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OZET

RATLARDA DENEYSEL PARASETAMOL TOKSIKASYONUNDA FOLIK
ASIT’IN KORUYUCU ETKILERININ ARASTIRILMASI

AKGUN E. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmakoloji
ve Toksikoloji (Veteriner) Programi Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2019.

Parasetamol (asetaminofen) veya N-asetil-p-aminofenol (APAP), sentetik non-opioid
olan para-aminofenol tiirevi ve fenasetinin aktif bir metabolitidir. Yaygin olarak kullanilan
analjezik ve antipiretik bir ilagtir. Akut karaciger hasarinin sebepleri arasinda ilk siralarda yer
alan parasetamoliin serbest oksijen ve nitrojen radikalleri iiretimine neden olmakta, karaciger
ve bobrekte oksidatif hasara yol agmaktadir. B grubu bir vitamin olan folik asit baglica noral
tiip defektlerinde, homosistein kaynakli ateroskleroz, tromboembolizm ve vaskiiler endotel
hasarlar ile kanser ve norolojik hastaliklarda kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, folik
asitin serbest radikallere ve reaktif oksijen tiirlerine karsi etkili oldugu bildirilmistir. Bu
caligmada parasetamol ile deneysel olarak toksikasyon olusturulmus siganlarda, oksidatif
hasarim Onlenmesinde folik asitin etkinligi arastirildi. Calisma kapsaminda 40 adet disi
Sprague dawley rat kullanild1 ve ratlar kontrol, parasetamol, folik asit, parasetamol+folik asit
ve parasetamol+N-asetilsistein olacak sekilde 5 gruba ayrildi (n=8). Parasetamol, folik asit ve
N-asetilsistein hayvanlara sirasiyla 3 g/kg/giin, 20 mg/kg/giin ve 150 mg/kg/glin dozda oral
yolla verildi. Ila¢ uygulamasindan 24 saat sonra ratlar otenazi edildi. Kan ornekleri ile
karaciger ve bobrek dokularinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
myeloperoksidaz (MPO) aktiviteleri ile glutatyon (GSH) ve malondialdehid (MDA) seviyeleri
analiz edildi. Ayrica bazi Karaciger ve bobrek fonksiyon testleri degerlendirildi. Parasetamol
grubuyla karsilastirildiginda parasetamol+folik asit grubunda serum SOD aktivitesinin yiiksek
(P=0.001) ve MDA seviyesinin diisik (P=0.001) oldugu belirlendi. Doku Orneklerinde
parasetamol grubuyla karsilastirildiginda parasetamol+folik asit grubunda SOD ve CAT
aktiviteleri ile GSH seviyesinin (bobrek dokusu hari¢) istatistiksel olarak yiiksek, MDA
seviyesi ve MPO aktivitesinin (karaciger dokusu harig) ise istatistiksel olarak diisiik oldugu
goriildii. Ayrica parasetamol+folik asit grubunda alanin aminotransferaz, kreatinin, iire ve
gama glutamil transferaz degerlerinin parasetamol grubuna gore anlamli olarak azaldigi
saptand1i. Bu ¢alisma sonucunda; parasetamol toksikasyonuna bagli olarak olusan oksidatif

hasara karsi, folik asitin koruyucu oldugunu gostermektedir.
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Anahtar kelimeler: Folik asit,  oksidan/antioksidan parametreler, oksidatif hasar,

parasetamol, rat.
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECTS OF FOLIC ACID
ON EXPERIMENTAL PARACETAMOL TOXICATION IN RATS

AKGUN E. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute of
Pharmacology and Toxicology (Veterinary) M.Sc., Program, Aydin, 2019.

Paracetamol (acetaminophen) or N-acetyl-p-aminophenol (APAP) is an active
metabolite of para-aminophenol derivative and phenacetyl, a synthetic non-opioid. It is a
widely used analgesic and antipyretic drug. Among the causes of acute liver injury,
paracetamol, which is at the top of the list, causes the production of free oxygen and nitrogen
radicals and causes oxidative damage in liver and kidney. Folic acid, a vitamin B group, is
primarily used in neural tube defects, homocysteine induced atherosclerosis,
thromboembolism and vascular endothelial damage in cancer and neurological diseases.
Studies have shown, that folic acid is effective against free radicals and reactive oxygen
species. In this study, the efficacy of folic acid in the prevention of oxidative damage in rats
which were experimentally toxicated with paracetamol was investigated. 40 female Sprague
dawley rats were used and rats were divided into 5 groups as paracetamol, folic acid,
paracetamol+folic acid and paracetamol N-acetylcysteine (n=8). Paracetamol, folic acid and
N-acetylcysteine were administered orally at a dose of 3 g/ kg/day, 20 mg/kg/day and 150
mg/kg/day, respectively. 24 hours after drug administration, rats were euthanized. Superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and myeloperoxidase (MPQ) activities and glutathione
(GSH) and malondialdehyde (MDA) levels were analyzed in blood and liver tissues. Some
liver and kidney function tests were also evaluated. In the paracetamol+folic acid group,
serum SOD activity was higher (P=0.001) and MDA level was lower (P=0.001). In tissue
samples compared to paracetamol group, SOD and CAT activities and GSH levels (except
Kidney tissue) were statistically higher, MDA level and MPO activity (except liver tissue)
were statistically lower in paracetamol+folic acid group. In addition, in the paracetamol+folic
acid group, alanine aminotransferase, creatinine, urea and gamma glutamyl transferase values
were significantly decreased compared to the paracetamol group. As a result of this study;
Folic acid is protective against oxidative damage due to paracetamol toxicity.

Key words: Folic acid, oxidant/antioxidant parameters, oxidative damage, paracetamol, rat.
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1. GIRIS

Parasetamol (Asetaminofen) veya N-asetil-p-aminofenol (APAP) analjezik ve
antipiretik olarak siklikla kullanilan bir ilagtir. Ucuz ve kolay ulasilmas: sebebiyle yaygin
kullanilmaktadir. Beseri hekimlikte, klinik dozlarda, kullanimi giivenli olsa da literatiirler,
asir1 doz alinmasi parasetamol alinmasi sonucu olusan toksisitenin baslica karaciger ve bobrek
hasarma sebep olabilecegini hatta Oliime varan tablolarin gelisebilecegini gostermistir
(Ozkaya ve ark, 2010; Waring ve ark, 2010; Guggenheimer ve Moore, 2011). Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)'de tiim akut karaciger yetmezliginin % 46'sin1, Biiyiik Britanya ve
Avrupa'daki tiim vakalarin % 40 ila 70'ini olusturur (Bernal ve ark, 2010). ABD'de, yilda
yaklagik 500 6liimden sorumlu olan doza baglh hepatoselliiler nekrozun yani sira ABD Zehir
Kontrol Merkezine 100.000 cagr1 yapildigi, 50.000 acil servis miiracat1 ve bunun sonucunda
da 10.000 hastaya yatis verildigi bildirilmektedir (Lee, 2017).

Ulkemizde, 2010-2015 yillar1 arasinda hastanelerin acil servisine gelen hastalardan
zehirlenme tanis1 incelendiginde, 839 miiracaatin % 55,4 {iniin tibbi ilaglardan ve bu oranin
da % 46,8’inin ¢oklu ilag alimindan kaynaklandig1 ortaya konmustur (Sungur ve ark, 2018).

Hawton ve ark (1995) 80 vakada yapmis olduklar1 ¢alismalarda, intihar tesebbiisiinde
bulunan kisiler siklikla parasetamoliin kullanilma sebepleri igersinde % 50’si parasetamole
erisimin kolay oldugunu, % 33’lik kismu ise riskli ve maliyetini disiik bulduklarini
belirtmislerdir.

Terapotik dozlarda, parasetamoliin biiyiikk bir kismi siilfasyon ve glukuronidasyon
yollartyla metabolize edilirken, % 5-9’luk boliimii, sitokrom p450 (CYP 450) enzimleri
tarafindan reaktifligi olduk¢a fazla bir metabolit olan N-asetil-para-benzokinonimine
(NAPQI) dontstirilir (Moyer ve ark, 2011). NAPQI, parasetamol kaynakli
hepatotoksisiteden sorumludur (Jaeschke ve Bajt, 2006). NAPQI indirgenmis GSH ile toksik
olmayan aktif bir forma doniistiiriiliir. Bununla birlikte, glukuronidasyon ve siilfasyon
yolaklari, parasetamol doz asiminda doymus oldugundan, CYP 450 enzim sistemi ile biiyiik
oranda NAPQI'ya metabolize olur (Mitchell ve ark, 1973). Bu durum, hiicre i¢i GSH
depolarinin tiikenmesine yol acarak NAPQI miktarini arttirir ve sonugta doku hasari ile
mitokondriyal protein alkilasyonu sonucu adenozin trifosfat (ATP) sentezlemesi igin azalan
kapasiteye ek olarak, endoniikleaz G ve apaptoz indiikleyici faktor serbest birakilir ve

toksikasyon olusur (Kon ve ark, 2004; Jaeschke ve Bajt, 2006; Terneus ve ark, 2007).



Parasetamol kaynakli hepatotoksisitede, serum aspartat amino transaminaz (AST) ve alanin
amino transaminaz (ALT) aktiviteleri 1000 U/L'yi asar (Kalsi ve ark, 2011).

Parasetamol toksikasyonunda Dbaslica antidot olarak N-asetilsistein (NAC)
kullanilmaktadir. Mevcut aragtirmalar NAC’nin  karaciger toksisitesini engelledigi
belirtilmistir ve etkinligi kanitlanmistir (Prescott ve ark, 1977; Rumack ve ark, 1981; Samuni
ve ark, 2013).

Deneysel parasetamol toksisitesinde NAC basta olmak {izere, gesitli antioksidanlar
kullanilmis olup, folik asit (FA)’in kullanildig1 calismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismanin
amac1 deneysel parasetamol toksikasyonunda FA’in kan, karaciger ve bobrek dokularinda
oksidan/antioksidan denge iizerine etkileri ile koruyucu etkinligi kanitlanmis NAC ile FA’in

etkilerini karsilastirmali olarak arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Non-Steroid Anti Inflamatuvar (NSAI) Ilaclar

Glinliik yagantimizda siklikla kullanilmakta olan NSAI ilaglar genellikle etki sekillerine
ve molekiiler yapilarma gore siniflandirilmaktadir. Bu smiflandirma opioid (narkotik)
yapidakiler (afyon, morfin vb), analjezik adjuvanlar ve non opioid (narkotik olmayan) olarak
yapilmistir. Non opioid analjezikler (NOAK) steroid yapida olup olmamalarina gore iki
grupta incelenmektedir. Steroid yapida olmayanlar en sik kullanilan agr1 kesici ilag grubu
olup, bu grup ilaglar agri1 kesici etkilerine ilaveten yangi giderme ve ates diisiirticii 6zellikleri
de vardwr. Ayrica santral sinir sistemini baskilamama ve ve bagimlilik yapmama gibi
avantajlar1 vardir. En bilindik iiyesi aspirinin yaninda parasetamol, fenilbutaon, ketoprofen,

naproksen, pinoksilam vb diger tiyeleridir (Siizer, 2008; Kaya, 2009).

2.1.1. NSAI ilaclarin Genel Etki Sekilleri

Yangi durumlarinda prostoglandin (PG), histamin ve seratonin gibi yerel hormonlar
aciga cikmaktadir ve agr1 olusumuna sebep olmaktadir. Bu gruptaki ilaglar analjezik,
antipiretik ve anti inflamatuvar etkilerini PG sentetazin (siklooksijenaz, COX) etkinligini
engelleyip PG’lerin sentezini azaltarak gostermektedirler (Vane, 1971).

NSAI ilaglar hipotalamusta bulunan 1s1 kontrol merkezinde arasidonik asitten PG
sentezinin engellenmesi sonucu ates diistiriicti etkilerini gosterirler (Stizer, 2008; Kaya, 2009).

Yangili bolgede yerel hormon sentezinin azaltilmasi yangi reaksiyonlarinin da
azalmasina sebep olmaktadir ve hiicre lizozomal zarlarina hasar vermektedir. NSAI ilaglar
lizozomal zarlarin daha dayanikli olmasini saglayarak yangi giderici etki yaparlar (Kurumbail,
2001; Stizer, 2008).

2.1.2. NSATP’larin istenmeyen Etkileri
Terapotik dozlarda veya asir1 dozda ve uzun siireli kullanimlarinda bu grup ilaglar bazi

yan etkiler olusturabilmektedir. Mide-bagirsak irkiltisi ve iilsere varabilecek Olglide hasar,

bulant1 ve kusma etkileri mide mukozasi {izerine koruyucu etkileri olan PG’lerin (PGEz2, PGl>



gibi) sentezinin 6nlenmesi sonucudur. Goriilen bir bagka yan etki ise tromboksan sentetazin
etkinliginin engellenmesi sonucu trombositlerin  bir araya gelmesini ve kiimelesmesini
engellerler. PG sentezinin azalmasi uterus hareketlerini yavaglatabilir. Akut bobrek yetmezligi
yapabilecek oOlgiide siddetli olabilmesinin nedeni, PG’lere bagimli renal fonksiyonlarin
bozulmasindan kaynaklanmaktadir ve bu durum adrenerjik ve renin-anjiyotensin sistemleri
bozulmus olan hastalarda daha ¢ok dikkat ¢ekmektedir. NSAI ilaglar sik olarak deri
reaksiyonlarina (dokiilme, tirtiker, 1s18a duyarlilik) sebep olurlar (Kaya, 2008).

2.2. Parasetamol

2.2.1. Parasetamoliin Tarihcesi

Parasetamol (N-asetil-p-aminofenol, APAP) Morse tarafindan 1878’de p-nitrofenoliin
asetik asitle rediiksiyonu sonucu sentez edilmis ve 1887°de Von Mering tarafindan fenasetin
ile birlikte klinik kullanima sunulmustur (Alfio ve ark, 2006). Fenasetin analjezik
karisimlarda nefropati ile iliskilendirilinceye kadar sik kullanilmistir. Klinik olarak ilk kez
1893’te Von Mering, nefrotoksisiteye neden olmasindan dolayr parasetamoliin iginde
fenasetin bulunmamasi1 gerektigini belirten bir makale yayinlamistir. Boylece fenasetin
kimyasal olarak parasetamolden ayrilmistir. Popiilaritesi 1949 yilinda asetanilitin ve
fenasetinin temel aktif metaboliti oldugunun anlasilmas: tlizerine artmistir (Bosch ve ark,
2006).

Parasetamol 1955°1i yillarda ‘Tylenol’ adiyla ABD’de, ‘Panadol’ adiyla ingiltere’de ve
cocuklar i¢in hazirlanan formu ‘Panadol elixir’ ise 1958’de kullanima girmistir. Analjezik ve
antipiretik amagli kullanilmasi hizla artmistir ve giiniimiizde yaygimn olarak kullanilmaktadir

(Brodie ve Axelrod, 1948; Kittisupamangkol, 2009).

