’de, 4 °C’de santrifiij gerceklestirildi,
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5. Siipernatanttan 6l¢iim alindi.

Calisma prosediirii:

1. Deneylerde 96 kuyucuklu plate tercih edildi,

2. Olgiim karistmindan 200’er pl olmak iizere tiim kuyucuklar dolduruldu,

3. Hazirlanan standartlar 50 pl olmak tizere stnadart kuyularina eklendi,

4. Uygun kuyucuklara numuneler 50’ser ul koyuldu,

5. 50 pl homojenat tamponu Kor kuyucuguna ilave edildi,

6. 5’ser ul xantin oksidaz oda sicakliginda her bir kuyucuga eklendi,

7. Ik kuyucuga eklenen XO isleminin 20 dakika ardindan absorbans 6l¢iimii 560

nm dalga boyunda gergeklestirildi.

SOD aktivitesi analizi: 560 nm’de 96’lik well plate ile olusan mavi-mor renkteki
formazon boyasindaki azalmaya ait absorbans seviyeleri okundu ve seyreltme
katsayilarina gére onceden hazrilanmig SOD stok soliisyonu kullanilarak olusturulan
standart grafikten faydalanilarak 6l¢iim hesabi yapildi. U/mg protein birimi numunelerin
SOD aktivitesi i¢in kullanildi. Her bir doku i¢in faktor etkisi 2 tekrar ile belirlendi.
Standart ve numunelere ait konsantrasyonlar hesaplandi.

Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim (ADE) miktar tayini

Reaktif Maddeler: ELISA kiti i¢inde standart soliisyon, standart diliisyon
¢ozeltisi, yikama ¢o6zeltisi, streptavidin-HRP konjugat reaktifi, stop soliisyon, kromojen
soliisyon A, kromojen soliisyon B, biotin ile isaretlenmis ADE antikorlar1.

Deneyin yapihis::

Doku homojenizasyonu

1. 1 tablet PBS 100 ml distile su i¢inde ¢oziildii.

2. 100 mg doku tizerine 900 ul PBS ¢ozeltisi eklenerek doku homojenizasyonu

elde edildi.
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3.

Homojenatlar, 20 dakika boyunca, 4 “C'de ve 2500 rpm’de santrifiij edildi,

stipernantant kisim ADE diizeyinin belirlenmesi i¢in kullanildi.

Calisma prosediirii

1.

2.

10.

Deneylerde 96 kuyucuklu plate tercih edildi,

Standart, standart seyreltme ¢ozeltisiyle diliie edildi, 5 farkli konsantrasyonda
standart hazirlandi,

Kromojen A, kromojen B ve stop soliisyonu bos kuyucuga eklendi,

50 upl standart soliisyon ve 50 pl streptavidin-HRP standart soliisyon
kuyucuklarina eklendi,

40 pl ornek, 10 pul ADE antibodyleri ve 50 pl streptavidin-HRP 6lgiim
yapilacak dokularin konuldugu kuyucuklara yiiklendi,

Kuyucuklar1 barindiran platein iistii yapiskan membran ile kapatildi ve hafifce
karistirildi. Daha sonra 60 dk siiresince 37 °C°de etiivde inkiibe edildi,
Yikama ¢ozeltisine 30 kez seyreltme uygulandi ve plate 5’er kez Mikroplate
Yikayict ile yikandi,

50’ser pl kromojen soliisyon A ve kromojen soliisyon B her kuyucuga konuldu
ve hafifce karistirildi. Daha sonra 37 °C deki etiivde 10 dakika boyunca inkiibe
edildi.

Her kuyucuktaki reaksiyon 50’ser ul stop soliisyon ile durduruldu. Kuyucuk
renklerinin mavidan sariya donmesi saglandi,

Stop soliisyonunun eklenmesinin hemen ardindan 15 dk iginde, bos kuyucuga

gore absorbanslari tiim kuyucuklarin 450 nm 15181 6lgiildii.

ADE miktarimin hesaplanmasi: 450 nm’de 96’lik well platede meydana gelen

sar1 renk degerleri okundu. Seyreltme katsayilar1 kullanilarak 6nceden hazrilanmis ADE
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stok soliisyonu ile olusturulan standart grafik yoluyla hesap yapildi. ADE seviyesi i¢in

ng/ml protein birimi kullanildi. 2 kez tekrar ile her bir doku igin faktor etkisi belirlendi.

Neprilisin miktar tayini

Reaktif Maddeler: Streptavidin-HRP, yikama ¢ozeltisi kromojen soliisyon A,

kromojen soliisyon B, biotin ile isaretlenmis NEP antibodyleri, ELISA kiti iginde

standart, standart diliisyon ¢ozeltisi, stop soliisyon.

Deneyin yapilisi:

Doku homojenizasyonu

1.

2.

1 tablet PBS 100 ml distile su i¢inde ¢oziildii.

100 mg doku fiizerine 900ul PBS hazirlanan ¢ozeltisi eklenerek doku
homojenizasyonu elde edildi,

Homojenatlar, 20 dakika boyunca, 4 *C'de ve 2500 rpm de santrifiij edildi,

Neprilisin seviyesinin tespitinde siipernatant kullanildi.

Calisma prosediirii

1.

2.

Deneylerde 96 kuyucuklu plate ile islem yapilds,

Standart seyreltme ¢ozeltisiyle standart diliie edildi, standart ¢ozeltisi 5 farkl
konsantrasyonda hazirlandi,

Bos kuyucuga kromojen A, kromojen B ve stop soliisyonu eklendi,

Standart soliisyon kuyucuklarina 50 pl streptavidin-HRP ve 50 pl standart
soliisyon eklendi,

Olgiimiiniin gergeklestirilecegi dokularmn yer aldig1 kuyucuklara 40 pl drnek,
50 ul streptavidin-HRP ve 10 pl Neprilisin antibodyleri eklendi,

Yapiskan membran ile ortiilen kuyucuklarin oldugu platein dstii yavasga

karistirildi. Sonrasinda 60 dk siire ile 37 °C’de etiivde inkiibe edildi,
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7. Yikama ¢ozeltisine 30 kez seyreltme islemi uygulandi ve plate Mikroplate
Yikayici kullanilarak, 5’er kez yikandi,

8. 50’ser ul kromojen soliisyon A ve kromojen soliisyon B her kuyucuga konuldu
ve yavasca karistirildiktan sonra 37 °C’deki etiivde 10 dakika boyunca inkiibe
edildi,

9. Her kuyucuktaki reaksiyon 50’ser ul stop soliisyon ile sonlandirildi ve
ardindan kuyucuk renklerindeki mavidan sariya doniisiim gozlendi,

10. Stop soliisyonunun eklenmesinin ardindan 15 dk siire i¢inde, bos kuyucuga
gore tiim kuyucuklarin absorbanslarin 6l¢timleri 450 nm degerinde 6lgiildii.

Neprilisin miktarinin hesaplanmasi: 450 nm’de 96’lik well platede olusan sar1

renk miktarlari okundu. Seyreltme katsayilar1 kullanilarak Neprilisin standart grafiginden
hesap yapildi. Neprilisin seviyesi i¢in dokuda pg/ml protein birimi kullanildi. Her bir
doku faktoriiniin etkisi 2 kez tekrar ile tespit edildi.

3.2.3. Molekiiler Calismalar

3.2.3.1 Karaciger Dokusunda TNF-a, IL-1p ve iNOS Ol¢iimleri

Tissue Lyser 11 (Qiagen) cihazinda 20-30 mg karaciger dokular1 350 ul RLT buffer

eklenerek homojenize edildi. RNA ekstraksiyonu QIAcube RNA izolasyon cihazinda
gerceklestirildi. Karaciger dokular1 ayri ayr tartildi. Uretici firma protokollerine gére
RNA izolasyon cihazinda (Qiagen) total RNA izolasyonuna ait asamalar, RNeasy Mini
Kit (Qiagen) kullanilarak yiiriitiildii. Total mRNA miktart EPOCH Take3 Plate (Biotek)
ile 260/280 nm’de 6l¢iildii. RNA’lar -80°C’de saklandi.