2.2.2. Parasetamoliin Yapisi ve Ozellikleri

Komiir katran1 analjezigi olarak isimlendirilen, aktif — metaboliti fenasetin olan
parasetamoliin analjezik ve antipiretik etkisi giicliidiir. P-aminofenol tiirevi sentetik non-
opioid parasetamoliin kimyasal adi N-(4-hidroksifenil) asetamidtir. Kimyasal yapisinin bu
sekilde olmasindan dolay1 asetaminofen olarak adlandirilmaktadir Parasetamol aspirine esit
derecede agr1 kesici ve ates diistiriicii etki gosterir fakat bu ilagtan farkli olarak yangi giderici

etkinligi oldukca diisiiktiir (Graham ve ark, 2005; Yildirim, 2007)



Parasetamoliin molekiiler formiilii CsHoNO2 (Sekil 1), molekiiler agirligi 151.17 g/mol,
erime noktas1 169 °C, yogunlugu 1.263 g/cm?®, sudaki ¢oziiniirliigii 1.4 g/100 ml (20 °C)’dir
(Madenoglu ve Bozogluer, 2009; Ak¢am ve Caligkan, 2014).

=T

CH;

HO

Sekil 1. Parasetamoliin molekiiler yapis1 (Madenoglu ve Bozogluer, 2009)
2.2.3. Parasetamoliin Etki Sekli

Parasetamoliin ilk olarak santral sinir sistemi tizerinde santral COX inhibisyonu yoluyla
ve muhtemelen serotonerjik sistem ile indirekt etkilesim yoluyla etki ettigi diisiiniilse de
mekanizma heniiz tam olarak anlasilamamistir (Y1ldirim, 2007).

COX inhibisyonu yapan ajanlarla farmakolojik yonden benzer oOzellikler gosteren
parasetamoliin antiinflamatuar 6zelliginin zayif olmasi periferik inflamasyonlara karsi
reaksiyon vermedigini ve tipik COX inhibisyonundan farkli bir etki mekanizmasinin
oldugunu gdstermektedir (Boutaud ve ark, 2002; Swierkosz ve ark, 2002; ilkaya ve ark,
2013).

COX vya da prostaglandin endoperoksit sentetaz (PGES), biyosentetik prostaglandin
yolunun ¢aligmasini diizenleyen ve sinirlayan ilk enzimdir. COX-1, bir¢ok dokuda bulunur ve
fizyolojik hiicre iletisiminde goérev alir. COX-1 enziminin inhibisyonuna bagli olarak,
NSAII’larin yan etkileri ortaya ¢ikmaktadir. COX-2, yanginin sekillendigi bolgede baslatilir
ve yangisal cevapta gorevli prostanoidlerin olusumuna sebep olur (Sekil 2). NSAII’arin
analjezik ve antiinflamatuar etkinligi daha ¢ok COX-2 enziminin inhibe edilmesine baghdir
(Pairet, 1996; Taylor ve Reide, 2001). Literatiirler santral sinir sisteminde COX-3 olarak
isimlendirilen enzim varyant1 oldugunu gostermistir. COX-3 enzimi, insan ve rodentlerde

COX aktivitesi gostermediginden PG, agri ve ateste gorev almamaktadir. Bu enzim



kopeklerde ise COX aktivitesi gostermekte ve bu etkinin parasetamol araciligiyla engellendigi
bildirilmektedir (Kis ve ark, 2005). COX-1 ve COX-2’den farkli olarak COX-3 enzimini de
engelledigi diisiiniilen parasetamoliin bu mekanizmasi iizerinde bir¢ok arastirmaci ayni
fikirdedir (Swierkosz ve ark, 2002; Warner ve Mitchell, 2004). Parasetamoliin COX enzimini
inhibe ettigi kesindir. Fakat bu etki mekanizmasmin nasil oldugu ortaya konamamis ve

arastirmalar halen devam etmektedir (ilkaya ve ark, 2013).
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FiZYOLOJIK FONKSIYONLAR YANGI
Yapisal olarak bulunan COX-1 Indiiklendiginde olugan COX-2 enziminin
gnziminin inhibisyonu ile inhibisyonu, NSAI ilaglarin antienflamatuar
NSAlilalarin yan etkileri olusur. etkilerini olusturur.

Sekil 2. COX-1 ve COX-2 enzimlerinin etkileri (Pairet, 1996).

Agr yapict etkenler, dokudaki tahris ya da zedelenme, immiinolojik reaksiyonlar ve
kanserli hiicreler; lokal arasidonik asitten (eikosatetraenoik asitten) prostasiklin ve PG’lerin
sentezini arttirirlar. Antiinflamatuar analjezikler COX enzimini inhibe ederler; boylece sadece
COX iriinlerinin sentezini engellerken, lipooksijenaz iiriinlerinin sentezini ise etkilemezler.
Glukokortikoidler narkotik olmayan analjeziklere gore daha belirgin bir COX inhibisyonu
yapmaktadirlar, ¢iinkii fosfolipaz Az’nin etkinligini engellerler (Hernandez ve ark, 2001).
Ayrica yara, yanik iyilesmesi, radyasyon, inflamasyon gibi birgok durumda sitokinler bu

bblgeye hasar diizenleyici olarak da go¢ etmektedirler. Sitokin sentezinin COX-2’ye baglh



oldugu disiiniildiigiinde bu enzimin ne kadar dnemli oldugu goriilmiistiir (Aniya ve ark,
1998).

Analjezik 6zelliginin arastirilmasi1 sonucunda parasetamoliin, endojen kannabinoid
sistemini ayarlayarak bu 6zelligi gosterdigi bildirilmektedir. Endojen kannabinoidler, memeli
dokusunda kannabinoid reseptorleri aktive eden endojen baglardir. Endojen kannabinoidler ve
2-aragidonil gliserol (2-AG) ihtiyaca gére membran fosfolipidlerinden sentezlenirler ve diger
norotransmitterlerden farkli olarak depolanmazlar. Endojen kannabinoidler lipit yapisindadir
ve tretilir {iretilmez hiicrelerden salinarak, biyolojik cevap olusturmak amaciyla kannabinoid
1 ve kannabinoid 2 reseptorlerinin aktivasyonunu saglar ve sonrasinda endokannabinoid
membran tasiyicisi ile yeniden hiicreye almarak inaktive edildikten sonra enzimatik yikima
ugramaktadirlar. Esas olarak endojen kannabinoidler yag asidi amid hidrolaz enzimi
tarafindan inaktive edilirken, 2-AG ise monoagilgliserol lipaz enzimi tarafindan inaktive edilir
(Piomelli, 2003). Parasetamol kannabinoidlerin ve endojen kannabinoid olan anandamidlerin
(arasidonil etanolamin) noronlar tarafindan tutumunu inhibe eden N-Arasidonilaminofenol
(AMA404)’e metabolize edilir. AM404 gegici reseptor potansiyelinin giiglii bir etkinlestiricisi
gibi davranir. Anandamidinin noronlar tarafindan tutulumu, viicudun ana agri reseptoriiniin
aktive edilmesi ile olusur. Bununla beraber AM404 lokal anestezikler gibi (lidokain, prokain
vb) analjezik oOzelligini de sodyum kanallarmni inhibe ederek gosterdigi belirtilmektedir

(Goldfrank ve ark, 2006; Muramatsu ve ark, 2016).

2.2.4. Parasetamoliin Metabolizmasi

Parasetamol oral yoldan alimasiyla birlikte gastrointestinal kanaldan hizla emilmektedir.
Terapotik etkisi erken baslar; en gec 2 saatte kanda pik kontrasyona ulasmaktadir (James ve
ark, 2003). Terapotik yar1 omrii 1.5-2.5 saattir, toksik dozlarda 8 saate kadar ¢ikabilir hatta
artabilir.  Ac¢lik ve tokluga baglh olarak parasetamoliin absorbsiyonu degiskenlik
gosterebilmekte ve absorbsiyon siiresi 4. saate kadar uzayabilmektedir. Plazma proteinlerine
baglanma orant % 25, dagilim hacmi 0.9 L/kg olarak belirtilmektedir. Plazma yar1 6mriiniin
uzamasinda, karaciger hasarmna bagli olarak ilacin metabolizmasindaki bozulmanm ve
konjugasyonun doygunluga erismesinin rolii oldugu diisliniilse de, alinan dozun biiyiik
kisminin baslangigta hizli bir sekilde absorbe edilmesinin, kalan kismimin absorbsiyonunun
ise yavas ve uzamis olmasinin asil onemli etken oldugu belirtilmistir (Cavusoglu, 2000;

James ve ark, 2003; Hinson ve ark, 2010 ). Oral biyoyararlanimi % 60-89 arasindadir. Rektal



yolla alminda da, ¢ok iyi bir sekilde ancak yavas emildigi ve biyoyararlaniminin % 30-40
oldugu belirtilmektedir (Alfio ve ark, 2006).

Parasetamoliin % 90’ina yakin kismi karacigerde inaktif zararsiz metabolitler olan
glukoronid ve siilfat konjugatmma donistiriilir. Doniistliriilen glukoronid ve siilfat
konjugatlarinin bir boliimii safrayla bir bolimii de kan dolasimimna geger ve idrarla elimine
edilir. % 5’ten kiiciik bir boliimii de degismeden idrara ulagsmaktadir. % 5-10 arasinda degisen
boliimii ise karacigerde CYP450 enzimleri tarafindan hiicre makromolekiillerine baglanabilen,
reaktif ve toksik NAPQI metabolitine doniistiirilir. Bu metabolit GSH ile hizlica
birlestirildikten sonra olusturulan kompleks ise, toksik olmayan sistein veya merkaptiirik asit
konjugatlarina donistiiriilerek idrarla elimine edilir (Bertolini ve ark, 2006).

Terapotik dozda parasetamol alimindan sonra, % 47-62’lik kismi glukoronid konjugati
(glukoronik asit), % 25-36°1ik kismu siilfat konjugati (stlfiirik asit), % 5-8’lik kismu ise sistein
ve merkaptiirik asit konjugati olarak karaciger konjugasyonundan hemen sonra idrarla elimine
edilir. Parasetamoliin % 5’inden daha azi da idrarla degismeden atilir (Bessems ve
Vermeulen, 2001).

Parasetamoliin biyotransformasyonu, ¢ogunlugu karacigerde ve bir boliimii de bobrekte
olmak tizere ti¢ ana mekanizmayla gergeklesmektedir. Bu mekanizmalar glukoronidasyon,
stilfasyon ve CYP450’ye baglh mikrozomal oksidasyondur. Bu mekanizmaya gére karacigere
gelen parasetamoliin bir bolimii major yol ile iiridin difosfoglukronil transferaz enzimiyle
parasetamoliin glukoronid konjugatina, silfotransferaz enzimi ile de siilfat konjugatina
doniistiiriilmektedir. Olusan glukoronid ve siilfat konjugatlarinin bir bolimi karacigerden
safraya bir bolimi ise kan dolasimma geger. Mindr yol ile CYP450 enzim sistemi ile
karacigerde olusturulan NAPQI toksik metabolitinin bir bolimii protein arilasyonu
olusturmaktadir ve bir bolimi de glutatyon konjugatina donistiriilerek safraya
gonderilmektedir (Sekil 3). Olusturulan glukoronid konjugatinin bir boliimii de parasetamokiin
sisteinilglisin konjugatina ve daha sonra da parasetamoliin sistein konjugatina doniistiiriilerek
sistemik dolasima katilmaktadir. Bobreklere ulasan parasetamol ise COX kullanilarak
NAPSQI (N-asetil-p-benzosemikinonin)’ya doniistiirtilir. Olusturulan NAPSQI radikali
bobreklerde NAPQI’ya doniistiiriilerek Karacigerde mindr yolaga katilir (Abukhalaf ve ark,
2004).
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Sekil 3. Parasetamol Konjiigatlar1 (Madenoglu ve Bozogluer, 2009).

Yapilan arastirmalarda, eriskinlerde parasetamoliin birincil metabolize yolu, glukuronid
konjugasyonuyken, bebeklerde ve ¢cocuklarda ise siilfat konjugasyonu olarak gosterilmektedir.
Cocuklarda parasetamoliin glukoronidasyon kapasitesi eriskinlerden daha diistiktiir (Bessems
ve Vermeulen, 2001).

Insanlarda parasetamoliin terapétik doz alimmda CYP3A4 iken, intoksikasyon ve daha
yiiksek dozlarda parasetamol aliniminda ise CYP2E1 ve CYP1A2 enzimleri parasetamol
metabolizmasinda islev gosteren en onemli CYP450 enzimleridir. Parasetamol kiigiik bir
oranda CYP450 enzimleri (CYP2E1 ve CYP1A2 izozimleri) ile N-hidroksilasyona
ugramaktadir ve toksit metaboliti olan NAPQI'y1 olusturmaktadir (Bessems ve Vermeulen,
2001; Dargan ve Jones, 2003). Bu metabolit proteinlere kovalent bagla baglanarak zarar verir.
Hepatik hasar olusturan NAPQI, aracligiyla inaktif metabolitlerine indirgenir ve toksik etki
gostermeden safra yoluyla atilir (Corcoran ve ark, 1985; Bessems ve Vermeulen, 2001).
Sistein ve merkaptiirik asit ile konjlige olarak sonrasinda idrarla elimine edilir (loannides ve
ark, 1983). Parasetaoliin karacigerdeki metabolizasyonu Sekil 4’te ve bobrekteki

metabolizasyonu Sekil 5°te gdsterilmisir.
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Sekil 4. Parasetamoliin karacigerde metabolizmasi (Dargan ve Jones, 2003).
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Sekil 5. Parasetamoliin bobreklerdeki metabolizasyonu (Hung ve ark, 2000).
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2.2.5. Parasetamoliin Terapoétik Kullanim

Parasetamol terapotik dozlarda iyi tolere edilmektedir. Parasetamoliin plazma
konsantrasyonunda analjezik etki giicii 10 pg/ml seviyesindedir. Eriskinlerde, oral dozu 500-
1000 mg’dir (rektal ahminda 650 mg). Giinliik alinabilecek maksimum doz 4 g/giin olup bu
doz toplam 4 veya 6 defada uygulanabilir. Parasetamol ¢cocuklarda 10-15 mg/kg dozunda her
4-6 saatte bir verilebilir. Cocuklar i¢in, tek doz 40-480 mg’dir. Agr1 giderici amagla, 5-10
giinden fazla kullanilmamasi Onerilmektedir. Parasetamoliin giinde 2 g’dan az kronik
kullanim1 pratikte kronik karaciger fonksiyon bozukluguna yol agmaz (Kayaalp ve Siizer,
2009). Yasa ve kiloya bagh olmak tizere bir giinde 5 dozdan fazla verilmemelidir (Katzung,
1995; Dokmenci, 2000; Kayaalp, 2000; Alfio ve ark; 2006; Ranganathan ve ark, 2006). Oral
kullaniminda rat ve tavsanlarda 2000 mg/kg, farelerde 400-900 mg/kg, kedilerde 50 mg/kg ve
kopeklerde 500 mg/kg dozlarda 6liime yol agabilecegi bildirilmektedir (Kaya ve ark, 2002).

2.2.6. Parasetamoliin Yan Etkileri

Parasetamol kullanimina bagli alerjik cilt reaksiyonlar1 (kizariklik, dokiintii) ve ilag
atesi goriilebilmektedir (Insel, 1990). Ayrica hematolojik bozukluklar, hipoglisemi ve renal
yetmezlik de olusturabilir (Graham ve ark, 2005). Parasetamoliin yiiksek doz aliminda,
oliimle sonuglanabilen karaciger nekrozu en ciddi yan etkisidir (Insel, 1990).

Tek veya tekrarlanan dozlarda kardiyovaskiiler ve solunum sistemi ile asit-baz dengesi
ve mide mukozasi {izerine istenmeyen bir etkisi yoktur (Goldfrank ve ark, 2006; Kiigiik,
2009).

Analjezik ve antipiretik 6zelliginden beseri hekimlikte siklikla yararlanilan parasetamol,
her evde bulunmasi nedeniyle evcil hayvanlarda kaza ile zehirlemeye neden olma olasiligi
yiiksek bir ilagtir (Hjelle, 1986). Jones ve ark (1992), ¢aligmalarinda NSAIT’lardan meydana
gelen zehirlenme olaylar1 arasinda parasetamole bagli olanlarin oranmi % 49.7 olarak
belirtmiglerdir ve kopeklerde ilacin kaza ile yenmesini takip eden zehirlenme olaylari sik
goriiliirken (% 75), kedilerde hatali kullaniminin (% 56) toksikasyona neden oldugunu

bildirmislerdir.
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2.3. Parasetamol Toksisitesi

Parasetamoliin akut asir1 dozda, istenmeyen en ciddi etkisi, doza bagl olarak
sekillenebilecek oliimciil karaciger nekrozudur. Renal tiibiiler nekroz ve hipoglisemik koma
da sekillenebilir. Hepatoselliiller hasar ve 6liim yiiksek doz parasetamoliin toksik reaktif
metaboliti olan NAPQI’dan kaynaklanmaktadir. Terapotik doz alimlarda NAPQI, GSH ile
konjuge edilerek elimine edildikten sonra merkaptiirik asite metabolize edilerek idrarla atilir,
Bununla birlikte yiikksek dozlarda, viicudun antioksidan savunmasinda énemli bir rol oynayan
hepatik GSH seviyesi % 70’lerin altina diismesi sonucunda, reaktif ara iirtiin olan NAPQI,
kovalent baglara sahip hiicre makromolekiillerine baglanarak enzimatik sistemlerin
fonksiyonu engellenmektedir. GSH’a baglanarak uzaklastirilamayan NAPQI, dokulardaki
sitozol proteinlerine baglanmak suretiyle hiicresel nekroz olusumuna sebep olur (Goldfrank
ve ark, 2006).

Parasetamol kaynakli karaciger ve bobrek hasarmimn iki farkli mekanizma ile olustugu

ileri siirtilmektedir:
1) Oksidatif stres teorisi: Yiiksek doz parasetamol aliminda olusan NAPQI, hiicrelerde reaktif
oksijen tiriinleri olusumuna, bunlar da lipit peroksidasyonuna (LPO) neden oldugundan, GSH
eksikligine, dolayisiyla karaciger parankim hiicresinde protein sentezi ve hiicre ici Ca*?
dengesi bozuklugunun ortaya ¢ikmasima neden olur (Atamer ve ark, 2000).

Hepatik hasarinin mekanizmasi tam anlamiyla bilinmemekle birlikte en fazla oksidatif
hasar lizerine yogunlasilmaktadir. Parasetamoliin yiiksek doz alimmda hepatotoksisite
olusturmasindaki temel sebep, onun toksik ve reaktif metaboliti NAPQI’ya
doniistiiriilmesinden kaynaklanmaktadir. hepatik GSH’1n titkkenmesi sonucu NAPQI, hiicresel
proteinlere (glutamin sentetaz, glutamat dehidrogenaz, aldehit dehidrogenaz, N-10
tetrahidrofolat dehidrogenaz) gibi proteinlere kovalent bagla baglandigindan toksik etki
goriilmektedir (Hinson ve ark, 2010). Hepatik GSH depolar1 belirli bir miktarm altina
distigiinde (% 80-90) NAPQI detoksifiye edilemedigi i¢in hiicre hasar1 olusur. Hepatik
GSH’n bitmesi, hepatositlerin iginde reaktif oksijen (ROT) ve nitrojen tiirlerini (RNT) artirir,
nekrotik degismeler goriilmeye baslanir. Artan oksidatif stres, intraseliiler Ca*? homeostasimin,
sinyal iletiminin ve mitokondriyal gecirgenligin bozulmasma sebep olur. Mitokondriyal
membran potansiyeli kaybolmasi sonucunda adenozin trifosfat (ATP) iiretimi durur ve hiicre
nekrozu sekillenir (Hinson ve ark, 2010).

GSH kolayca hidrojen iyonu verebilen bir bilesik oldugu icin peroksidatif zararlardan

dokular1 korumakta ve igerdigi siilfiir grubuyla da detoksifikasyona katilmaktadir. Amino
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asitlerin hiicre zarindan tasimmmasinda ve grup translokasyonunda da gorev almaktadir.
Glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi ile peroksidatif zararin ortadan kaldirilmasinda rol
oynamaktadir. Rediiksiyonunda ise NADPH (Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat) kullanan
GPx enzimi gorev yapmaktadir (Bessems ve Vermeulen, 2001).

Parasetamoliin neden oldugu hepatotoksisitede, oksidatif stresle aym1 anda LPO
olusabilmektedir. CYP450 enzim sistemi ile metabolize edilen parasetamol, NAPQI ve
stiperoksit (O27)’in agiga ¢ikmasina neden olur ve ortamdaki O, artisiyla birlikte hidrojen
peroksit (H20-) ve hidroksil radikali (OH") de artarak LPO sekillenir (James ve ark, 2003).

Peroksinitrit (ONOQO"), O2" ile nitrik oksit (NO)’in etkilesmesi sonucunda agiga ¢ikar.

Parasetamoliin neden oldugu hepatotoksisitede ONOO", GSH ve GPx tarafindan yeterli
seviyede detoksifiye edilemedigi i¢in agiga ¢ikan ONOO™“ler proteinleri nitratlar ve LPO
baslar (Sumioka ve ark, 2004; Jongen ve ark, 2006). ONOO™in mitokondride aktive olmas,
ayni ortamda bulunan c-jun-N-terminal kinaz (JNK)’in da aktivasyonuna sebep olarak
oksidatif stres ve ONOO™ miktarmi hizla artirir. Mitokondriyal gegirgenligin indiiksiyonu
sonucu mitokondriyal faktorler olan endoniikleaz G, apaptoz indiikleyici faktor ve sitokrom ¢
salgilanir (Jaeschke ve ark, 2011).
2) Kovalent baglanma teorisi: Parasetamol yiiksek dozda alindiginda, karacigerin
detoksifikasyon sistemleri doymus hale gececeginden, baglayici glutatyon bitecek, asiri
NAPQI ortaya ¢ikacak, bu da DNA ve proteinlerin tiyol gruplarma kovalent baglanmak
suretiyle, hepatositlerde hasar olusturacaktir (Rajkapoor ve ark, 2008).

2.3.1. Klinik Bulgular

Faz 1 (ilk 24 saat), faz 2 (24-72 saat), faz 3 (72-96 saat) ve faz 4 (96 saat-14 giine kadar)
asamalarindan olusup, semptom farklhiliklar1 gostermektedir. Doz asimindan 4 saat sonra
serum parasetamol diizeyi 0,2 mg/ml {izerinde ise karaciger toksisitesini gosterebilir ve
karaciger hasarinin klinik semptomlar1 toksik dozlarin 2. ila 4. giiniinde absorbe edilmesine
baglt olarak goriilebilir. Plazmadaki karaciger enzimleri AST, ALT, laktat dehidrogenaz
(LDH) ve bilirubin konsantrasyonun da artisina bakilarak karaciger toksisitesinin siddeti
gozlenebilir. Toksikasyon olusmus hastalarin % 10’unda hepatik hasar sekillenir. Bu
hastalarin % 10-20’si de hepatik yetersizlikten 6liir (Hung ve ark, 2000).

Faz 1’de klinik semptomlar ayirt edici degildir ve ¢ocuklarda bu asama sik
goriilmektedir. Bulanti, kusma, istahsizlik ve halsizlik en berlirgin semptomlardir. Karaciger

enzimlerinde hafif dereceli artiglar goriilebilir (Hung ve ark, 2000). Akut parasetamol
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toksikasyonunda kopeklerde klinik olarak saptanan mukozalarda siyanoz, depresyon, kusma,
yiizde 6dem ve hipotermidir (Hjelle, 1986; Schlesinger, 1995).

Faz 2 asamasinda, Faz 1’in bulgularina veya bu bulgulardaki iyilesmeye ek olarak karin
sag list kadraninda agr1 ve karacigerde biiylime dikkat ¢cekmektedir. Goriilen semptomlar ¢ok
nadirdir veya hi¢ gorilmemektedir. Karacier enzimleri AST, ALT ve serum bilirubin
seviyelerinde artig ve protrombin siiresinde uzama goriiliir (Hung ve ark, 2000).

Faz 3 hepatik disfonksiyonun en goze ¢arptigi evredir ve Faz 1’deki klinik semptomlar
bu asamada da goriilebilir. AST, ALT artist belirgindir ve serum bilirubin konsantrasyonu da
artmustir. Karaciger ve bobrek yetmezligi bu asamada goriilebilmektedir (Hung ve Nelson,
2000). Renal disfonksiyonuna bagli olarak proteiniiri ve hematiiri goriilmektedir (Hung ve
ark, 2000; Bozogluer ve Madenoglu, 2009; Kiigiik, 2009).

Faz 4 hepatik hasarin iyilestigi yada oliimle sonuglanan asamadir. Hepatik fonksiyon
lyilesen hastalarda 3 ay igerisinde fizyolojik sinirlara donmektedir ve parasetamoliin neden
oldugu hepatotoksisitede kronik hepatik disfonksiyon meydana gelmez (Black, 1980; Laskin
ve ark, 1995; Salgia ve Kosnik, 1999; Hung ve ark, 2000).

2.3.2. Karaciger Toksisitesi

[lag hasar1 sonucunda sekillenen hepatit, akut karaciger hasarmin en ¢ok goriilen
sebeplerinden biridir. Yapilan arastirmalar sonucunda akut karaciger yetmezligi vakalarinin %
58’inin ilaglara bagl olustugu ve parasetamoliin % 46 ile bu ilaglar arasinda yiiksek bir orana
sahip oldugunu gostermektedir (Lee ve Seremba, 2009).

Son yillarda hizla artis gosteren akut karaciger yetmezliginin en yaygin nedeni
parasetamoldiir (Mazer ve Perrone, 2008). Evlerde siklikla kullanilmasi ve recetesiz rahatlikla
parasetamol igeren ilaglara ulasilabilmesi gibi nedenlerden dolayi, intihar veya kazara 6liim
vakalar1 siklikla rapor edilmektedir. Uzun zamandir parasetamoliin yiiksek doz alimlarinda
hepatik hasar olusturdugu, hatta 6liimle sonuglanabildigi bilinmektedir. Bir defada 10-15 g
(150-250 mg/kg) parasetamol alindiktan sonra karaciger toksisitesi sekillenebilir; 20-25 g ve
tizerindeki dozlar 6liimciil olabilmektedir (Brunton, 2009).

Parasetamol alindiktan sonraki ilk 4 saatin sonunda kan konsantrasyonu 300 mg/L veya
15 saatin sonunda 45 mg/L ‘dir ve ciddi karaciger hasarina neden olmaktadir (Sekil 6)
(Brunton, 2009).
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Sekil 6. Plazma parasetamol diizeyinin zamana bagli degisimi ile karaciger hasar1 iligkisi
(Brunton, 2009).

Yiksek doz parasetamol alimmna bagh olarak antioksidan savunma sistemi
baskilanmaktadir, GPx ve katalaz (CAT) enzim aktivitesi azalmaktadir. Bununla birlikte
GSH/okside glutatyon (GSSG) oranindaki azalma kapasitesindeki azalma antioksidan
kapasitede de azalmaya sebep olmaktadir (Jaeschke ve ark, 2011).

NAPQI, viicutta depo haldeki GSH ile zararsiz hale getirilmeye c¢alisilirken, depo GSH
tikenmeye baslar ve serbest haldeki toksik NAPQI, eritrositlerde ve hepatositlerdeki
makromolekiillere demirle baglanarak sentrilobuler hepatik hasara, methemoglobinemi ve
alyuvarlarda hasara sebep olmaktadir. Karaciger GSH depolarinin % 70’inden fazla
miktarinin  kullanilmas:1 halinde ise hepatik toksikasyon sekillenebilecegi bildirilmistir

(Bessems ve Vermeulen, 2001).
2.3.3. Bobrek Toksisitesi

Yapilan caligmalarda yiiksek dozda parasetamol uygulamas: sonrasinda hepatik
yetmezlik sekillenmeksizin akut bobrek yetmezliginin de gelisebildigi gosterilmistir. Ayrica

uzun siireli terapotik dozda parasetamol kullanimi ise kronik bobrek hastaligi riskinde artisa

sebep oldugunu gostermistir (Bessems ve Vermeulen, 2001).
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Yiksek doz parasetamol alimindan sonra COX, N-deasetilaz ve CYP450 enzimlerini
iceren yolaklar renal toksisite mekanizmasinda onemli role sahiptir. Toksikasyon sonucu
olusan hasar renal proksimal tubiillerde sekillenmekte olup glomeriiler filtrasyon hizi
azalmaktadir.Parasetamol karacigerdeki gibi bobrekte de renal mikrozomlarda CYP450 enzim
sistemi ile oksidasyona ugramaktadir. Parasetamol bobreklerde deasetilasyona ugrayarak p-
aminofenole doniisiir ve toksik etkisini gosterir. Parasetamol kaynakli bobrek toksisitesi ve
nefrotoksisite olusumunda GSH konjugatlar1 ile CYP450’nin rol oynadigi, bu enzim
sisteminde de CYP2E1’in 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (Bessems ve Vermeulen, 2001).