3.2.3.2. Revers Transkriptaz Reaksiyonu ve cDNA Sentezi:

Total RNA’dan ¢cDNA elde edilmesi amaciyla yiiksek kapasiteli cDNA ters

¢evirim kit enzimi uygulandi. 10 pl miktarinca RNA her bir reaksiyon i¢in kullanildi.

Belirtilen sicakliklarda cDNA sentezi Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
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Biosystem) ile gergeklestirildi. CDNA miktarlart EPOCH Take3 Plate, (Biotek) yardimi
ile belirlendi. -20°C’de olmak iizere tiim numuneler muhafaza altina alindi.

cDNA sentez reaksiyonu:

dNTPs mix 25 X 0.8 ul

MultiScribe Reverse Transcriptase 1 pl

RT Buffer 10 X 2 pl

RT Random Primers 10 X 2 ul

DEPC-H20 4.2 pl

Total RNA 10 pl

3.2.3.3. Real Time PCR ile mRNA Ekspresyonlarinin Kantitatif Olarak
Belirlenmesi

TNF-a, IL-1p ve iNOS mRNA ekspresyonu i¢in Taq Man Gene Expression
Master Mix Kiti tecih edildi. Amplifikasyon ve kantifikasyon iglemleri StepOne Plus Real
Time PCR System (Applied Biosystems) cihazinda yapildi. 200 ng cDNA i¢in TagMan®
Gene Expression Assays’ler asagida ifade edildigi gibi pipetlendi, 40 siklus yiiriitiildi. Ct
degerleri cihazda otomatik olarak 2 -AACt’ye ¢evrildi ve deneylerin sonucunda elde
edilen veriler IBM SPSS 20.0 paket programinda istatistiksel olarak islendi.

Pipetleme: Assay 1 ul, TagMan Master Mix 10 ul, cDNA (200 ng) X pl, , RNase
free water ile 20 pl’ye tamamlanda.

2.3.4. Istatistiksel Analiz

Deneylerin ardindan elde edilen ortalama degerler + standart hata olarak gosterildi
ve istatistiksel bakimdan p<0.05 sartin1 saglayan degerler anlamli olarak kabul edildi.
Tek yonlii varyans analizi icin One-Way ANOVA testi iizerinde Post Hoc g¢oklu
karsilastirmali testlerden Duncan teknigi kullanilarak deney gruplari arasindaki niiansin

Onem seviyesi tespit edildi. Bir grubun digerinden istatistiksel olarak farkli oldugu farkl
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harfler kullanilarak gdosterildi. Ayni harflerin kullanimi ise mevcut farkin istatistiksel

baglamda 6nemsiz olduguna isaret etmektedir.
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4. BULGULAR

Yapilan ¢alismalarda elde edilen bulgular biyokimyasal ve molekiiler olarak iki
katagoriye ayrilmistir.

4.1. Biyokimyasal Bulgular

4.1.1. Serumda ALT ve AST Bulgulari

ALT ve AST ol¢iim sonuglar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara
gore karaciger hasarina bagli PARA grubunda ALT miktar1 en yliksek olarak (167.57 +
11.42 U/L) Olgilmiistir. PARA grubu ALT seviyesine en ¢ok yaklasan grup
PARA+VAL25 grubu olarak dl¢iilmiistir. ALT seviyesi Hem Valsartan hem LCZ696
gruplarinda PARA toksisite grubuna goére onemli diizeyde ALT miktarinda disiis
gozlemlenmistir. VAL-100 grubunda ALT miktar1 en diisiik (32.63 £ 3.00 U/L) olarak
Ol¢lilmiistiir. PARA+VAL25, PARA+VAL50, PARA+VAL100 ve LCZ696 50 mg/kg,
LCZ696 100 mg/kg, LCZ696 200 mg/kg gruplarinda ise giderek artan ilag dozuna bagl
olarak ALT seviyelerinin Saglikli gruba yaklagtigi gozlemlenmistir. PARA+LCZ696
kullanilan tiim gruplarda PARA+VAL kullanilan gruplara gore daha fazla diizelme
gostermistir. LCZ696 200 mg/kg dozundaki ALT seviyesi, pozitif kontrol grubu olarak
secilen PARA+NAC grubundan daha diisiik olarak ol¢iilmiistiir. Saghikli grup ve

PARA+LCZ696-200 grubu ALT seviyeleri benzer olarak olgtilmiistiir (Sekil 4.1).
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Tablo 4.1. ALT ve AST 6l¢liim sonuglari

ALT AST
Gruplar
(U/L) (U/L)
Saglikli 44.48 + 647 157.63 + 6.96%
Parasetamol 167.57 + 11.42f 385.17 £ 63.61°¢

310.02 +27.10¢

20/kg Parasetamol + Valsartan

150.8 + 12.88f

(25mg/kg)
29/kg Parasetamol + Valsartan 99.43 +13.32° 246.72 + 10.17%
(50mg/kg)
29/kg Parasetamol + Valsartan
70.5 + 4.68% 158.33 + 6.50%
(100mg/kg)
86.4 + 3.761 269.37 £ 12.62¢

20/kg Parasetamol + LCZ696 (50mg/kg)

29/kg Parasetamol + LCZ696
(100mg/kg)

60.62 + 5.31P¢

197.06 + 6.88"¢

29/kg Parasetamol + LCZ696
(200mg/kg)

423 +3.91

147.95+ 14.89%

146.66 + 10.75%

2g/kg Parasetamol + NAC (140mg/kg)

58.17 + 4.29b¢

153.15 + 19.42@

Valsartan (100mg/kg)

32.63 +3.00?

105.75 £ 5.832

LCZ 696 (200mg/kg)

39.83 +3.13%
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Sekil 4.1. ALT ol¢limiine ait grafik

Tablo 4.1°de gosterildigi tizere AST seviyelerine bakildiginda PARA grubunda
AST miktar1 en yiiksek 385.17 + 63.61 U/L olarak 6l¢iilmiistiir. PARA grubuna en yakin
AST miktar1 PARA+VAL25 grubunda olglilmiistiir. Saglikli grubu AST diizeyine
(157.63 £ 6.96 U/L) en ¢ok yaklasan PARA+VAL100 grubu (158.33 + 6.50 U/L)
olmustur. PARA+VAL100, PARA+LCZ696-200, PARA+NAC, VALI100, Saglikli grup
AST seviyeleri benzer olarak Ol¢iilmiistiir. PARA+VAL gruplarinda artan doza bagh
olarak AST seviyeleri Saglikli guba yaklasmistir. PARA+LCZ696 gruplarinda artan doza
bagli olarak AST seviyeleri diismiistiir. AST seviyesi LCZ696-200 grubunda en diisiik

(105.75 £ 5.83 U/L) olarak olgtilmiistiir. (Sekil 4.2).