Parasetamoliin yiiksek doz aliminda, NAPQI miktar: artis gostererek GSH baglama
kapasitesini asar ve tiibiiler nekroz olusumuna neden olmaktadir. Olusan bu nekroz bobrek
fonksiyon bozukluguna sebep olabilmektedir (Mazer ve Perrone, 2008). N-asetilasyon ile
renal kortekste olusan NAPQI ve p-aminofenol, GSH depolarinin tilkkenmesi sonucu birikir.
NAPQI hiicre membranlarma ve siilfidril proteinlere baglanarak renal toksisite olustururken,
p-aminofenol de renal makromolekiillere kovalent baglanmak suretiyle renal hasara neden
olmaktadir (Mugford ve Tarloff, 1993). Analjezik nefropati, uzun dénem halinde ve asir1
dozda analjezik kombinasyon kullanimi sonrasinda sekillenen ve kronik interstisyel nefrit ve
renal papiller nekroz tablosu ile spesifik olan bu duruma en ¢ok sebep olan ilaglardan birisi
parasetamoldiir. Zararlh etkilerinin temel mekanizmasi tam anlamiyla bilinmemekte olup,
parasetamoliin bobrekte sentez edilen vazodilatér PG’leri azalmasi sonucunda boyle bir etki
yaptig1 diistiniilmektedir. Bobrekte vazodilator PG sentezi fizyolojik kosullarda ¢ok
olmamakla birlikte; renal vazodilator PG sentezinin 6nemli oldugu durumlarda (renal
yetmezlik, hipertansiyon, glomeriiler hastaliklar, siroz ve konjesif kalp yetmezligi)
parasetamoliin istenmeyen etkileri daha sik goriilmekte olup, bu etkilerini kan basinci
tizerindeki etkiler, akut bobrek hasari ve kronik bobrek hastaligi olarak siniflandirilmaktadir
(Curhan ve ark, 2004).

Mugford ve Tarloff (1997) yapmis olduklar1 ¢aligmada, ratlara parasetamol uygulamasi
sonucu olusan bdbrek toksisitesinin  NAPQI ve p-aminofenol ile iliskili oldugunu
bildirmiglerdir. Bobreklerde deasetillenen  parasetamol p-aminofenol  metabolitine
dontstiriilmektedir. Bu metabolit nefrotoksindir ve kortikal nekrozlarin olugmasina yol
acmaktadir.

Farelerde yapilan deneysel ¢alismalarda toksik dozdaki parasetamoliin metabolize
olmasi sonucunda olusan NAPQI'nin hiicre i¢inde baglandig: ilk organelin mitokondriyon
oldugu ve sonugta mitokondriyal solunumu inhibe edildigi bildirilmistir (Bozogluer, 2009).

Bunun yani sira hiicre ici kalsiyum (Ca*?)’u diizenleyen proteinlerin yiiksek doz parasetamol
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nedeniyle bozularak, hiicre icinde Ca*?’un asir1 birikmesi ve katabolik enzimlerin artmasi
nedeniyle hiicre 6liimiine kadar giden tablolar olustugu belirtilmistir. (Waters ve ark, 2001).

GSH yetersizligi parasetamol kaynakli renal toksisitede Onemli bir etken olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durum hepatorenal sendrom olarak adlandirilmaktadir (Loh ve
Ponampalam, 2006). Parasetamol hem bobrek hem de karacigerde metabolize olurken,
nefrotoksisitenin bobrekte GSH kaynagina bagli olarak olustugu, hepatotoksisiteden bagimsiz
gelistigi bildirilmistir (Masson ve ark, 2000).

Renal toksisite riski yilda 366 tablet (0.5 g’lik) veya daha fazla kullanan insanlarda 2.1
kez arttigi, yapilan bir arastirmada son donemdeki renal hastaliklarin % 8-10’unun kronik

parasetamol kullanimiyla iliskili oldugu belirtilmistir (Blakely ve McDonald, 1995).

2.3.4. Parasetamol Toksisitesinde Tedavi

Diinyada ve 6zellikle yetiskinlerde, parasetamol ¢ogunlukla asir1 dozda kasithi alinarak,
ciddi morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir (Nourjah ve ark, 2006). Doz asimi olan
hastalarin nasil tedavi edilecegine karar vermek icin asagidaki konular g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Oncelikle, parasetamol zehirlenme tedavisinin etkinligi en Onemli
faktordiir. Parasetamol alimindan sonraki belirli bir zamanda plazma parasetamol seviyesinin
N-asetil sistein (NAC) tedavisinin baglatilmas1 ig¢in Onemli bir parametre oldugu
unutulmamalhidir (Whyte ve ark, 2007; Craig ve ark, 2012).

Parasetamol toksikasyonlarinda, oncelik parasetamoliin emilimi engellemek olmali,
prognostik degerler izlenmeli ve hastalara uygulanacak destek tedavisi bu degerlere gore
yapilmalidir (Cengiz, 1997; Dokmeci, 2001).

Tedavinin advers etkilerinin yayginligi ve siddeti, tedavinin se¢imi i¢in Snemlidir.
Ornegin, metiyonin parasetamoliin antidotu olarak da etkili olabilir ancak parasetamol
zehirlenmesinin tedavisinde NAC'den daha az giivenilir olabilecegi bildirilmistir (Prescott ve
ark, 1983)

Parasetamoliin yiiksek doz ahmindan sonraki 4 saat i¢inde mideden hizla absorbe olur
ve bagirsak absorbsiyonunu azaltmak amaciyla gastirik aspirasyon ve lavaj ya da ipeka
surubu kullanilmasinin faydali olacagi bildirilmektedir. Emilimin engellenmesinde aktif
komiir uygulanmasi da alternatif yontemlerden birisidir. Oral aktif komiir uygulamasi tek doz
olarak 1 g/kg dozunda ve alinan parasetamol dozunun 10 kati: kadar olmasi tavsiye edilir
ancak pratikte kusma riskini artrrmaktadir. Aktif komiirlin emme kapasitesi tam olarak

bilinmemekle birlikte in vitro olarak maksimum emme kapasitesi, aktif komiir g basina
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yaklasik 250 mg parasetamoldiir (Underhill ve ark, 1990). Bagwsak limeni iginde
parasetamole baglanan aktif komiiriin emilimi engellemektedir. Parasetamol absorbsiyonu bu
yollardan biri kullanilarak biiyiik oranda engellenir. Parasetamol ile zehirlenmede hedef
organlar karaciger ve bobrek oldugundan bu organlarin fonksiyonlari takip edilmelidir
(Cengiz, 1997; Dékmeci, 2001).

Parasetamol toksikasyonlarinda kan parasetamol seviyesi en 6nemli ilk gostergedir.
Parasetamol yiiksek doz alimindan sonraki 4. saate kadar bagwrsaktaki ila¢ emilimi
tamamlanmamig olabilecegi icin elde edilen kan parasetamol seviyesi toksisite siddetini
giivenilir bir sekilde gostermez (Cengiz, 1997; Dokmeci, 2001).

Hepatik GSH depolarinin tiikenmesi parasetamol intoksikasyonuna sebep olmaktadir.
Uygulanacak tedavi yonteminde, GSH hepatositler i¢ine gecemedigi igin, hepatik GSH’u
yerine koymak yerine hepatik GSH tiiketiminin veya parasetamoliin toksik metaboliti olan
NAPQI’ya doniistiiriilmesinin engellenmesi gereklidir. Toksikasyonda kullanilan antidotlar;
N-asetil sistein, sistamin, dimerkaprol ve metionindir. (Cengiz, 1997; Dékmeci, 2001). Ayrica
son yillarda farkli hayvan tiirlerinde meydana getirilen parasetamol toksikasyonun 6nleyici

calismalar da yapilmis olup olumlu sonuglar alinmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. Farkli hayvan tiirlerinde deneysel parasetamol toksikasyonunu 6nleyici farmakolojik

ajanlar
Hayvan ..
Yazarlar Parasetamol Dozu Toksikasyon Onleyici
Tiiru

Kalinbacak ve ark, 1997 Kopek 500 mg/kg NAC

Maritima ekstrakti (Ambrosia
Ahmed ve Khater, 2001  Rat 640 mg/kg/oral o

maritima)
Waters ve ark, 2001 Rat 800 mg/kg periton igi Taurin
Sener ve ark, 2003 Rat 900 mg/kg periton i¢i Vit E, NAC, Melatonin
Abraham, 2005 Vit C
Yapar ve ark, 2007 Fare 500 mg/kg periton igi L-karnitin

NAC ve S-adesonil-1-
Terneus ve ark, 2008 Fare 500 mg/kg periton i¢i y

Metiyonin
Bozogluer, 2009 Rat 3 gr/kg oral Flumazenil

) ~ Kaffeik acit fenetil ester

Kiigtik, 2009 Rat 1 gr/kg oragostrik gavaj

(CAPE), NAC
Cekmen ve ark, 2009 Rat 1000 mg/kg periton i¢i ~ Zerdegal
Havare, 2011 Rat 1000 mg/kg peritonici  NAC
Bektur, 2012 Fare 500 mg/kg gastrik gavaj Silybum marinum (Silimarin)
Pu ve ark, 2016 Fare 200 mg/kg oral Zileotan
Tzankova ve ark, 2017  Rat 1000 mg/kg oral Quercetin
Farah ve ark, 2018 Rat 2800 mg/kg oral Vit C, E, B2
Mati¢ ve ark, 2019 Rat 300 mg/kg periton i¢i Vit C ve B glukan

2.4. N-Asetil Sistein (NAC)

Parasetamol kaynakli hepatotoksisiteyi dnlemenin en etkili yolu, antidot N-asetilsistein

(NAC)’nin zamaninda verilmesidir. Prescott ve ark (1977) yaptiklar1 ¢alismada NAC’nin

parasetamol toksikasyonunda kullanilabilecegini gostermis ve ayni yil iginde 15 hasta

iizerinde etkinligini ispatlamigslardir.

Yapilan deneyler, doz arttikga NAC’nin de etkinligininde artig oldugunu gostermistir.

parasetamol alimmasindan hemen sonra parasetamole esit dozda uygulanan NAC, biiyiik

Olglide toksisiteyi engellemektedir (Rayle ve ark, 2006). Parasetamol alinmasi ile NAC
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baslanmasi arasindaki siire arttikca Oliim ve toksisite riski de artmaktadir. 11195 vaka ile
yapilmis olan arastirmada; parasetamol alinmasini takiben ilk 10 saat iginde uygulanan NAC
tedavisinde % 6.1, 10-24 saatleri arasindaki tedavide ise % 26.4 hepatotoksisite orani
bulunmus olup, uygulama yollar1 ile etkisi arasinda bir fark bulunmamistir (Kozer ve Koren,
2001). Parasetamol zehirlenmesinde uygun goriilen tedavi protokolii Sekil 6’da gosterilmistir.
Bir asetillenmis sistein kalintis1 olan NAC, glutatyonun bir dnciisiidiir ve NAC hepatik
GSH konsantrasyonlarinda artisa neden olmaktadir (Samuni ve ark, 2013). 1970'li yillarda,
NAC ile yapilan deneyler ve denemeler, diger sistein tiirevlerine gore cogunlukla daha az yan
etki agisindan Ustlinligiinii gostermistir.  NAC uygun zamanda ve yeterli dozda verilirse,
parasetamole bagli hepatik ve renal hasarlar1 biiyiikk oranda Onleyebilmektedir (Kozer ve
Koren, 2001). Birlesik Krallikta ve Kanada’da, NAC tedavisi intravendéz (IV) uygulama
olarak baslamisken, ABD'de oral uygulama tercih edilmistir (Rumack ve Bateman, 2012).
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2.5. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, molekiil fragmanlar1 olarak diisliniilebilen ve genellikle ¢ok reaktif
olan eslesmemis bir elektrona sahip kimyasal tiirlerdir (Cheeseman ve Slater, 1993). Ekzojen
ve endojen faktdrlere bagli olarak hiicrelerde serbest radikaller olugmaktadir.

Ekzojen faktorler arasinda ilaglar (parasetamol, doksorubisin, aminotriazol, bleomisin,
3,4-metilendioksimetamfetamin, klonazin, siprofloksasin, trisiklik antidepresanlar gibi), metal
iyonlar1 (civa, bakir, nikel, demir, kadmiyum, krom), kirleticiler (karbon monoksit, NO,
kiikiirt dioksit, ozon, asbest lifleri, mineral tozlar, silika, toksinler, hipoklorit, yangin),
radyasyon (X 1sin1, ultraviyole 1s1k) bulunmaktadir (Abdollahi ve ark, 2004).

Endojen kaynakli etmenler arasinda;

1) Kiigiik molekiillerin radikal zincir reaksiyonu: Tiyol, hidrokinolon, katekolamin ve flavin
gibi bilesikler radikal zincir reaksiyonlari ile serbest radikalleri olusturmaktadirlar (Baccanari,
1978; Freeman ve Crapo, 1982).

2) Enzimler ve proteinler: Aldehit oksidaz, triptofan dioksijenaz ve ksantin oksidaz gibi
enzimler, serbest radikal tiretimine sebep olurlar (Aust ve ark, 1985).

3) Mitokondriyal elektron tasinmasi: Elektron tasima sisteminden sizan elektronlar hiicrelerde
en biiylik serbest radikal kaynagidir. Mitokondriyal elektron tagima sisteminde elektron iki
yerde; NADPH-dehidrogenaz ve koenzim Q ya da ubikinon basamagmda elektron
sizmaktadir. Bu sistemin son basamaginda oksijenin elektronlara tasmmasmda goérevli
sitokrom oksidaz enzimi, oksijenin % 97-99’unu harcar ve suya rediikte eder. Elektron tagima
zincirinden sizan elektronlarla bir araya gelen oksijenin % 1-3’ti, O™ radikalinin iiretimini
arttirr (Ku ve ark, 1993).

4) Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron tasima sistemleri: Serbest radikal
tretimi membrana bagli sitokromlarin yiikseltgenmesinden kaynaklanmaktadir. CYP450
doymamis yag asitleri ve ksenobiyotiklerin indirgenmesine neden olurken dioksijen ve diger
substratlarin da yiikseltgenmesine neden olurlar (Bayir, 2008).

5) Peroksizomlar: Hiicre i¢i ¢ok 6nemli H2O> kaynagidirlar. Bu organeldeki L-hidroksilizin
oksidaz, iirat oksidaz, D-aminoasit oksidaz ve yag asidi acil-CoA oksidaz gibi oksidazlar O>™
tiretmeden, H20> iiretimine neden olmaktadirlar. Fakat bu organelden sitozole ne kadar H>O>
gectigi, CAT aktivitesi cok yiliksek oldugu i¢in bilinmemektedir (Akkus, 1995; Bayir, 2008).
6) Plazma membrani: Ekstraseliiller olarak iiretilen serbest radikaller plazma memranini
gectikten sonra diger hiicre komponentlerine ulasir. Bu gegis sirasinda membranda toksik

reaksiyonlara da sebep olabilirler. Fosfolipit, glikolipit, gliserid gibi membranda yer alan
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proteinler serbest radikallerden etkilenirler. LPO veya yapisal proteinlerin oksidasyona
ugramast sonucu membran gegirgenliginde bozukluklar meydana gelmektedir (Jana ve ark,
1990; Ersoy ve Dilek, 1999).