55



AST (U/L)

500- o
400 - T
d
o 8
- b,c
2009 apb a,b ab ab @b
T —T—
a
100=- ——
0= 1 T T T T T
N
(4 Q \g N\V' va & gb ofa ® v}r Q‘b
Ay e N | R A S A
v‘g’\gy‘!-v' N NN RY Ny
&
¥ ¥ ¥

Sekil 4.2. AST 6lgiimiine ait grafik

4.1.2. Karaciger Dokusunda SOD, GSH ve MDA Bulgulari

SOD, GSH ve MDA parametrelerinin sonuglart Tablo 4.2°de gosterilmistir. Elde
edilen verilere gore Saglikli grup SOD diizeyi en yiiksek 126.59 + 2.30 U/ml olarak
dl¢iilmiistiir. En diisiik SOD diizeyi 30.69 £ 2.05 U/ml olarak ol¢iilmiistiir. Ol¢iim
sonuglarina gére SOD aktivitesi Saglikli grubuna en yakin olan PARA+VAL100 ve
PARA+LCZ696 200 mg/kg gruplaridir. PARA grubunda SOD aktivitesinde ciddi bir
azalma gozlemlenmistir. PARA+VAL25 grubu SOD aktivitesi PARA grubuyla
benzerdir. PARA+VAL gruplarinda doza bagli olarak SOD diizeyinde artig goriilmistiir.
PARA+VAL50 ve PARA-LCZ696-50 SOD seviyeleri benzer Ol¢lilmiistiir.
PARA+VAL100 dozundaki SOD diizeyi ise PARA+NAC dan daha yiiksektir.
PARA+LCZ696 gruplarinda doza bagli olarak SOD aktivitesinde artis gézlemlenmistir.
PARA+LCZ696-100, PARA+NAC, VAL100, LCZ696-200 gruplart AST seviyeleri
benzer 6l¢iilmiistiir. PARA+LCZ696-200 dozundaki SOD diizeyi PARA+NAC grubuna

kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Sekil 4.3).
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Tablo 4.2. SOD, GSH ve MDA 6l¢iim sonuglari

GSH
Gruplar SOb (mmol/mg MPA
(U/mL) _ (umol/mg protein)
protein)

Saglikli 126.59 +2.30° 10.99 + 0.34° 3.11+0.162

Parasetamol 37.61 £4.317  7.16+0.08%® 9.27 +0.56°

2g/kg Parasetamol + 30.69 +2.05° 6.32 £ 0.207 10.80 + 0.08"
Valsartan (25mg/kg)

2g/kg Parasetamol + 72.10 + 5.67° 6.24 + 0.09° 9.61 + 0.23¢
Valsartan (50mg/kg)

2g/kg Parasetamol + 95.43+4.22%  7.86+0.13" 7.86 +0.13¢
Valsartan (100mg/kg)

29/kg Parasetamol + 7031 +4.71°  8.87+0.32 10.72 + 0.08"

LCZ696 (50mg/kg)

2g/kg Parasetamol + 90.31+4.17°  12.98+0.84 9.45+0.18°
LCZ696 (100mg/kg)

2g/kg Parasetamol + 108.28 £0.649  14.31 +0.23¢ 6.73 +£0.69°
LCZ696 (200mg/kg)

20/kg Parasetamol + NAC 94.15 £2.52¢ 11.17 £ 0.39¢ 536+ 0.25°

(140mg/kQ)
Valsartan (100mg/kg) 90.95+ 10.10°  8.64 £ 0.20° 4.79 +0.10P
LLCZ 696 (200mg/kg) 90.18 +2.82° 9.83 +0.19¢ 447 +0.31°
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Sekil 4.3. SOD o6l¢iimiine ait grafik

Tablo 4.2 de gosterildigi tlizere GSH diizeylerine bakilirsa en diisiik
PARA+VALS50 grubunda (6.24 + 0.09 mmol/mgprotein), en yiilksek PARA+LCZ696-
200 grubunda (14.31 + 0.23 mmol/mgprotein) 6l¢iilmustiir. Saglikli ve PARA+NAC
gruplart GSH diizeyleri benzerlik gostermistir. PARA+VAL25 ve PARA+VALS0
gruplart GSH diizeyleri benzer olarak ol¢iilmiistiir. PARA+VAL gruplar1t GSH seviyeleri
PARA+LCZ696 gruplart GSH seviyesinden daha diisikk olarak oOlclilmustiir.
PARA+LCZ696 gruplarinda artan doza baghh olarak GSH seviyelerinde artig
gozlemlenmistir. PARA+LCZ696-100 ve PARA+LCZ696-200 gruplart GSH dl¢limleri
PARA+NAC grubundan daha yiiksek olarak olgtilmiistiir. PARA+LCZ696-50 grubuyla

VALI100 grubu GSH seviyeleri benzer 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. GSH o6l¢iimiine ait grafik

Tablo 4.2°de belirtildigi tizere PARA+VAL25 MDA degeri en yiiksek 10.80 +
0.08 umol/mg protein olarak ol¢tilmiistiir. Saglikli grup MDA diizeyi en diisiik 3.11 +
0.16 pmol/mg protein olarak dl¢iilmiistiir. Saglikli gruba en yakin MDA miktar1 LCZ696-
200 grubunda Ol¢iilmiistir. PARA, PARA+VAL50, PARA+LCZ696-100 MDA
diizeyleri benzer olarak olciilmiistiir. PARA+VAL gruplarinda doza bagli olarak MDA
aktiviteleri diismiistiir. PARA+LCZ696 gruplarinda yine doza bagli olarak MDA
aktiviteleri diismiis ve PARA+NAC’a yaklasmistir. PARA+NAC, VAL100, LCZ696-

200 gruplart MDA seviyeleri benzer olarak dlctilmistiir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. MDA 6l¢iimiine ait grafik

4.1.3. Karaciger Dokusunda ADE-NEP Bulgulari

ADE ve NEP seviyeleri sonuglar1 Tablo 4.3 de gosterilmistir. En yiiksek ADE
seviyesi 15.97 £ 1.20 ng/mL olarak PARA grubunda 6l¢iilmiistir. Saglikli, PARA+NAC,
VAL100, LCZ696-200 gruplart ADE seviyeleri benzer olarak dl¢tilmiistiir. PARA+VAL
gruplarinda doza bagli olarak ADE seviyelerinde diisiis gézlemlenmistir. PARA+VALS0
ve PARA+LCZ696-50 ADE seviyesi benzer olarak ol¢iilmiistir. PARA+VAL100 ve
PARA+LCZ696-100 gruplar1 ADE seviyeleri de benzer olarak Ol¢iilmiistiir.
PARA+LCZ696 gruplarinda da artan doza bagli olarak ADE seviyelerinde diislis
gozlemlenmistir. PARA+NAC, VAL100, LCZ696-200 ve Saglikli gruplarindaki ADE
seviyeleri istatistiksel olarak ayni seviyededir. En diisiik ADE seviyesi 7.98 +0.32 ng/mL

olarak PARA+LCZ696-200 grubunda olgtilmiistiir. (Sekil 4.6)
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Tablo 4.3. ADE ve NEP 6l¢iim sonuglari

ADE NEP
Gruplar
(ng/mL) (ng/mL)
Saglikli 8.65+0.13%  0.86+0.01%
Parasetamol 1597+ 1.20° 1.60+0.12°
2g/kg Parasetamol + Valsartan (25mg/kg) 13.19+£0.54¢  1.32+0.05¢
29/kg Parasetamol + Valsartan (50mg/kg) 11.13+0.33° 1.11+0.03°
20/kg Parasetamol + Valsartan (100mg/kg) 9.61+0.15°  0.96+0.01°
29/kg Parasetamol + LCZ696 (50mg/kQ) 11.23+£0.44°  1.12+0.04°
2g/kg Parasetamol + LCZ696 (100mg/kg) 9.66+0.18°  0.97+0.02°
20/kg Parasetamol + LCZ696 (200mg/kg) 7.98 +0.322 0.80 +£0.03%
29/kg Parasetamol + NAC (140mg/kg) 8.87£0.15®  0.89+0.01%
Valsartan (100mg/kg) 9.22+0.09®° 0.92 +0.009%
LCZ 696 (200mg/kg) 9.13+0.28%  0.91+0.03®
ADE (ng/ml)
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Sekil 4.6. ADE 6l¢iimiine ait grafik
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NEP seviyelerine bakildiginda en yiiksek deger PARA grubunda 1.60 + 0.12 ng/mL
olarak oOl¢iilmiistiir. PARA grubunu PARA+VAL gruplanyla kiyasladigimizda PARA
grubuna en ¢ok yaklagsan grup PARA+VAL2S5 grubudur. Saglikli gruba en yakin NEP
seviyeleri PARA+NAC, VAL100, LCZ696-200 gruplarinda 6l¢iilmiistir. PARA+VAL
gruplarinda artan doza baglhh olarak NEP seviyelerinde diisiis gozlemlenmistir.
PARA+VAL50 ve PARA+LCZ696-50 gruplar1 NEP seviyeleri benzer olarak
Olglilmiistir. PARA+VAL100 ve PARA+LCZ696-100 gruplart NEP seviyesi benzer
olarak Ol¢iilmiistiir. PARA+LCZ696 gruplarinda da ayni sekilde artan doza bagl olarak
NEP seviyelerinde diislis gbzlemlenmistir. En diisiik NEP seviyesi PARA+LCZ696-200

grubunda (0.80 + 0.03 ng/mL) 6l¢iilmiistiir. (Sekil 4.7)
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Sekil 4.7. NEP o6l¢iimiine ait grafik

4.2. Molekiiler Bulgular

4.2.1. TNF-a, IL-1p ve iNOS Bulgulari

TNF-a mRNA ekspresyonlarina bakildiginda en diisiik Saglikli grubunda, en
yiksek PARA grubunda oOl¢iilmistir. PARA+VAL 25 grubunun TNF-o mRNA
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ekspresyonunun PARA gruyla benzer olarak olgiilmistir. PARA+VAL grubunda doza
bagli olarak mRNA ekspresyonunda diisis gozlemlenmistir. PARA  grubunu
PARA+LCZ696 grubuyla kiyaslandiginda PARA grubuna gore TNF-a mRNA
ekspresyonlarinin ¢ok diisiik olarak ol¢iilmiistiir, ayrica TNF-o mRNA ekspresyonunun
doza bagl olarak azaldigi Ol¢iilmiistir. PARA+LCZ696-200 grubu TNF-o mRNA
ekspresyonunun PARA+NAC grubundan daha diisik olup, Saglikli grubuna
yaklasmistir. PAR+VAL ve PARA+LCZ696 gruplarn kiyaslandiginda en ytiksek TNF-a
MRNA ekspresyonu PARA+VAL 25 grubunda en diisiik PARA+LCZ696-200 grubunda
Olciilmistir. LCZ696-200, VAL 100, PARA+NAC ve Saglikli grup TNF-o mRNA

ekspresyonlar1 benzer olarak dl¢iilmiistiir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.8. TNF-a 6lgiimlerine ait grafik

IL-1p mRNA ekspresyonuna bakildiginda en yiiksek dl¢ctimiin PARA grubunda
en disiik 6l¢iimiin saglikli grupta oldugu goriilmektedir. Saglikli grubuyla PARA+VAL
grubu kiyaslandiginda IL-1 mRNA ekspresyonu artmis olmasina ragmen doza bagl
olarak diislis gerceklesmistir. Ayni sekilde Saglikli grupla PARA+LCZ696 grubu
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karsilastirildiginda IL-18 mRNA ekspresyonu artmis olmasina ragmen doza bagli olarak
diisiis gozlemlenmis hatta PARA+LCZ696-200 grubu Saglikli grubuyla benzer
ekspresyon gostermistir. PARA+VAL ve PARA+LCZ 696 gruplar1 kiyaslandiginda en
yiiksek ekspresyon PARA+VAL2S5 grubunda en diisiik ekspresyon PARA+LCZ696-200
grubunda ol¢iilmistiir. VAL100, PARA+LCZ696-200, LCZ696-200, PARA+NAC ve

Saglikli grup IL-1p mRNA ekspresyonlar1 benzer olarak ol¢iilmiistiir.(Sekil 4.7).
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Sekil 4.9. IL-1P 6lgtimlerine ait grafik

Inflamasyon belirteci bakildiginda en diisiik PARA+ LCZ696-200 grubunda en
yilkksek PARA grubunda Ol¢iilmiistir. PARA grubuyla PARA+VAL grubu
kiyaslandiginda en yiiksek iNOS mRNA ekspresyonunun PARA+VAL 25 grubunda
oldugu ve doza bagl olarak diisiis gozlemlenmistir. PARA+LCZ696 gruplarinda iINOS
mRNA ekspresyonlarinda doza bagli olarak diisiis gézlemlenmistir. PARA grubuyla
PARA+LCZ696 grubu kiyaslandiginda dlgiimlerin oldukca diisiis gosterdigi ve en diisiik

INOS mRNA ekspresyonunun PARA+LCZ696-200 grubunda  oOlgiilmiistiir.
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PARA+NAC, VAL100, LCZ696-200, Saglikli grubu iNOS mRNA ekspresyonu benzer

olarak Olctilmiistiir. (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.10. iNOS dl¢limlerine ait grafik
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada siganlarda parasetamolle olusturulan hepatotoksisite modelinde
Anjiyotensin-1 reseptér blokorii Valsartan ve Anjiyotensin-1 reseptér blokorii ve
neprilisin inhibotorii LCZ696 nin olas1 hepatoprotektif etki mekanizmasi arastirildi. Bu
baglamda LCZ696 ve Valsartan ti¢ farkli dozda uygulanarak ALT, AST, SOD, GSH,
MDA, ADE, NEP diizeyleri biyokimyasal yontemlerle, TNF-a, IL-1B, iINOS diizeyleri
molekiiler diizeyde incelendi.

Calismada 2g/kg parasetamol dozu literatiire uygun olarak segilerek, deneysel
hepatotoksisite modeli olusturulmustur (Chattopadhyay, 2003; Kuralay ve ark., 1998).
Literatiire bakildiginda LCZ696’nin deney hayvanlarinda yapilan kronik ¢aligmalarda
cok farkli diisiik dozlarda kullanildig1 goriilmektedir (Chaumais ve ark., 2021; Habibi ve
ark., 2019). LCZ696’nin insanlarda baslangi¢ giinlik dozu 50-100 mg oldugu
bilinmektedir (Polina ve ark., 2020) . Hsu Shao-Jung ve arkadaslar1 portal hipertansif
sicanlarda yaptiklar1 bir calismada LCZ696’nin insan dozu olan 50 mg/kg karsisinda 25
mg/kg Valsartan’in etkilerini incelemislerdir (Hsu ve ark., 2020) . Bu nedenlerle
literatiirde bir ilk olarak LCZ696’y1 akut bir ¢alisma olan parasetamolle olusturulan
karaciger hasart modelinde kullanarak dozlarimiz1 diisiik (50mg/kg), orta (100mg/kg) ve
yiiksek doz (200mg/kg) olarak g¢alistik. LCZ696 1:1 oraninda neprilisin inhibitorii olan
sakubitril ve anjiyotensin reseptor blokdrii olan Valsartanin kombinasyonu oldugundan
(Gu ve ark., 2010) Valsartan dozlar1 da 25mg/kg, 50mg/kg, 100 mg/kg olacak sekilde
hazirlandi.

Karaciger hastaliklarinin teshisi ve tedavisinde kullanilan 6nemli belirtecler ALT
ve AST enzimleridir (Price & Alberti, 1979). Yiiksek doz parasetamol alimi sonucunda,
24-72 saat i¢inde karaciger hasarinin gostergesi olarak ALT ve AST seviyeleri yiikselir.

Bu aminotransferaz enzimlerinin yiikselmesinin derecesi kabaca hepatoseliiler hasarin
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derecesine karsilik gelmektedir (Larson, 2007). Kamanaka ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan bir c¢alismada parasetamolle olusturulan toksisite modelinde ALT ve AST
degerleri toksik grupta kontrol gruplarina gore Onemli derecede artis gostermistir
(Kamanaka ve ark., 2003). Yine literatiirde yapilan bagka bir arastirmaya gére siganlarda
oral yolla parasetamolle toksisite olusturulmus ve toksisite gruplarinda ALT ve AST
enzimlerinde belirgin artis saptanmistir(Ayenew & Wasihun, 2023).