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii, kararsiz,
molekiil agirlhigr diisiik ve eslesmemis elektron bulundurduklarindan dolay1 olduk¢a reaktif
maddeler olup, 3 yolla sekillenmektedir. Bunlar; molekiildeki baglarin yiiksek sicakliklarda
kovalent baglarda homolitik kirilma, normal bir elektronun elektron kaybetmesi ve normal bir
molekiile elektron aktarilmasi sonucunda sekillenmektedir (Akkus, 1995; Kiling ve Kiling,
2002)

Serbest radikallerin iiretimine neden olan bir ¢ok ksenobiyotigin toksisitesi, sadece
kendileri i¢in toksik olmayan ayni1 zamanda bir¢ok hastalifin patofizyolojisine de dahil olmas1
ile iligkilidir. Kadmiyum ve kursun gibi bir¢ok ¢evresel kimyasallara uzun siire maruz kalma,
biyolojik sistemdeki olumsuz etkilerin altinda yatan bir mekanizma olarak oksidatif strese
neden olabilir (Abdollahi ve ark, 2003; Abdollahi ve ark, 2004).

Oksidatif stres, serbest radikallerin {iretimi ile hiicrelerin lipit tabakasmin
peroksidasyonuna sebep olan ve viicudun antioksidan savunmasi arasindaki dengeyi bozmasi
olarak tanimlanabilir (Abdollahi ve ark, 2004). Radikallerin saldiris1 sonucu hiicreye verilen
zarar da oksidatif hasar seklinde tanimlanmaktadir (Ardag, 2008).

Antioksidanlar, oksidanlar1 notralize etmede yetersiz kalirsa oksidan/antioksidan
arasindaki denge antioksidanlarin aleyhine bozulur. Bilindigi gibi fizyolojik sartlarda
oksidan/antioksidan denge antioksidanlarm stiinliigiiyle stirdiiriiliir (Rikans ve Hornbrook,
1997; Clarkson ve Thompson 2000). Bu dengenin oksidanlarin lehine bozulmasi literatiirde
oksidatif stres olarak ifade edilen doku hasarma yol agmaktadir ve Sekil 10°da gosterilmistir
(Yeum ve ark, 2004; Burnaz, 2013). Oksidatif hasarin artmasinda DNA, proteinler ve
lipitlerin hiicresel regiilasyon islemlerinin aksamasma neden olan redoks dengesizliginden
kaynaklanmaktadir (Yu, 1999).

Oksidatif stres, son yillarda olasi bir toksisite mekanizmasi olarak toksikolojik
arastirmalara konu olmustur. Serbest radikaller, ROT olarak; O2", H202, OH" radikali,
hipoklordz asit (HOCI), 'Oz ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT) olarak da NO ve ONOO" olup,
RNT’ler viicudun normal metabolik reaksiyonlar1 sirasinda az miktarda iretilirler (Freeman
ve Crapo, 1982; Cochranc, 1991). Oksijenden olusan radikaller, serbest radikallerin en
onemlisidir. Oksijen, baz1 demir-kiikiirt iceren redoks enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle
O." grubuna indirgenir. O2" grubu ¢ok etkilidir ve hiicre hasarina yol agarak bakirli bir enzim

olan siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan H20. ve OH" radikallerine doniistiiriiliir. H2O2, O2™
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grubundan daha zayif etkiye sahiptir ve dokularda bulunan CAT ve GPx enzimleriyle su ve
oksijen gibi daha az etkili iiriinlere doniistiiriilerek inaktif hale getirilir. SOD’un aktiviteseni
inhibe eden dietilditiyokarbamat gibi maddeler, LPO’nu hizlandirirken O2™  gruplarinin
etkisiz hale getirilmesini sinirlandirirlar. Ayrica CAT 'nin aktivitesini inhibe eden maddeler
(aminotriazol gibi herbisidler) de aktif oksijen gruplarma veya bu gruplar1 olusturan
maddelere duyarlihgi artirir (Kaya, 1998; Mates, 2000). Serbest oksijen radikallerinin
olusumu ve enzimatik detoksifikayonu Sekil 8’de gosterilmistir.
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Gltatyon

GSH

NADPH Oksidaz SOD
( )
ONOO

Myebpegadar

0;

Elektron
Transport
Zincin
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/ 0-0:
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Sekil 8. Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik detoksifikasyonu (Vincent ve ark, 2004).

Serbest oksijen radikallerinin, agir metal nefrotoksisitesi, glomerulonefritis, Vit E
noksanligi, tiimor, amfizem, bronkopulmoner displazi, pankreatitis, romatoid artrit,
karsinojenez ve yaslanma gibi bir¢ok klinik hastalikta 6nemli patolojik mediatorler oldugu
belirtilmistir (Cross ve ark; 1987; Facchinetti ve ark, 1998).

0" gruplarmm hizli olusturulan 'O, hiicre membranlarinda glikolipid, fosfolipid,
gliserid ve doymamis yag asitleriyle tepkimeye girerek alkoller, aldehitler, peroksitler ve
hidroksi yag asitleri gibi ¢esitli LPO firiinlerini olusturur. Her ne kadar LPO'lar GSH'ye bagh
selenyum GPx tarafindan lipid alkollere inaktive edilmis olsalar da, ortamdaki O2™ gruplari
ile biiylik miktarda LPO’nun olusturulmas1 ve selenyum noksanhgi ile birlikte GSH'nin
tikenmesine sebep olabilecek dioksin ve dietilmaleat varligi LPO'dan doymamis yag

asitlerinin peroksidasyonuna neden olarak lipit gruplarini olusturur.
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Oksidatif hasara karst en hassas bdlge beyindir. Santral sinir sisteminin patolojik
durumlarinin ¢ogunda, dogrudan doku hasarina neden olan serbest radikallerdir. Serbest
oksijen tiirleri ekzitotoksisite, metabolik fonksiyon bozuklugu ve Ca*?’un hiicre i¢i dengesinin
bozulma gibi ¢ogul mekanizmalarla doku hasarma neden olurlar (Cross ve ark; 1987; Kaya,
1998; Mates, 2000; Giiven ve ark, 2003).

Endojen ve ekzojen olarak olusan serbest radikaller Sekil 9’da gosterildigi gibi
hiicrelerin protein, karbonhidrat, lipid, DNA ve enzim gibi tiim 6nemli ana bilesenlerine etki
etmektedirler (Akkus, 1995; Onat ve ark, 2002).
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RER: Graniillii endoplazmik retikulum, SER: Graniilsiiz endoplazmik retikulum, DNA: Deoksiribo
niikleik asit, O2": Siiperoksit radikali, , OH": Hidroksil radikali, Na: Sodyum, Ca: Kalsiyum, H,O: Su

Sekil 9. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri (Onat ve ark, 2002).

2.5.1. Serbest Radikallerin Hiicre Lipitlerine Etkileri

Hiicre zarinda bulunan serbest oksijen radikalleri yag asitleri lizerine etki eder ve
LPO’yu baslatir. LPO, poli-doymamis yag asitlerinin radikaller ile yiikseltgenmesi sonucu
baglayan ve oto Kkatalitik zincir reaksiyonlari olarak devam eden, bir¢ok organizmada
hasarlara neden olan reaksiyonlar siirecidir (Davies ve Goldberg, 1987). Malondialdehid
(MDA) LPO’nun en o6nemli iirliniidir. MDA, {i¢ ya da daha fazla ¢ift bag igeren yag

asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusur ve hiicre zarlarindaki iyon degisimini etkileyerek
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zardaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agarak, iyon gegirgenligi ve enzim aktivitesinin
degisimi gibi istenmeyen sonuglara sebep olurlar. Bu 6zelligi nedeniyle MDA, DNA’nin azot
bazlar1 ile tepkimeye girebilir ve hiicre igin Kkarsinojenik, mutajenik ve genotoksik olabilir
(Porter 1984; Niki 1987; Placerve ark, 1990; Kehrer 1993). LPO reaksiyonu ya siipiiriicii
antioksidan reaksiyonlarla sonlandirilir veya oto katalitik yayilma reaksiyonlariyla devam

eder (Gutteridge, 1995).

2.5.2. Serbest Radikallerin Hiicre Proteinlerine Etkileri

Proteinlerin radikallerden etkilenme dereceleri, igerdikleri aminoasit bilesimine
baglidir. Olusan doymamus bag ve siilflir igeren aminoasitlerden (metiyonin, sistein, histidin,
tirozin, fenilalanin vb.) tiretilmis proteinler serbest radikallerden daha hizli etkilenmektedirler.
Serbest radikallerle tepkimeye giren proteinler, karbon merkezli radikaller ile silfiir
radikallerini olusturur. Oksidatif hasarm olgiilebilmesi igin karbon merkezli radikallerden
karbonillerin 6lgiilmesi gerekir (Akkus, 1995).

2.5.3. Serbest Radikallerin DNA Uzerine Etkileri

Hiicre Oliimiiniin temel nedeni, niikleik asitlerin serbest oksijen radikalleriyle
reaksiyonudur. Bu reaksiyon sonucunda DNA’da mutasyon ve hiicre 6liimii sekillenmektedir.
LPO sonucu olusan MDA’ ’nin nadir de olsa DNA’da mutasyona sebep oldugu, kansere ve

baz1 genetik hastaliklara yol agtig1 diistiniilmektedir (Marnett, 2002).

2.6. Antioksidanlar

Oksidanlar1 inaktif hale getiren maddelere antioksidanlar denir. Baska bir deyisle, ROT
olusumunu engelleyebilen veya bu tiirlerin toksik etkilerini inhibe edebilen, serbest radikalleri
yakalayabilen ve nétralize edebilen maddelere antioksidanlar denir. (Elliot, 1999).
Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile etkilerini gostermektedirler (Akkus, 1995).

1- Temizleme etkisi: Enzimlerin bu etkisi, oksidanlarn zayif bir molekiile doniigiimii olarak
tanimlanabilir.

2- Baskilama etkisi: Vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilan bu etki, hidrojeni
oksidanlara aktararak inaktivasyon bi¢imindedir.

3- Onarma etkisi: Antioksidanlar tarafindan serbest oksijen radikallerinin meydana getirdigi
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hasarm onarilmasi etkisidir.
4- Zincir koparma etkisi: Hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan yapilan bu etki
gibi baglayici oksidanlarin islevini inhibe etme bigimindedir.

Oksidanlara kars1 savunmanin ilk seviyesi olarak hiicre, antioksidan savunma sistemi ile
donatilmistir. Antioksidanlar elektronlarini oksidanlara eslestirebilirler ve bunun sonucunda
reaktivitelerini kontrollii kosullar altinda azaltarak onlar1 hiicresel makromolekiillere ¢evirirler
yani zararsiz hale getirirler. Antioksidanlar boylece radikallerin kendileri haline gelir, ancak
bunlar ¢ok daha kararlidir ve hiicresel hasara neden olamazlar (Lykkesfeldt ve Svendsen,
2006).

Antioksidanlar Sekil 9°da goriildiigii gibi hiicrenin pekgok organelinde ortaya ¢ikan

oksidatif hasar1 asgari diizeye indirmek i¢in etki etmektedir.
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RER: Graniillii endoplazmik retikulum, SER: Graniilsiiz endoplazmik retikulum, DNA: Deoksiribo niikleik asit,
SOD: Siiperoksit dismutaz, GSH: Glutatyon, GSH-Px: Glutatyon peroksidaz

Sekil 10. Antioksidanlarin hiicredeki etkileri (Engin, 2007).

Antioksidanlar, dogal ve sentetik olmak {izere iki ana baglik altinda incelenmektedir.
Dogal antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik olarak iki gruba gruba ayrilir (Akagiin,
2009). Enzimatik antioksidanlar, oksidanlar1 tutarak daha zayif bir molekiile
doniistiirmektedirler. Antioksidan enzimlerin organizmada en etkili olanlar1 SOD, CAT ve
GPx’tir (Cheeseman ve Slater, 1993).

27



Nonenzimatik antioksidanlar endojen ve ekzojen antioksidanlar olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir (Lobo ve ark, 2010). Endojen antioksidanlara; glutatyon, metiyonin, sistein,
melatonin, lirat, seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, alblimin, ve
bilirubin 6rnek verilebilir. Ekzojen antioksidanlara da vitaminler, ilag ve gida kaynakli
antioksidanlardir. Ekzojen vitamin antioksidanlar a-tokoferol (E vitamini), askorbik asit (C
vitamini), B karoten ve folik asittir. Ekzojen antioksidan olarak kullanilan ilaglar nikotinamid
adenin diniikleotit fosfat (NADPH), oksidaz inhibitorleri (adenozin, yerel anestezikler,
NSAII, kalsiyum kanal blokorleri, ksantin oksidaz inhibitorleri (oksipurinol, tungsten),
rekombinant siiperoksit dismutaz, trolox-C (a-tokoferol analogu), nonenzimatik serbest
radikal toplayicilar (mannitol, albiimin), sitokinler (TNF ve IL-1) ve barbitiiratlardir (Engin,
2007). Sentetik antioksidanlar renk, , koku, tat ve kaliteyi korumak, raf émriinii uzatmak
amaciyla gida endiistrisinde kullanilmaktadir. Gallatlar, biitillenmis hidroksitoluen (BHT),
biitillenmis hidroksianisol (BHA), tersiyer biitilhidrokinon (TBHQ), ve nordihidroguareyetik
asit (NDGA) sentetik antioksidanlara 6rnek olarak verilebilir (Yavaser, 2011).

2.6.1. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canlilar, gerek hiicre icerisinde gerekse hiicre zarinda serbest radikallerin zararli
etkilerini inhibe etmek icin ¢ok sayida korunma mekanizmasi gelistirmislerdir. Bu
mekanizmalar aracihigi ile serbest radikallerin tiretimini engellemekte ve olusan bu
radikallerin zararh etkilerini ortadan kaldirmaktadir. GSH, GST, GRx, SOD ve CAT canli
dokularda en c¢ok bilinen Onemli antioksidanlardandir. GSH, bir¢ok hiicrede bulunan L-
glutamat, L-sistein ve glisinden olusan tripeptittir. GSH aktif bolgesinde selenyum igeren GPx
enzimi katalizorliigiinde, H20. ve organik peroksitlerle reaksiyona girerek antioksidan etki
gosterir ve H20>1 hiicrelerden uzaklastirir. GSH, H202‘1 veya organik oksitleri kimyasal
olarak nontoksik hale getirir ve hiicreleri serbest oksijen radikallerinin hasarindan korur
(Murray ve ark, 2000; Akbari ve ark, 2018). Hidroperoksitlerin hiicrelerden
uzaklagtirilmasindan sorumlu diger bir antioksidan enzim GPx’dir. GPX, intraseliiler
mesafede lipitleri peroksidasyondan koruyan en oOnemli enzimdir. Hidroperoksitlerin
indirgenmesiyle olusan GSSG, GRx’in katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH‘a doniisiir
(Tsai, 1975).

GST’lar, GSH’1 sisteinin siilfiir atomu iizerinden ¢esitli elektrofillere aktaran
proteinlerdir. GST’lar antioksidan aktivitelerinin yani: sira, ¢ok Onemli biyokimyasal

fonksiyonlara da sahiptirler. Katalitik olarak, yabanci maddeleri GSH’daki sisteine ait —SH
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grubu ile baglayarak, onlarin elektrofilik bdlgelerini nétralize ederler ve suda daha fazla
¢oziinebilir hale getirirler. GST, 6zellikle arasidonik ve linoleat hidroperoksitleri olmak tizere
selenyumdan bagimsiz GPx aktivitesi ile LPO’na kars1 koruyucu bir mekanizma olustururlar
(Halliwell, 1994).