Yaptigimiz ¢caligmada parasetamol intoksikasyonu sonrasi sicanlardan alinan kan
orneklerinden yapilan dlglimlerde PARA grubunda ALT ve AST seviyelerinde saglikli
gruba gore dnemli derecede artis oldugu gosterildi. Ilag uygulanan gruplara bakildiginda,
Valsartan 25mg/kg grubunda ALT ve AST seviyeleri PARA grubuna oldukga yakin
bulunmustur. Artan Valsartan dozuna bagli olarak ALT ve AST sevileri diismiis ve
hepatoksisite azalmistir. Literatiirde yapilan bir arastirmaya gore karbontetrakloriirle
olusturulan hepatotoksisitede Valsartan uygulamast ALT ve AST seviyelerini oldukg¢a
diigirmiistiir (Xu ve ark., 2006). Bulgularimiz literatiirle uyumludur. LCZ696 uygulamasi
ALT ve AST degerlerini oldukga diisiirmiis ve LCZ696 200 mg/kg dozunda ALT ve AST
degerleri neredeyse saglikli grubuna yaklasmistir. LCZ696 200 mg/kg dozundaki ALT
degeri spesifik tedavi grubu olarak goriilen PARA+NAC grubuna goére daha diisiik
bulunmustur. Alinan sonuglara gére LCZ696 uygulamasi tek bagina Valsartana kiyasla
hepatotoksisite lizerinde daha basarili etki gostermistir. Burdan hareketle tek basina
Anjiyotensin-1 reseptorii inhibisyonundan ziyade neprilisin ve AT1-R inhibisyonunun
daha etkili oldugu goriilmektedir.

Tiim biyolojik sistemler, yasam i¢in uygun kosullar1 elde etmek i¢in oksidatif ve
indirgeyici reaksiyonlar1 dengeleyen bir diizende tutulurlar. Bu denge oksitleyici
molekiillerin kayb1 ya da asir1 birikmesi nedeniyle bozulur. Reaktif oksijen tiirleri (ROT)

hiicrelerdeki yaygin oksidanlardan bazilaridir. ROT, molekiiler oksijenin siiperoksit (O2),
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hidrojen peroksit (H20.), lipid peroksitler (ROOH) veya karsilik gelen hidroksil (HO') ve
peroksil radikallerine (ROO.) kismi indirgenmesiyle olusur. Lipitler, hiicre zarlarinin
biitlinliigiinii korumaktan sorumlu oldugundan, lipidlerin asir1 peroksidasyonu, lipid
zarlarin bilesimini, yapisini ve dinamiklerini degistirir. Lipit peroksitler ayrica daha fazla
ROT olusumunu yayabilir veya DNA ve proteinleri capraz baglayabilen reaktif
bilesiklere doniisebilirler (Ricciotti & FitzGerald, 2011; Turini & DuBois, 2002). Yapilan
calismalarda hiicre zarinda olusan lipid peroksidayonunun bir gostergesi olarak MDA
siklikla caligilmaktadir. ROT oldukca reaktifdir ve ¢evrelerinde bulunan doymamis yag
asitlerine saldirir. Coklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu malondialdehit
olusur. MDA lipit peroksidasyonunun gostergesi olarak siklikla kullanir (Tsikas, 2017).
Viicutta oksidatif stresin neden oldugu hasarlarin 6nlenmesi i¢in baz1 antioksidan
sistemler bulunmaktadir. Bunlardan en iyi bilinenleri glutatyon ve siiperoksit dismutaz
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu sistem serbest oksijen radikallerinin 6zellikle hiicresel
boyutta hasar olusturmasima engel olarak homeostazi saglamaktadir. Ancak bu
antioksidan sistemlerin de asir1 oksidatif stres karsisinda yetersiz kalabilecegi
unutulmamalidir. Parasetamoliin biiylik bir kismi karacigerde glukronidasyon ve
siilfonasyon reaksiyonlari ile metabolize edilir, kiigiik bir kismi ise oksidasyona
ugrayarak oldukga reaktif metabolit olan N-asetil-p-benzokinonimin (NAPQI) olusturur
(Dahlin ve ark., 1984; Hodgman & Garrard, 2012). Parasetamoliin metabolik
aktivasyonunda karaciger sitokrom P450 (CYP) enzimlerinin, 6zellikle CYP2E1 ve
CYP3A4'in, anahtar rol oynadigina inanilmaktadir (Patten ve ark., 1993; Thummel ve
ark., 1993). Terapotik dozda parasetamol alindiginda olusan NAPQI, glutatyon (GSH) ile
metabolize edilerek devre digi birakilir (Mitchell ve ark., 1973). Parasetamole bagh
gelisen hepatoksisitede, glutatyon (GSH) miktarinin tiikenmesinin sorumlu oldugu ¢ok

1yi bilinmektedir. Yiiksek doz parasatemol alindiginda GSH’1n hiicre i¢i depolar tiikkenir.
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GSH depolart normal degerlerin %30'undan daha azina tiikendiginde hepatosit hasari
tetiklenir. Bu tip hepatotoksisite, akut karaciger yetmezligine ve sonucta ciddi mortalite
ve morbiditeye yol agabilir (Ghanem ve ark., 2016). Parasetamol’iin hepatotoksisitedeki
asil mekanizmasinin bu yolla oldugu disiiniilmektedir (Bessems & Vermeulen, 2001).
SOD (stiperoksitdismutaz) siiperoksitin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
dontlistimiinti katalizleyen enzimdir. Stiperoksit gibi oldukg¢a saldirgan bir radikalin
etkisini ortadan kaldiran SOD, canlilarda 6nemli bir rol tstlenmistir (McCord &
Fridovich, 1970).

Calismamizda oksidatif stres ve hepatotoksisite arasindaki iliskiyi
degerlendirmek amaciyla si¢anlardan alinan karaciger dokularinda SOD, GSH, MDA
analizi yaptik. SOD sonuglarina bakildiginda, Saglikli grubuna en yakin olan
PARA+VAL100 ve PARA+LCZ696-200 gruplaridir. Tek basma LCZ696 ve Valsartan
uygulamasi neredeyse ayni etkiyi gostermis olup PARA+NAC grubuyla istatistiksel
olarak benzerdir. Toksisite grubu olan PARA grubu en diigitk SOD aktivitesi gostermis
olup, PARA+VAL25 grubu SOD aktivitesi de bu gruba yakin dl¢iilmistiir. SOD gibi
antioksidan enzimler lipit peroksidazlar ya da reaktif oksijen iirlinleri tarafindan kolayca
inaktive olurlar ve bu nedenle parasetamol toksisitesinde bu enzim aktivitelerinde
azalmalar saptanir (Chularojmontri ve ark., 2005). Bulgularimiz literatiirle uyumludur.
PARA+VAL gruplarinda doza bagli olarak SOD aktivitesinde artis goriilmiistiir.
Valsartanin parasetamolle olusturulan hepatotoksisite modeli tizerinde bir ¢alismasi
yoktur. Ancak yine bir anjiyotensin reseptor blokorii olan telmisartanin
karbontetrakloriirle olusturulan hepatotoksisite deneyinde telmisartan uygulamasi kontrol
grubuna gore SOD seviyesinde artisa neden olmustur (Atawia ve ark., 2017).
PARA+LCZ696 gruplarinda da benzer sekilde doza baglh olarak SOD aktivitesinde artis

goriilmiistiir. PARA+LCZ696-200 grubu SOD aktivitesi tedavi grubu olan PARA+NAC
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grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek Olgiilmistiir. PARA+LCZ696 grubu
PARA+Valsartan grubuyla karsilastirildiginda SOD  aktivitesini 6nemli oranda
artirmistir. LCZ696’nin parasetamolle olusturulan hepatotoksisite modeli lizerinde bir
caligmas1 yoktur. Yapilan bir arastirmaya gore streptozosin ile indiiklenen hiperglisemik
ratlarda LCZ696 uygulamasi Valsartana goére SOD seviyelerinde artis saglamis ve
hepatotoksisiteyi azaltmistir (Algahtani ve ark., 2020).

GSH sonuglarina bakildiginda, PARA+VAL25 ve PARA+VALS0 gruplarindaki
GSH diizeyi diisik olup istatistiksel olarak benzerdir. PARA+LCZ696-100 ve
PARA+LCZ696-200 gruplart en yiiksek aktivite gostermistir. PARA+LCZ696
uygulamas1 doza bagli olarak GSH diizeylerinde yiikselme goOstermistir.
PARA+LCZ696-200 grubu GSH diizeyi, PARA+NAC grubundan daha yiiksek olarak
Olciilmiistir. SOD sonucglarina benzer bir sekilde PARA+LCZ696 uygulamasi
PARA+VAL uygulamasindan daha basarili sonug gostermistir. Literatiirde Valsartan ve
LCZ696’nin parasetamolle indiiklenen hepatotoksisitede GSH iizerine etkisini gosteren
bir kayit bulunamamistir. Literatiirde yapilan bir aragtirmaya gore parasetamolle
olusturulan hepatotoksisitede anjiyotensin reseptor blokorii olan irbesartan uygulanmasi
GSH seviyelerinde yiikselme gostermistir (Helal & Samra, 2020). Yine literatiirde
yapilan bagka bir arastirmaya gore siganlarda olusturulan hepatik iskemi modelinde
operasyon Oncesi Valsartan tedavisi GSH seviyesinde yiikselme saglamistir (Abdel-
ghany ve ark., 2015). Baska bir ¢alismaya gore streptozosin ile indiiklenen hiperglisemik
ratlarda LCZ696 uygulamasi Valsartana goére GSH seviyelerinde artis saglamis ve
hepatotoksisiteyi azaltmistir (Algahtani ve ark., 2020). Bulgular literatiirle uyumluluk
gostermektedir.

Oksidatif stres gostergesi olarak MDA sonuglarina bakildiginda, en yiiksek 6l¢tim

PARA+VAL25 ve PARA+LCZ696-50 gruplarinda oOlgiilmiis olup istatistiksel olarak
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benzerdir. PARA+NAC, VAL100, LCZ696-200 gruplart MDA Ol¢iimleri de kendi
aralarinda istatistiksel olarak benzerdir. PARA+VAL ve PARA+LCZ696 gruplarinda
doza bagl olarak MDA seviyelerinde azalma goriilmiistiir. Diger 6l¢iimlerde oldugu gibi
PARA+LCZ696 grubu PARA+VAL grubuna kiyasla doku hasarini daha az seviyeye
indirmistir.  Literatirde Valsartan ve LCZ696’nin parasetamolle indiiklenen
hepatotoksisitede MDA iizerine etkisini gosteren bir kayit bulunamamistir. Yapilan bir
arastirmaya gore 5/6 oraninda nefrektomi yapilmis ratlarda LCZ 696 uygulamasi
oksidatif stresi ve bobrek fonksiyonlarini iyilestirmistir. Tek basmma Valsartanla
uygulanan tedaviye gore LCZ 696 daha etkili bulunmustur (Jing ve ark., 2017).

Inflamatuvar bir siire¢ oldugu bilinen hepatotoksisitede cesitli uyaranlar
tarafindan Nitrik Oksit (NO) sentaz indiiklenebilir (Kamanaka ve ark., 2003). Endotel
hiicreleri tarafindan salinan NO’in vaskiiler biitlinliiglin korunmasinda 6énemli bir rol
oynadi@1 gosterilmistir, ana etkisi vaskiiler gevsemenin indiiklenmesidir (Yuan ve ark.,
2006). Genel olarak, karaciger endotel hiicrelerinde eNOS’dan tiiretilen NO, hastalik
gelisimine kars1 koruyucu iken, iNOS kaynakli NO patolojik siireclere katkida bulunur
(Iwakiri & Kim, 2015). Olusan hasarin degerlendirilmesinde genellikle iINOS parametresi
calisilmaktadir.

Yapilan calismada iNOS parametresi de Sl¢iilmiistiir. PARA grubunda en yiiksek
iINOS mRNA ekspresyonu gbzlemlenmistir. PARA+VAL gruplarinda ve
PARA+LCZ696 gruplarinda artan doza bagli olarak iNOS ekspresyonunda diisiis
gozlemlenmistir. Parasetamoliin iNOS iizerindeki etkisini en 1iyi gideren grup
PARA+LCZ696-200 grubu olmustur. PARA+NAC ve LZC696-200 grubu esit iNOS
ekspresyonu gostermislerdir. VAL100 grubu Saglikli grubuyla neredeyse ayni seviyede
ekspresyon gostermistir.  PARA+LCZ696 grubu PARA+VAL grubuna kiyasla

parasetamoliin iNOS {izeindeki etkisini gidermede daha basarili bulunmustur. Literatiirde
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Valsartan ve LCZ696’nin parasetamolle indiiklenen hepatotoksisitede iINOS ekspresyonu
lizerine etkisini goOsteren bir kayit bulunamamustir. Yapilan bir arastirmaya gore
siganlarda metotreksatla olusturulmus hepatotoksisite modelinde, bir anjiyotensin
reseptor blokorii olan telmisartan uygulanmasi  toksisisite grubuna gore iNOS
ekspresyonunu oldukg¢a disirmistiir (Kelleni ve ark., 2016). Bulgularmiz literatiirle
uyumludur.

Sitokinler, cesitli hiicrelerden (lenfositler, makrofajlar, dogal oldiiriicii (NK)
hiicreler, mast hiicreleri ve stromal hiicreler) salgilanan, diisiik molekiiler agirlikli
proteinlerdir (Kulbe ve ark., 2012; O'Shea & Murray, 2008). Gorevlerine bagli olarak
sitokinler proinflamatuar veya antiinflamatuar olarak siniflandirilabilir (Sprague &
Khalil, 2009). IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-«a ve interferonlar proinflamatuvar stokinler
olup inflamatuvar reaksiyonlar1 kolaylastirirlar. Antiinflamatuvar sitokinler olan IL-4,
IL-6, IL-10, IL-11, IL-13, IL-1 reseptor antagonisti (IL-1RA) ve TGF-f ise inflamasyonu
inhibe eder ve bagisikligi baskilar (Boshtam ve ark., 2017). Interldkin-1 (IL-1) sitokin
ailesi, birgok akut ve kronik hepatotosisitede dnemli rol oynamaktadir (Barbier ve ark.,
2019). Yapilan c¢alismalarda da gosterildigi tizere parasetamolle olusturulan
hepatotoksisite de dogal immiin yanitin bir gostergesi olarak proinfalamatuvar
sitokinlerden 6zellikle IL-18 seviyesi incelenmistir (Guo ve ark., 2019). Tiimoér nekroz
faktorii (TNF), mononiikleer fagositlerden salinan TNF- a ve lenfositlerden salinan TNF-
B olmak tizere ikiye ayrilir (Beutler & Cerami, 1989): TNF-a; makrofajlar, dendritik
hiicreler, T lenfositler ve NK hiicreleri tarafindan sentez edilen, enfeksiyoz ve malign
hastaliklara kars1 savunmada 6nemli bir rol oynayan proinflamatuvar bir sitokindir (Idriss
& Naismith, 2000). TNF-a parasetamol gibi gesitli hepatotoksik maddelerin akut faz

yanitlarina aracilik eden 6nemli proinflamatuvar sitokinlerden biridir (Bradham ve ark.,
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1998). Hepatotoksisite inflatamatuvar bir siire¢ oldugundan inflamatuvar stokinler olan
TNF- a, IL-1p seviyelerinin dlgiilmesiyle de hasar durumu belirlenmis olacaktir.