GRx GSSG’u, rediikte (GSH) hale g¢eviren bir enzimdir. Bu indirgenme islemi
sirasinda  NADPH’dan gelen elektronlar, GSSG’un disiilfit bagina dogrudan transfer
edilmezler. Siklikla dnce NADPH’dan sikica bagli bulunan flavin adenin difosfata transfer
edilirler ve alt birimlerde bulunan iki sistein arasinda bulunan disiilfit kopriisiine transfer
edilerek GSSG’a aktarilmis olurlar. Alyuvarlardaki pentoz fosfat yolu, GRx’in GSSG’u
GSH’a doniistiirmesi igin gereken NADPH’1 saglar (Murray ve ark, 2000).

SOD hemen hemen biitiin canlilarda bulunmaktadir. Memelilerde ii¢ tip SOD
bulunmaktadir. SOD’nin tiim ¢esitleri O>"‘in dismutasyon reaksiyonunu katalizleyebilir
(Buettner ve ark, 2006). Serbest radikallerin olusturdugu yikict etkiyi engellemek i¢in, SOD
enziminin CAT katalaz enzimi ile birlikte arastirilmasi gerektigi diistiniilmektedir. Ciinkii
SOD ile katalizlenen reaksiyon sonucunda iiretilen H>O3, toksik oksijen tiirlerinden biridir ve
CAT enzimi vasitasiyla birikimi 6nlenmektedir (Mao ve ark, 1993).

CAT, tim canl hiicrelerde degisik seviyelerde bulunan antioksidan bir enzimdir.
Admdan da anlasilacagi iizere bu enzim H202’yi molekiiler oksijen ve suya katalize eder.
CAT enzimi peroksizomlarda daha ¢ok lokalizedir. Karaciger, bobrek, kan, kemik iligi ve

mukoz membranlarda yiiksek miktarlarda bulunmaktadir (Czeczot ve ark, 2006).

2.7. Folik Asit

Pteroylmonoglutamik asit (PteGlul); iki halkali pteridin ¢ekirdegi ile para-
aminobenzoik asitten olusan pteroik asidin, glutamik asit ile yaptig1 amid tiirevidir. Besinler
icinde daha ¢ok pteroylpoliglutamatlar halinde bulunur. Bunlarin folik asitten farklari
molekiillerinde birden fazla glutamik asit icermeleridir (Kayaalp, 1993). Folik asit (Folat-
Polisin) bir B grubu vitamindir. Yesil yaprakl bitkilerde siklikla bulundugundan (latincede
yaprak anlamina gelen folum) dolayr bu isim verilmistir. 1950'li yillarda ilk kez bira
mayasindan ve karacigerden {retilmistir. Folik asit metabolizmasi B12 vitamini
metabolizmas1 birbiriyle iliskilidir. Ince bagirsagmn ilk kesiminde emilir ve karacigerde
metabolize edilir. En fazla yesil yaprakli sebzeler, bira mayasi, karaciger, bobrek, yumurta,
tahillar, ceviz, findik, mercimek, ispanak, yonca, nane, baklagiller ve tohumlu gidalarda

bulunmaktadir (Fidaner, 2001). Tek karbon transferi reaksiyonlarinda koenzim rolii
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oynamalar1 en 6nemli fizyolojik gorevidir. Bu 6zellikleri nedeniyle DNA, RNA, aminoasit ve
lipit sentezinde dnemli rol oynarlar (Jacob, 2000). Viicutta, kirmizi kan hiicrelerinin ve diger
bir¢cok yeni hiicrenin yapimina yardimei olmak igin folik asit kullanir. Ayrica bir metil grubu
donorii olan FA, B12 vitaminine bagli bir metiyonin sentetaz tarafindan katalize edilen
metiyonine homosisteinin remetilasyonunda da 6nemli bir rol oynar (Stokstad, 1990). Yapilan
caligmalarda serbest radikallere ve ROT’ne kars1 folik asitin etkili oldugunu gostermektedir
(Shalaby ve ark 2010; Singh ve ark 2011; Mohammadi ve ark 2012).

B6 ve B12 vitaminlerinin dualistik eksiklikleriyle birlikte FA, kanser, diyabet,
kardiyovaskiiler bozukluklar ve Alzheimer hastalig1 gibi ¢esitli kronik dejeneratif hastaliklarin
patogenezinde etiyolojik faktor olarak ve serbest radikallerin baglattig1 oksidatif ve nitrozatif
stres olarak kabul edilmistir ve ortaya ¢ikan bu kronik dejeneratif hastaliklarin temel
nedenidir (Kim, 1990; Trachootham ve ark, 2008). Joshi ve ark (2001) FA’in CCIl:0."
(peroksil radikal modeli) ile O ve OH® gibi oksidan tiirlerle dogrudan reaksiyonunu
arastirmislardir (reaksiyonu hizlandirmaktadir) ve serbest radikal temizleyici 6zelliklere sahip
olabilecegini gosteren ilk makaleyi bildirmislerdir. Ayrica, FA’in, OH" olusumunu baskilamak
icin dolayli olarak katkida bulunabilecek bir fenton modiilatorii gérevi gorebilecegini de
gostermistir Ve ¢esitli serbest radikalleri etkili bir sekilde temizleme kabiliyetine dayanan bir
antioksidan oldugu sonucuna varmislardir (Patro ve ark, 2006).

FA eksikliginde, homosisteinin remetilasyonu engellenebilir. Bu arada, homosisteinin
ve serin ile vitamin B6’ya bagimli bir sistatiyonin P-sentaz olusturmak i¢in homosistein ve
serinin konjugasyonunu igeren transsulfiirasyon reaksiyonunun basarisizligi, ¢esitli ROT nin
asir1 liretimine yol agan homosistein birikimine neden olacaktir (Huang ve ark, 2001; Hsu ve
ark, 2013).

En 6nemlisi FA’in GSH biyosentezini diizenleyen, GSH tasima sistemini etkileyen ve
mitokondriyal GRx aracili mitokondriyal GSH geri doniisiim siireci igin gerekli olan
GSH/GSSG ve NADPH/NADP+ dahil olmak iizere hiicre i¢i redoks ¢iftlerini modiile eden
mitokondriyal redoks homeostazinda 6nemli bir efektér oldugunu gostermistir. Bu verilere
dayanarak, FA’in mitkemmel bir redoks regiilatorii oldugu sonucuna varilmistir (Kun-Goung
ve ark, 2017).

Sonug olarak, FA’in ROT ile miicadelede yeni bir rol oynayan temel bir mikro besin
oldugu fikrini giigclendirmek icin literatiire yeni veriler eklenmistir. Bu nedenle ROT’nin
coktiirlicii proteinlerinin yeniden diizenlenmesi ve redoks homeostazinin uygun sekilde

diizenlenmesi yoluyla GSH biyosentezi, GSH tasima sistemi ve mitokondriyal GSH geri
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doniisiim i¢in dogru sekilde diizenlenmesi ve mitokondriyal GSH tiikkenmesinin 6nlenmesi

yoluyla bir redoks regiilatorii gérevi gormektedir (Kun-Goung ve ark, 2017).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Cihazlar

Calismada spektrofotometre (Shimadzu UV-1601), buzdolabi/derin dondurucu
(Samsung RL62ZBSW), distile su cihaz1 (Niive NS 112), etiiv (Niive FN 500), vortex (Niive
NM 110), 1sitmali manyetik karistirict (Niive MK 418), teflon baslikli homojenizator cihazi
(IKA Overhead Stirrer), santrifiij cihazi (Hettich Micro 200R), su banyosu (Memmeit
WNB10), digital pHmetre (Denver 225), inkubatér (Niive ES 110), terazi (Shimadzu EB-
2200 HU), hassas terazi (Shimadzu AX120), mikropipetler (Eppendorf 10 pl, 10-100 pl, 20-
200 pl, 100-1000 pl, 1000-5000 ul), balon joje (Isolab 10, 25, 50, 100 ml), farkli boyutlarda
deney tiipii (Isolab 5, 10, 15 ml), beher glas (Isolab 10, 25, 50, 100 ml) ve cerrahi
eldiveninden (Beybi) kullanildi ve Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali imkanlarindan yararlanildi. Bununla birlikte
dokularm saklama islemi i¢cin de ADU Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda
bulunan -80 °C’den (NU 9668E, Nuaire, Japonya) yararlanildi.

Deneysel calisma kapsaminda ratlardan alinan kan, karaciger ve bobrek dokulari
biyokimyasal enzim testleri i¢in Prestige 241 cihazindan yararlanildi ve Kit olarak da Cormay-
Chronolab kullanilds. Igili testlerin analizi hizmet satm almarak izmir Ilinde 6zel bir firmada

yaptirildi.
3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calisma kapsaminda parasetamol (Sigma A7085), folik asit (Sigma A7250 ), N-asetil
sistein (Sigma F7876), PBS (Sigma P4417), EDTA (Sigma EDS-500G), meta fosforik asit
(Merck 1.00546), NaCl (Sigma S9625), Na,HPO4 (Sigma-Aldrich-S9763), KH2PO, (Sigma-
Aldrich-04243), HTAB (Sigma H9151), NaHPO42H.O (Sigma-Aldrich 71643), H20:
(Merck 1.08597), ksantin oksidaz (Sigma X1875), EDTA (Sigma E 5134), ksantin (Sigma
x0626), Na,COs (Sigma-Aldrich S7795), CuCl> (Sigma-Aldrich A 7906), NBT (Sigma-
Aldrich N6876), etanol (Merck 1.11727), kloroform (Sigma-Aldrich 24216), NaOH (Sigma-
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Aldrich 06203), HCI (Carlo Erba Reagent 302626), TBA (Sigma-Aldrich S74258-149), TCA
(Sigma-Aldrich  27242), DTNB (Sigma D8130) ve sodyum sitrat (Sigma-Aldrich S4641)
kullanilda.

3.1.3. Hayvan Materyali

Calismada kullanilan ve agirliklar1 291-307 g arasinda degisen 5 aylik 40 adet disi
Sprague dawley rat kullanildi. Deneysel ¢alisma, Aydin Adnan Menderes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 22.05.2017 tarih ve 2017/041 sayili onayi ile
gerceklestirildi. Ratlar, Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Laboratuvari’ndan temin edildi. Ratlar1 secerken saglikli
olmalarma ve oncesinde higbir ¢alismada kullanilmamis olmasina 6zen gosterildi. Ratlar, 12
saat aydinlik 12 saat karanlikta 22-24 °C oda sicakliginda kalacak sekilde seffaf kafeslerde
tutuldu (Resim 1). Ratlara ¢alisma siiresince standart rat yemi ve ¢esme suyu ad libitum
verildi. Ratlar rastgele 5 gruba ayrild1 (n=8). Deneysel gruplar kontrol, parasetamol, folik asit,
parasetamol+folik asit, parasetamol+ N-asetil sistein olacak sekilde adlandirildi. Ratlarin 2
hafta Oncesinden ortama adaptasyonu saglandi ve Kimyasal maddelerin gavajla ne kadar

uygulanacaginin hesaplanabilmesi i¢in, ratlar bireysel olarak tartilip pikrik asitle boyandi.

-
-
-
-
e
-
-
-
-
-
-

Resim 1. Arastirma kapsaminda kullanilan Sprague dawley ratlar ve deneysel gruplar (n=8).
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Caligma siiresinin 1 giin olarak belirlendigi tez kapsaminda ratlara oral gavaj (16G,
Harvard Apparatus) yoluyla ilag uygulamasi yapildi. Kontrol grubundaki ratlara, diger
gruplarda olusturulacak deneysel parasetamol toksikasyonunun karaciger ve bobrekteki
etkilerini karsilastirabilmek icin sadece % 0.9 NaCl verildi. Parasetamoliin toksik etkilerinin
arastirildigr parasetamol uygulanan gruplardaki ratlara 3 g/kg/giin dozunda parasetamol
verildi. Folik asit grubuna yalnizca 20 mg/kg/giin dozda folik asit verildi. Parasetamoliin
toksik etkilerini 6nlemek amaciyla parasetamol+folik asit grubundaki ratlara 20 mg/kg/giin
dozda folik asit ve Parasetamol+N-asetil sistein grubundaki ratlara verilecek olan N-asetil
sistein ise 150 mg/kg/giin dozlarinda verildi (Sener ve ark, 2003; Yousef ve ark, 2010;
Mohammadi ve ark, 2012; Sudheesh ve ark, 2013; Mahmoud ve Mahmoud, 2016).
Gruplardaki folik asit ile N-asetil sistein uygulamasi, parasetamol uygulamasindan 1.5 saat

sonra oral gavaj yoluyla uygulandi (Resim 2).

Resim 2. Ratlara gavajla ila¢ uygulanmasina ait goriinti.

Ila¢ uygulamasindan 24 saat sonra 5 mg/kg ksilazin (Atafen Alfazyne %2, Alfason) ve
50 mg/kg ketamin (Alfamine %10) anestezisi altinda kardiyak punksiyon yontemiyle kalpten
kan alinarak, oksidan ve antioksidan parametreler ile biyokimyasal analizler igin
serum/plazma tiiplerine aktarildi ve ratlar daha sonra servikal dislokasyon ile uyutuldu.

Karaciger ve bobrek dokusu orneklerinde oksidan ve antioksidan parametre analizi igin ratlar
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disseke edildi. Alman serum/plazma ile doku numuneleri terazide tartilarak analizleri

yapilincaya kadar -80 °C’ye kaldirildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Kanda Oksidan ve Antioksidan Parametrelerin Analizi

3.2.1.1. Total protein analizi

Bu analiz oksidan/antioksidan parametreleri hesaplamak i¢in kullanilan ara
parametredir. Biiiret yontemine gére Archem Diagnostics A 2300, marka total protein kiti
kullanilarak analiz islemi gerceklestirildi. Ependorflarin i¢ine herbir numune ic¢in kit
icersindeki ayragtan 1 ml aktarildi. Vorteks islemi gerceklestirdigimiz serum orneklerinden
herbir ependorfa 10 ul eklendi. Spektrofotometrik okuma islemini gergeklestirebilmek igin 1
adet standart ile 2 adet kor hazirlandi. Standart i¢in 1 ml ayrag ve 10 pl Kit igersinde standart,
kor numuneler i¢in ise 1 ml aywrag ve 10 ul distile su eklendi. Vorteksledikten sonra tiim
tipler 30 °C ve 10 dk silire inkubatore birakildi. Daha sonra spektrofotmetrede kuvartz
kuvetlerde (100 QS-10.00 mm, Hellma) kore karsi 546 nm dalga boyunda okuma islemi
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar mg/ml protein olarak ifade edildi. Aymi islem doku

homojenizatlarindan elde edilen siipernatantlar i¢in de gerceklestirildi.