TNF-a Olgtimlerine baktigimizda, en yiiksek ol¢iim PARA+VAL25 grubunda
gosterilmistir. PARA+VAL gruplarinda doza bagh diisiis gozlemlenmesine ragmen
PARA+LCZ696 grubu agik sekilde tstiinliik saglamistir. Saglikli grubuna en yakin
Olcim PARA+LCZ696 ve LCZ696-200 grubu olup parasetamoliin TNF-a tizerindeki
etkisini 6nemli Ol¢iide azaltmistir. Literatiirde Valsartan ve LCZ696’nin parasetamolle
indiiklenen hepatotoksisitede TNF-o ekspresyonu iizerine etkisini gdsteren bir kayit
bulunamamistir. Literatiirde yapilan bir ¢alismaya gore ratlarda tiyoasetamid ile
olusturulan hepatotoksisite modelinde bir anjiyotensin reseptor blokorii olan eprosartan
uygulamasi TNF-o ekspresyonunu olduk¢a azaltmigtir (Shaban ve ark., 2022).
Literatiirde yapilan bagka bir arastirmada parasetamolle olustulmus hepatotoksisite
modelinde telmisartan uygulamasi toksisite grubuna gore TNF-a ekspresyonunu oldukca
diigirmistir (Fouad ve ark., 2012). Ratlarda yapilan bagka bir aragtirmaya goére
streptozosinle indiiklenen diyabette LCZ 696 uygulamasi1 TNF-a ekspresyonunda diisiise
neden olmustur. Bulgularimiz literatiirle uyumludur.

Yapilan ¢alismada IL-1P parametresi en cok PARA grubunda artmistir. Saglikli
grubuna en yakin IL-1p seviyesi VAL100 ve PARA+NAC gruplarinda dl¢iilmiistiir. IL-
1B seviyesi PARA+VAL gruplarinda doza bagli diismesine ragmen Saglikli gruba
yaklasmamistir. PARA+LCZ696 gruplarinda da doza bagh diisiis gézlemlenmis olup
PARA+LCZ696-200 grubu Saglikli grupla es deger IL-1B ekspresyonu gostermistir.
Literatiirde Valsartan ve LCZ696’nin parasetamolle indiiklenen hepatotoksisitede IL-13
ekspresyonu tizerine etkisini gosteren bir kayit bulunamamistir. Literatiirde yapilan bir
arastirmada streptozosinle indiiklenen diyabette LCZ 696 uygulamasi valsartana gére IL-

1B ekspresyonunu daha ¢ok azaltmistir (Mohany ve ark., 2020).
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Sitokinlerin hepatotoksisite de Onemli rol oynadigi bilinmektedir. Yapilan
calismada LCZ696’nin sitokin tiretimini azaltmasindaki basaris1 Valsartandan daha tistiin
bulunmustur.

Bir sakubitril/\VValsartan kombinasyonu olan LCZ696 , hem AT-II inhibisyonu
hem noétral endopeptidaz inhibisyonu yapip, vazokonstriksiyonu engelleyerek etki
gosterir. LCZ 696 igerigindeki sakubitril, neprilisin inhibitoriidiir (Solomon ve ark.,
2012). NEP inhibitorlerinin ANP seviyelerini arttirdigi gosterilmistir ve bu nedenle
hipertansiyon ve kalp yetmezligi dahil olmak iizere bir dizi kardiyovaskiiler hastaligin
tedavisi i¢in faydali etkilere sahiptir(Gu ve ark., 2010). ANP'nin, vazodilatasyon,
natrilirez ve dilirez dahil olmak iizere kalp yetmezliginde potansiyel olarak faydali
fizyolojik etkiler sagladigi tanimlanmistir, ancak neprilisin tarafindan hizla parcalanir.
Neprilisin inhibisyonunda amag yararl vazodilator etkilerinin daha uzun siirmesine izin
vermek i¢in natriliretik peptidlerin pargalanmasini en aza indirmektir. Neprilisin ayni
zamanda vazokonstriktorlerinde (Anjiyotensin I, II ve Endotelin-1) par¢alanmasina
neden olur. Bu yiizden kalp yetmezligi ve hipertansiyon tedavisinde anjiyotensin reseptor
blokorleriyle kombine olarak kullanilmaktadir (Kang & Banerjee, 2017). Sakubitril hem
vazokonstiirktor hem vazodilator etkili oldugundan tek basina tedavide kullanilmaz.
Neprilisin inhibitorleri ile anjiyotensin reseptor blokdrleri kombine olarak kullanilir ve
ARNi olarak bilinir (Sagnella, 2002). Neprilisin inhibitorii-Anjiyotensin reseptor
blokorii, sakubitril / Valsartan, NEP’i inhibe ederek es zamanli natriiiretik peptit
seviyesini artirir ve anjiyotensin II reseptoriinii bloke ederek RAAS’1 inhibe eder (Singh
ve ark., 2017). Valsartan, AT1-R’ yi secici olarak bloke ederek Anjiyotensin II bagimli
aldesteron salimimini inhibe eder. AT-1R'nin blokaji vazokonstriksiyonu, sodyum ve su

tutulmasini ve miyokardiyal hipertrofiyi azaltir (Dargad ve ark., 2018).
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Yaptigimiz ¢alismada ADE ve NEP seviyelerini Olgerek RAAS yolaginin
hepatotoksisitedeki etkisi incelenmistir. En yiiksek ADE diizeyi PARA grubunda
Olctilmiistiir. PARA+VAL ve PARA+LCZ696 gruplarinda artan doza bagli olarak ADE
seviyelerinde dislis gozlemlenmistir. En diisik ADE seviyesi PARA+LCZ696-200
grubunda Olgiilmiustiir. Ayni1 sekilde NEP diizeylerine bakildiginda en yiiksek PARA
grubunda oOl¢iilmiistiir. PARA+VAL ve PARA+LCZ696 gruplarinda doza bagl olarak
NEP seviyesinde diisme gozlemlenmistir. En diisiik NEP seviyesi PARA+LCZ696-200
grubunda Olciilmistiir. PARA+LCZ696 gruplart PARA+VAL gruplarina kiyasla daha
fazla ADE ve NEP inhibisyonu yaparak, hepatoprotektif etkiyi artirmustir.

Gilinlimiizde parasetamol zehirlenmelerinde ortaya ¢ikan ciddi karaciger hasarinda
kabul edilmis tek tedavi secenegi olarak NAC(N-Asetilsistein) karsimiza ¢ikmaktadir.
Ancak genellikle ilk birka¢ saat iginde uygulandigi zaman etkili olabilmekte ve her
hastada da ayni yanit alimamamaktadir (Ghanem ve ark., 2016). Bu nedenle
parasetamoliin neden oldugu karaciger hasarimin tedavisinde veya dnlenmesi ile ilgili
literatiirde ¢ok sayida ve giincel insan ve deney hayvan ¢aligmasi bulunmaktadir. Son
yillarda yapilan bir arastirmaya gore STZ ile indiiklenen hiperglisemik si¢anlarda,
LCZ6961n uygulanmasi karaciger fonksiyonlarini iyilestirmis ve antioksidan enzimleri
yiikseltmistir. Ayrica Valsartan grubuyla karsilastirildiginda antioksidan parametreleri
belirgin 6l¢iide artirmistir (Algahtani ve ark., 2020). Yapilan bir arastirmaya gore 5/6
oraninda nefrektomi yapilmis ratlarda LCZ 696 uygulamasi oksidatif stresi ve bobrek
fonksiyonlarmni iyilestirmistir. Tek basina Valsartanla uygulanan tedaviye gore LCZ 696
daha etkili bulunmustur (Jing ve ark., 2017). Ratlarda yapilan bagka bir arastirmaya goére
streptozosinle indiiklenen diyabette LCZ 696 uygulamasi inflamatuvar sitokin diizeyinde
belirgin disiis saglamistir (Mohany ve ark., 2020). Yeni bir arastirmaya goére de

izoproterenolle indiiklenmis akut kalp yetmezligi modelinde LCZ 696 uygulanmasi
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miyokardiayal hasar1 onemli 6l¢iide iyilestirerek kalp yetmezligine bagli oksidatif stresi
azaltmistir (Hou ve ark., 2022). Yapilan giincel bir arastirmaya goére renin inhibitorii
aliskrenin parasetamol toksisitesinde etkili oldugu gosterilmistir (Karcioglu ve ark.,
2016). Yine literatiirde yapilan ¢alismalarda, anjiyotensin reseptor blokorii Valsartanin
karbontetrakloriir ile olusturulan hepatotoksisitede etkili oldugu belirtilmistir (Xu ve ark.,
2006).

Valsartanin hepatoprotektif 6zelligi diyabet ve karbon tetra kloriir ile olusturulmus
karaciger hasarinda galisilmis olmasina ragmen, Valsartanin parasetamol ile olusturulan
karaciger toksisite modelinde etkisini gosteren herhangi bir literatiir bilgisi yoktur
(Algahtani ve ark., 2020; Xu ve ark., 2006). Ayrica kullanacagimiz sakubitril/valsartan
kombinasyonu olan LCZ 696’nin da herhangi bir karaciger toksisite modeli iizerine
etkilerini arastiran bir literatiir bilgisine rastlanmamistir. Dolayisiyla ne valsartanin, ne de
LCZ 696‘nin parasetamol ile olusturulan karaciger harabiyetine etkisi bilinmemektedir.
Ayni zamanda LCZ696 ’nin valsartana iistiin olup olmadigi da arastirilmamustir. Yapilmis
aragtirmalar, LCZ 696 ‘nin iflamasyonu azaltip, oksidatif stresi baskiladigini gosterdigi
icin, inflamatuvar ve oksisatif strese bagimli olarak gelisen bir siire¢ olan

hepatotoksisitede bu ilaglarin etkili olabilecegi akla gelmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz c¢alismada siganlarda parasetamolle olusturulmus hepatotoksisite
modeli tizerinde AT-1 reseptor blokorii Valsartan ve AT-1 reseptor blokorii, neprilisin
inhibitori LCZ696’nin muhtemel hepatoprotektif etkisini deneysel olarak inceledik. Elde
edilen bulgulara gore LCZ696 ve Valsartanin karaciger toksisitesine karst koruyuculugun
doza bagh olarak artig gosterdigini belirledik. LCZ696 grubu hem ALT, AST enzim
seviyelerinde hem de SOD, GSH, MDA oksidan-antioksidan parametrelerinde Valsartan
grubuna gore Saglikli grubuna daha fazla yakinlagmis ve daha gii¢lii bir koruyuculuk
sergilemistir. Ayrica yaptigimiz molekiiler calismalarda da LCZ696 koruyuculugu acik
sekilde gosterilmistir.

Calismada alinan veriler dogrultusunda LCZ696 ve valsartanin  parasetamol
toksisitesi iizerindeki tedavi edici etkilerinin NAC ile karsilastirilabilinir seviyede oldugu
gosterilmistir. Hepatoprotektif etkinin hem inflamasyonun baskilanmasi hem de oksidan-
antioksidan dengesinin  antioksidan lehine saglanmasindan kaynakli oldugu
gosterilmistir.  Sonu¢ olarak LCZ696’nin  koruyuculugu ispatlanmistir.  Etki

mekanizmasimin tam olarak aydinlatilmasi igin daha fazla arasgtirmaya ihtiyag¢ vardir.
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EK-1. ETiK BILDIRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU
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!’ SAGLIK BILIMLERI ENSTITOSO
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ETIK BILDIRIM VE INTIHAL BEYAN FORMU'

_(_)P'mcinin Adi ve Soyad Gokge KAYA BOZKURT
_Ogrencinin Numarasi
Ana Bilim Dali Tibbi Farmakoloji
?grencinin Kayith Oldugu Program Doktora
il

Yukarida bilgileri verilen tezin intihal tespit yazilimiyla (Turnitin) yapilan tarama sonucunda
elde edilen benzerlik oranlan asagidaki gibidir. Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi hilde
dogacak hukuki sorumluluklan kabul ve beyan ederiz.

Béliimler Benzerlik Oram  Maksimum Benzerlik Oranlan
L Girig %14 % 15
1L Genel Bilgiler %15 % 35
II1. Materyal ve Metod %30 % 35
IV. Bulgular %4 % 15
V. Tartisma %7 % 20

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikler ile Baghik, Kaynakga, Igindekiler, Tesekkiir, Dizin ve Ekler kisimlar:
tarama dis1 birakilabilir. Yukaridaki azami benzerlik oranlar: yaminda tek bir kaynaktan olan benzerlik
oranlarmn %S 'den biiyitk olmamas: gerekir.
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EK-2. ETIK KURUL ONAY FORMU

T.C.
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU
Rektorlik

Say1 @ 75296309-050.01.04-E.2100073455 09.03.2021
Konu: HADYEK Karan.

ECZACILIK FAKULTESI DEKANLIGINA

flgi : 19.02.2021 tarihli ve 93722986-000-E.2100051127 sayih belge.

ilgide kayith yazimz; Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulumuzun
26.02.2021 1arihli ve 2 sayili Oturumunda Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagvuru
Formu ve ckli belgeleri, gerekge, amag, yaklasim ve yontemler dikkate alinarak incelenmis ve
asagiya ¢ikarilan 50 no'lu karari ile sézkonusu tez ¢aligmasinmin yiiriitilmesinin etik
kurallanna uygun olduguna, mevcut oy birligi ile karar verilmis olup, ¢alismamin Atatlirk
Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi (ATADEM) Laboratuarlarinda
ylratdlmesine ve taahhiitname hakdmlerine gére ¢ahiymada kullamlan hayvanlara ait
bilgilerin, T.C. Tarim ve Orman Bakanhif, Doga Koruma ve Milli Parklar Genel
Madarlogintn, Hayvanlan Koruma Bilgi Sistemi (HAYBIS) ne girilebilmesi igin ekte
sunulan “HADYEK Sonug¢ Raporu”nun Bagkanhfimiza génderilmesi hususunda;

Geregini bilgilerinize arz edenim.
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TOPLANTI TARIHI :26.02.2021
TOPLANTI SAYISI :2

KARAR NO 50: Atatirk Universitesi Eczacilik Fakltesi Dekanligi, Eczacilik Meslek
Bilimleri Balimi, Farmakoloji Anabilim Dali 6gretim diyelerinden Prof.Dr.Beyzagil
ERKAYMANin yiraticaligande, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve
Arastirma Merkezi (ATADEM) Laboratuarlarinda yiriitilecek olan “Siganlarda
Parasetamolle Indiiklenen Karaciger Toksisitesinde Valsartan/sakubitril Kombinasyonu
LCZ 696 ile Valsartamin Etkilerinin Karsilagtirilmas™ isimli tez ¢ahismasi ile ilgih
Eczacihik Fakiltesi Dekanhigimin 19.02.2021 tarihli ve 93722986-000-E.2100051127 sayil
yazisi ile eklen gbrusildi,

Yapilan goriigmelerden sonra; adi gegen tez gahiymasinin yiiriitiilmesinin etik kurallanina
uygun olduguna, taahhiithame hitkiimleri geregince ¢alisma sonucunun Bagkanhgimiza
bildirilmesine, meveut oy birlifi ile kabuliine; karar verildi.

Ek : Sonug¢ Raporu. 1 Adet.
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