3.2.1.2. Hemoglobin analizi

GSH seviyesi ve CAT aktivitesi i¢in Fairbranks ve Klee’ye (1999) gore EDTA’l1
kandan hemoglobin analizi gergeklestirildi. Bu amagla EDTA’l1 tiiplere aliman 1 ml’lik kan
numuneleri 3000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Tiipiin dibinde kalan eritrositler baska tiiplere
aktarild1 ve PBS ile pastor pipeti yardimiyla 3 kez yikandi. Her yikama isleminin ardindan
3000 rpm’de 5’er dk santrifiij edildi. Son yikama ve santrifiij isleminin ardindan dipte
bulunan eritrositlerden 0,4 ml alinip eppendorflara aktarildi. Uzerine 0,4 ml PBS eklenerek
analiz ediliceye kadar -20 °C’de saklandh.

Analiz iglemlerine baslamak i¢in Drapkin ¢dzeltisi hazirlandi. Bu ¢ozelti i¢cin 0,198 g
KsFe(CN)e, 0,052 g KCN ve 1 g NAHCOs3 balon jojeye kondu ve iizerine distile su ilave
edilerek 1 litreye tamamlandi. Ornek tiipe 5 ml Drapkin ¢ozeltisi konulduktan sonra 20 pl

hemolizat eklendi ve karistirildi. Hazirladigimiz karisim 10 dk oda sicakliginda bekletildikten
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sonra Drapkin ¢ozeltisi spektrofotometrede kor olarak kullanildi ve 540 nm dalga boyunda

okundu. Elde edilen analiz sonuglar1 g/100 ml hemoglobin olarak ifade edildi.

3.2.1.3. GSH analizi

GSH analizi Beutler ve ark’nin (1963) yontemine gore gergeklestirildi.

EDTA’l tiiplere alinan kan numunelerinden sonra reaktif 1 (presipitasyon soliisyonu)
hazirlandi. Reaktif 1 hazirlamak i¢in 1,67 g glasial metafosforik asit, 0,2 g disodyum EDTA
ve 30 g NaCl hassas terazide tartildiktan sonra tizerine 100 ml distile su ilave edildi. Bu
asamadan sonra analiz edilinceye kadar -80 °C ‘de sakland:.

Analiz islemlerine baglamadan 6nce -80 °C ‘den alinan presipitasyon soliisyonu ekli
olan eppendorflar vortexlendi. Reaktif 2 hazirlamak i¢in 8,51 g Na,HPOs’a karsilik 200 ml
distile su eklendi. Reaktif 3 hazirlamak igin ise 40 mg DTNB ve 1 g sodyum sitrat tartildiktan
sonra 100 ml distile su eklendi.

Cam tiiplere siipernatanttan 500 pl alindi tizerine 2 ml reaktif 2 ve 250 ul reaktif 3
eklendikten sonra vorteksleme islemi gerceklestirildi. Spektrofotometrede distile suyla
absorbans sifirlanarak, kiivete koyulan 6rnek 412 nm dalga boyunda suya kars1 okundu. Elde

edilen analiz sonuglart mMM/g Hb biriminden ifade edildi.

3.2.1.4. Katalaz (CAT) analizi

Katalaz aktivitesi Aebi (1984) tarafindan tarif edilen yonteme gore Olgiildii. Analiz
asamasina ge¢meden Once tampon A ve tampon B (Tampon A:B= 1:1,5 olacak sekilde)
karigtirildi. Tampon A hazirlamak i¢in 6,81 g KH2POj4 lizerine distile su ilave edilerek 1000
ml’ye tamamlandi. Tampon B hazirlamak igin ise 8.90 g Na2HPO42H20 iizerine distile su
ilave edilerek 1000 ml’ye tamamlandi. H2O> tamponu hazirlamak i¢in 25 ml Tampon A+B
karigimi izerine 85 pl % 30’luk H20: eklenerek hazirlandi.

Kor, standart ve numune tiipleri analiz i¢in hazirlandi. EDTA’l1 tiiplere alinan kandan
1 ml cam tiiplere aktarildi. Uzerine 1 ml soguk serum fizyolojik eklenerek hiicreler yikand1 ve
2300 rpm’de +4 °C’de 10 dk santrifiij edildikten sonra soguk serum fizyolojik dokiildi. Bu
islem sonunda elde kalan numuneden 200 pl eritrosit tizerine 800 ul distile su (hemolizat)
ilave edildi. Cam tiipe 10 ml tampon A+B konuldu ve tizerine 10 ul hemolizat eklendi. 1.
cam tiipe (numune) 2 ml hazirlanan karisim eklendikten sonra 1 ml H>O> tamponu eklendi

(HzOz talllponu 25 ml Tampon A+B kar1§1m1 ve 85 ul % 30’luk H202 ig:ermektedir) ve 2. cam
p n
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tiipe (blank) ise 2 ml hazirlanan karigim eklendikten sonra 1 ml tampon A+B eklendi ve
sonuglar 240 nm‘de 20 °C’de 15 sn’de bir spektrofotometrede kuartz kiivetlerde kaydedildi.
Elde edilen absorbans kaydedildi ve CAT konsantrasyonu U/g Hb olarak 6l¢iildii.

3.2.1.5. SOD analizi

Serum SOD aktivitesi Sun ve ark’nm (1988) yontemine gore 6lgiildii.

Serum SOD tayini i¢in doku SOD enzim aktivitisinde hazirlanan reaktif karigimi
kullanildi. Numune sayis1 kadar (n=40) 0.5 ml serum tizerine 250 pul etanol (%99.9) ve 150 ul
kloroform ilave edildi ve vortekslenerek, +4 °C’de 12000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Cam
tiiplere 1225 pl reaktif karigimi ve bunun ilizerine 250 pl numune ilave edildi. Ayrica kor
deneyi i¢in de 1225 pl reaktif karisimmin tizerine 250 ul distile su eklendi. Vortekleme
islemini yaptigimiz tiiplerin {izerine 25 pl ksantin oksidaz ilave edilerek 25 °C’de 20 dk
stireyle su banyosunda bekletildi. Sonrasinda 0.5 ml CuCl; ilave edilerek spektrofotometrede
once distile suya kars1 korler okunarak absorbansi sifirlandi. Daha sonra numuneler kuartz
kuvetlerde kore karst 560 nm dalga boyunda okundu ve elde edilen sonuglar U/mg doku

protein olarak gosterildi.

3.2.1.6. MDA analizi

Serum MDA tayini Yoshioka ve arkadaslar1 (1979) tarafindan tarif edilen yonteme
gore Olctildii. Kapakli cam tiiplere 500 pl TBA (%0.67°1ik), 1250 ul TCA (%20’lik) ve 250 pl
numune eklendi. 95 °C’de 30 dk kaynatildi. Bu islemin ardindan buz dolu kapta sogutularak
tizerine 1 ml n-Butanol eklenerek vortexlendi. Ardindan 3000 rpm de 10 dk siireyle santrifiij
edildi. Ustteki tabakas1 havaya karsi 535 nm’de okundu ve elde edilen sonuglar absorbans

katsayis1 (E=1.56x105/M/cm) ile ¢arpilarak nmol/mg protein seklinde ifade edildi.

3.2.2. Aspartat amino transferaz (AST), Alanin amino transferaz (ALT), Alkalen

fosfataz (ALP), Gama glutamil transferaz (GGT), Ure ve Kreatinin analizi
Karaciger ve bobrek enzim testleri hizmet alimi yapilarak, Prestige 124 cihazinda

Cormay-Chronolab kitinde analiz edildi. Karaciger enzimleri olan AST, ALT, ALP U/L ve

bobrek enzimlerinden olan GGT, U/L iire ve kreatinin ise mg/dl olarak ifade edildi.
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3.2.3. Karaciger ve Bobrek Dokusu Oksidan ve Antioksidan Parametrelerin analizi

3.2.3.1. Dokularin homojenizasyonu

Otenazi islemini takiben antioksidan parametreler olan GSH, SOD, CAT ve oksidan
parametre olan MDA analizleri igin; karaciger ve bobrek dokularindan 0.5 g’lik hep ayni
yerden 6rnek alinarak, MPO analizi i¢in ise ayni sekilde 0.2 g 6rnek almarak hassas terazide
tartildi. Doku ornekleri petri kabinda yikama islemine tabi tutulduktan sonra kurutma
kagidina birakildi. Doku homojenizasyonda gerekli olan 150 mM’lik fosfat tamponu
hazirlandi. Bu amagla PBS 1’den 10.64 g Na,HPOy ile 4.38 g NaCl ayr1 ayr1 tartildi ve distile
su ilavesiyle 500 ml’ye tamamlandi. PBS 2 i¢in ise 10,20 g KH2PO4 ve 4.38 g NaCl ayri1 ayr1
tartildi ve distile su ilavesiyle 500 mlI’ye tamamlanarak, 1. soliisyona 2. soliisyondan pH 7.4
olana kadar ilave edilerek hazirlandi. % 10°luk 150 mM fosfat tampon GSH, SOD, CAT ve
MDA analizi i¢gin, MPO analizi igin ise % 0.5’lik 50 mM (pH 6.0) potasyum fosfat
homojenizat tamponu kullanildi. MPO homojenizat tamponu igin 1.02 g KH2PO4, 0.75 ¢
HTAB (hekzadesil trimetil amonyum bromid) ve 125 ml distile su ilavesinden sonra NaOH
varliginda pH 6’ya getirildi ve soliisyonun toplam miktar1 150 ml oluncaya kadar distile su
eklendi. Homojenizat tiipleri herbir numune i¢in distile su ile yikanip i¢inde distile su ya da
doku artig1 kalmamasi saglandi. Doku 6rnekleri homojenizat tiipiiniin iginde buzlu su dolu
kap igerisinde 2000 rpm’de birka¢ dk homojenize edilerek eppendorflara aktarildi ve 12000
rpm’de 10 dk +4 °C’de santrifiij islemi gerceklestirildi. Santrifiij sonrasi iistte kalan
stipernatantlar otomatik pipet araciligiyla eppendorflara aktarildi ve analiz edilinceye kadar
-80 °C’de sakland:.

3.2.3.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) analizi

SOD aktivitesi Sun ve ark’nin (1988) metoduna gore Slgiildii. SOD analizi prensip
olarak, reaksiyon ortaminda enzimatik bir reaksiyonla aciga ¢ikan O™ radikallerinin nitro
blue tetrazolium ile tepkimeye girerek indirgenmesi ve numunede bulunan SOD vasitasiyla
engellenmesi teorisine dayanir. Bu prensipe gore siiperoksit radikallerinin {iretimi olusturulur.
Aciga ¢ikan siiperoksit radikalleri nitroblue tetrazolium (NBT)’la tepkimeye girerek
stiperoksit radikallerini rediiklemesi sonucunda, maksimum absorbansin1 560 nm’de veren
formazon olusturur. SOD enzimi ortamdaki O radikallerini H202’e doniistiiriirerek

formazon olusumunu azaltir ve bu azalmaya baglh olarak absorbans da azalmis olur.
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SOD enzim aktivitesi tayininde reaktif karigimi ig¢in hazirlanan ¢ozeltilerden, 20 ml 10
kat sulandirilmis olan ksantin stok ¢ozeltisi, 10 ml EDTA, 10 ml NBT, 6 ml Na,CO3z 3 ml
sigir albiimini eklenip karigtirildi ve toplamda 49 ml reaktif karigimi elde edildi.
Stipernatantlardan otomatik pipet yardimiyla eppendorflara 0.5 ml doku homojenizati
aktarilarak tizerine 250 pl etanol (%99.9) ve 150 ul kloroform ilave edildi ve karisim
vortekslenerek, +4 °C’de 12000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Cam tiiplere 1225 pl reaktif
karigim1 ve bunun tlizerine 250 pl numune ilave edildi. Ayrica kor deneyi i¢in de 1225 pl
reaktif karigiminin iizerine de 250 pl distile su eklendi. Vortekleme islemini yaptigimiz
tiiplerin tizerine 25 ul ksantin oksidaz ilave edilerek 25 °C’de 20 dk siireyle su banyosunda
bekletildi. Sonrasinda 0.5 ml CuCl; ilave edilerek spektrofotometre cihazinda once distile
suya kars1 korler okunarak absorbansi sifirlandi. Daha sonra numuneler kuartz kuvetlerde
kore karst 560 nm dalga boyunda okundu ve elde edilen sonuglar U/mg doku protein olarak

gosterildi.

3.2.3.3. Katalaz (CAT) analizi

Katalaz aktivitesi Luck’un (1965) belirttigi metoda gore Olgiildii. Dokularin CAT
aktivitesi biiyiik 6l¢tide degiskenlik gosterir; karaciger ve bobreklerde en yiiksekken, bu 6lcii
bag dokusunda, beyin ve kalpte disiiktiir. CAT enzim aktivitesi, H202'in ayrismasi veya
O2'nin serbest birakilmasi ile dlgiilebilir. Fosfat tampon iginde bulunan H2O2’in numunede
bulunan CAT enzimi varhiginda yikilmasi sonucunda, serbest radikalin 240 nm’de neden
oldugu absorbansta azalma olusur ve bu olusan azalma hizi CAT enzim aktivitesi ile dogru
orantilidir.

CAT enzimi aktivitesi tayininde fosfat tamponu (1/15 milimol/L; pH.7.0) i¢in;
KH2POs’den 3.522 g ve Na;HPO42H:0’den 7.268 g hassas terazide tartilarak distile suda
¢Ozdirildi ve 1 L’ye tamamlandi. Daha sonra pH’st HCl ile 7.0’a ayarlandi. Fosfat
tamponunda H2O, ¢ozeltisi % 30’luk H20: ¢ozeltisinden 0.16 ml alindi ve daha Once
hazirlamig oldugumuz fosfat tamponun 100 ml’sinde seyreltilme iglemi gergeklestirildi.
Hazirlanan ¢ozelti karigimmin 240 nm’deki absorbansinin 0.5 olmasi saglandi. Absorbans
0.5’den daha diisiik oldugu durumlarda kii¢iik miktarlarda H>O> ilave edilerek absorbansin 0.5
olmasi saglandi. Kor deney i¢in quartz kiivete 2.95 ml fosfat tamponu tizerine 50 pl numune
kondu ve spektrofotometre kor deney kiivetine gore sifirlandi ve bu islemler 20 °C’de
gerceklestirildi. Diger quartz kiivete de 2.95 ml fosfat tampon iginde hazirlanmis olan H20>

cozeltisinden eklenerek iizerine 50 pl numune kondu ve spektrofotometreye yerlestirildi. Bir
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dakika boyunca 240 nm’de absorbansta azalma kaydedilerek, elde edilen degerler k/mg doku

protein olarak ifade edildi.

3.2.3.4. Indirgenmis glutatyon (GSH) analizi

GSH analizinin prensibi ortamindaki disiilfit kromojen olan DNTB (5,5’ditiyobis, 2-
nitrobenzoik asit) ile siilfidril gruplu bilesikler tarafindan olusturulan reaksiyon esasina
dayanir. GSH olusan bu kompleksi katalize eder ve elde edilen rengin yogunlugu ile GSH
aktivitesi dogru orantihdir. GSH seviyesinin analizi spektrofotometrede Tietze (1969)
tarafindan bildirilen yonteme gore yapildi. Kér ve numune tiipleri analiz i¢in hazirlandi.

Reaktif 1 (presipitasyon soliisyonu), 100 ml distile su igerisinde glasial metafosforik
asit 1.67 g, disodyum EDTA 0.2 g ve NaCl 30 g hassas terazide tartildi. Reaktif 2 (fosfat
tampon), 1000 ml distile su igerisinde 42.59 g NA2HPO; tartildi ve +4°C’de stabilize edildi.
Reaktif 3; 100 ml distile su i¢ersinde 40 mg DTNB ve 1.13 g tribasik dihidrat tartilda.

5 ml’lik cam tiiplerine 0.1 ml siipernatant, lizerine 0.9 ml distile su ve 1.5 ml
presipitasyon ¢ozeltisi (R1), kor tiiplere ise 1 ml distile su ve 1,5 ml presipitasyon ¢ozeltisi
eklendikten sonra vortexlendi, 5 dk beklendi ve siiziildi. Numune ve kor tiiplerine 1 ml
stiziintii, 4 ml fosfat tampon (R2) ve 0.5 ml DTNB (R3) eklendi ve 4 dk i¢inde 412 nm dalga
boyunda, Kkorler ile sifirlama yapilarak ve kore Kkarsi standart ve numuneler

spektrofotometrede okundu. Elde edilen sonuglar mg/g doku protein olarak hesaplandi.

3.2.3.5. Malondialdehit (MDA) analizi

MDA analizi, hiicre membranindaki serbest radikallerin olusturdugu LPO’nun en
onemli triinii ve oldukga reaktif aldehitlerden biri olan MDA seviyesini tespit etmek igin
kullanilan bir yontemdir. MDA analizi Ohkawa ve ark (1979) yontemine gore MDA’nin
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile asitik ortamda olusturdugu rengin 532 nm’de optik dansitesinin
Olciilmesi esasina dayanmaktadir.

Reaktif stok soliisyonunu hazirlamak i¢in 2.07 g % 30’luk HCI, 0.37 g TBA ve 15 g
triklorasetikasit (TCA) hassas terazide tartildi ve tizerine distile su ilave edilerek 100 ml’ye
tamamlandi. Kapakli cam tiiplere vortexlenen numunelerden 750 pl siipernatant ile iizerine
1500 pl (stok karisimi) aktarilarak 100 °C’de 20 dk kaynatildi, buzlu suda sogutularak 3000
rpm’de 10 dk santrifiij edilerek iistte kalan siipernatantlar 532 nm dalga boyunda havaya kars1

okundu ve sonuglar nmol/mg protein olarak verildi.
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3.2.3.6. Myeloperoksidaz (MPO) analizi

MPO enzim aktivitesi Bradley ve ark’nin (1982) yontemine gore Olgiildii. MPO
enzimi dokularin oksidan konumunu etkileyen ndtrofil infiltrasyon indeksi olarak
bilinmektedir (Kettle ve Winterbourn, 1997). Nétrofil 16kositlerinde bol miktarda bulunur ve
yangili dokularda notrofil birikiminin gostergesi olarak kabul edilmektedir (MacNaughton ve
ark, 1997). MPO tarafindan oksitlenen H2O2’nin O-dianisidinhidroklorid ile indirgenmesi ve
bu indirgenmis iiriiniin 460 nm’de absorbansinin 6l¢iilmesi prensibi temel alinarak yapildi.

Homojenizat tamponu (50 mM potasyum fosfat tampon) hazirlamak i¢in 1.02 g
KH2PO4 ve 0.75 g HTAB (hekzadesil trimetil amonyum bromid) hassas terazide tartildi ve
125 ml distile su ilave edilerek pH 6’ya getirildi ve 150 ml distile suya tamamlandi. Ol¢iim
tamponu (45 ml) hazirlamak i¢in 7.5 mg o-dianisidine-HCI ve 0.3062 g KH2PO, terazide
tartildi. %0.0005°lik H2O2 hazirlamak i¢in, 500 ml distile su igerisine 83,3 ul % 30’luk H>O>
eklendi ve 4,5 ml alindi. Daha sonra her ii¢ii 40 ml distile suda ¢ozdiiriilerek pH 6’ya
ayarlandi ve 45 ml’ye tamamlandi.

Spektrofotometre 460 nm dalga boyuna ayarlandi ve kor ile sifirlama yapildiktan
sonra kore karst okuma gergeklestrildi. Bu amagla, 3 ml’lik kuartz kiivete; 2.8 ml 6l¢iim
tamponu, 0.12 ml homojenizat tamponu ve 0.12 ml doku homojenizati ilave edildi ve kor
kiivete ise 2.8 ml 6l¢iim tamponu 0.12 ml homojenizat tamponu ve 0.12 ml distile su ilave
edildikten sonra 30 sn araliklarla 3 dk boyunca kore karsi okuma gergeklestirildi. Absorbans

artis1 kore karsi kayit edildi ve sonuglar mmol/dk/mg doku protein olarak hesaplandi.

3.2.4. Istatiksel Degerlendirme

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi amaciyla SPSS (Statistical Packag for Social
Sciences) for Windows 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket programi kullanildi.
Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi kullanilarak degerlendirildi. Normal
dagilim gostermeyen gruplar arasi farklilik Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi. Normal
dagilim gosteren gruplar arasi farklilik ise tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ile
yapildi. Deneysel gruplarin ¢alisma baslangi¢ ve sonundaki canli agirliklarinin istatistiksel
degerlendirilmesinde Wilcoxon testinden yararlanildi. Yapilan istatistiksel analizlerden elde
edilen sonuglardan p<0.05 olan degerler 6nemli kabul edildi. Tiim veriler ortalama ve +

standart hata olarak verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Canh Agirhk

Calismaya baslamadan iki hafta Once ortama adaptasyonu saglanan ratlardan
olusturulan deney gruplarinda, ¢alisma Oncesi canli agirliklar arasinda anlamli bir fark
saptanmadi. Deneysel gruplar calisma baslangicinda ve sonrasinda canli agirliklar agisindan
birbirleriyle karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamadi (Tablo 2). Ayrica her bir grubun
caligma Oncesi ve sonrasi canli agirliklari karsilastirildiginda da parasetamol verilen gruplarda
canli agirliklar azalmasina ragmen sadece parasetamol ve parasetamol+folik asit gruplarinda
anlamli bir fark elde edildi (P=0.012), diger deneysel gruplarda ise anlamli bir fark olmadigi
belirlendi.

Tablo 2. Deneysel gruplara ait galisma dncesi ve sonrasi ortalama canli agirhiklar (g).

Gruplar Calisma baslangicinda Cahisma sonunda
canh agirhklar canh agirhklar
Kontrol 305,62 + 7,98 306,75 £ 8,44 AD
Parasetamol 307,50 + 6,54 293,50 £ 7,03 0,012
Folik asit 306,25 + 16,76 307,50 £ 17,26 AD
Parasetamol+Folik asit 300,00 + 8,81 289,75 +9,70 0,012
Parasetamol+ N-asetil sistein 291,25 £ 6,66 285,25+ 6,88 AD
P AD AD

AD, Anlaml1 degil.

4.2. Karaciger ve Bobrek Dokusu Agirhiklar

Deneysel gruplar karaciger ve bobrek agirliklart agisindan istatistiksel olarak
degerlendirildiginde deneysel gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmedi (Tablo 3). Fakat
sadece karaciger dokusunda kontrol ve parasetamol grubu (P=0.037) ile parasetamol ve folik
asit grubu (P=0.014) arasinda anlamli bir fark oldugu belirlendi. Sol ve sag bobrek
dokularinda ise sadece kontrol ve parasetamol+N-asetil sistein gruplar1 arasinda sirasiyla
P=0.048 ve P=0.018 diizeyinde anlaml1 fark bulundu.
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Tablo 3. Deneysel gruplara ait i¢ organ agirliklari (g).

Karaciger Bobrek (sol) Bobrek (sag)
Kontrol 9,43 + 0,45 1,21 +0,05 1,04 0,15
Parasetamol 10,73 £ 0,40 1,41 +0,10 1,35+0,07
Folik asit 9,14 +0,52 1,25+ 0,07 1,28 +0,07
Parasetamol+Folik asit 10,19 £ 0,38 1,34 £ 0,06 1,25 £0,03
Parasetamol+N-asetil sistein 10,19 £ 0,45 1,40 £ 0,05 1,35 +£0,05
AD AD AD

AD, Anlaml1 degil.

4.3. Serum Biyokimyasal Parametre Analizlerine ait Bulgular

Serum biyokimyasal parametre diizeyleri istatiksel olarak degerlendirildiginde,
parasetamol grubu ile karsilastirildiginda kontrol ve folik asit gruplarinda ALT (P=0,001),
AST (P=0,001), ALP (P=0,001), kreatinin (P=0,003) ve GGT (P=0,025) seviyelerinin anlamli
olarak diisiik oldugu belirlendi. Parasetamol grubu ile karsilastirildiginda AST, ALP
seviyelerinin parasetamol+folik asit ile parasetamol+N-asetil sistein gruplarinda istatiksel
yonden anlamli bir fark olmadigi goriildii. ALT seviyesinin parasetamol grubu ile
karsilastirildiginda parasetamol+folik asit ile parasetamol+N-asetil sistein gruplarinda
istatiksel olarak diisik oldugu Dbelirlendi. Deneysel gruplar Kreatinin yOniinden
degerlendirildiginde kontrol, folik asit, parasetamol+folik asit ile parasetamol+N-asetil sistein
gruplarinda parasetamole gore istatiksel olarak diisiik oldugu ve bu gruplar arasinda folik asit
grubu harig istatiksel yonden anlamli bir fark olmadig1 belirlendi. Ure seviyesinin kontrol
grubunda, hem parasetamol+folik asit hem de parasetamol+N-asetil sistein grubuna gore
istatiksel olarak yiiksek oldugu (P=0,011) ve parasetamol ile folik asit gruplari arasinda
anlamli bir fark olmadigi belirlendi. Parasetamol grubuyla karsilastirildiginda, GGT
seviyesinin parasetamol+folik asit ile parasetamol+N-asetil sistein gruplarinda anlamli olarak
diisiik oldugu goriildii. Deneysel gruplara ait serum biyokimyasal parametre analizlerine ait

sonuglar Tablo 4.’te gdsterilmistir.
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4.4, Oksidan ve Antioksidan Parametre Analizlerine ait Bulgular

Serum ve plazmaya ait antioksidan ve oksidan parametreler degerlendirildiginde,
kontrol ve folik asit grubunda GSH seviyesi ile CAT ve SOD aktivitelerinin anlamli olarak
yiiksek, MDA seviyesinin ise anlamli olarak diisiikk oldugu (P=0,001) ve her iki grup arasinda
SOD aktivitesi hari¢ anlamli bir fark olmadigi belirlendi. Plazma GSH seviyesi ile CAT
aktivitesinin parasetamol grubunda yiiksek ve parasetamol+folik asit ve parasetamol+N-asetil
sistein gruplari ile arasinda istatiksel yonden anlamli bir fark olmadig1 goriildii. Parasetamol
grubuyla karsilastirildiginda serum SOD  aktivitesinin  parasetamol+folik asit ve
parasetamol+N-asetil sistein gruplarinda anlamli olarak yiiksek oldugu ve her iki grup
arasinda istatiksel yonden anlaml bir fark olmadigi belirlendi. Deneysel gruplar serum MDA
seviyesi bakimmdan degerlendirildiginde parasetamol grubunda diger gruplara gore anlaml
olarak yiiksek oldugu (P=0,001) ve parasetamol+folik asit ile parasetamol+N-asetil sistein
gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmadig1 goriildii. Serum ve plazma 6rneklerine ait oksidan
ve antioksidan parametre sonuclar1 Tablo 5.’te gosterilmistir.

Karaciger dokusuna ait antioksidan ve oksidan parametreler istatiksel yonden
degerlendirildiginde, parasetamol grubu ile karsilastirildiginda kontrol grubunda SOD ve
CAT aktiviteleri ile GSH seviyesinin anlamli olarak yiiksek, MDA seviyesinin ve MPO
aktivitesinin ise anlamli olarak diisiik oldugu belirlendi. SOD ve CAT aktivitesi ile GSH
seviyesinin parasetamol grubuna gére hem parasetamol+folik asit hem de parasetamol+N-
asetil sistein grubunda istatiksel olarak yiiksek oldugu goriildii. Deneysel toksikasyon
olusturulmus parasetamol grubu, GSH seviyesi yoniinden degerlendirildiginde folik asit
grubunun anlamli olarak yiiksek oldugu (P=0,001) ve kontrol ile parasetamol+N-asetil sistein
grubu arasinda anlamli bir fark olmadigi belirlendi. MDA seviyesinin folik asit ve
parasetamol+folik asit gruplarinda parasetamol+N-asetil sistein grubuna gore istatistiksel
olarak yiiksek oldugu goriildii. Kontrol grubuna gére MPO aktivitesi parasetamol grubunda
anlamli olarak yiiksek oldugu belirlendi (P=0,001), fakat parasetamol ve parasetamol+folik
asit ile parasetamol+N-asetil sistein gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunamadi (P<0,05).
Karaciger dokusuna ait antioksidan ve oksidan parametre sonuglar1 Tablo 6.’da gdsterilmistir.

Bobrek dokusuna ait antioksidan ve oksidan parametreler istatistiksel yonden
degerlendirildiginde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda parasetamol grubunda SOD ve
CAT aktiviteleri ile GSH seviyesinin anlamli olarak diisik, MDA seviyesi ile MPO
aktivitesinin ise anlamli olarak yiiksek oldugu belirlendi (P=0,001). SOD ve CAT

aktivitesinin hem parasetamol+N-asetil sistein hem de parasetamol+folik asit grubunda
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parasetamol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu, hatta kontrol ve
parasetamol+folik asit grubu arasinda bir fark olmadigi belirlendi (P<0,05). GSH seviyesinin
kontrol ve folik asit gruplariyla karsilastirildiginda parasetamol ve parasetamol+folik asit
gruplarinda anlamli olarak diisik oldugu bulundu (P=0,001). Parasetamol grubuyla
karsilastirildiginda, MDA seviyesinin ve MPO aktivitesinin diger deneysel gruplarda anlamli
olarak diisiik oldugu (P=0,001). MDA seviyesi yoniinden kontrol, folik asit ve
parasetamol+N-asetil sistein gruplar1 ve MPO aktivitesi yoOniinden folik asit,
parasetamol+folik asit ve parasetamol+N-asetil sistein gruplar1 arasinda fark olmadigi
belirlendi (P>0,05). Bobrek dokusuna ait antioksidan ve oksidan parametre sonuglar1 Tablo

7.”de gosterilmistir.
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Tablo 4. Deneysel gruplara ait serum biyokimyasal parametre diizeyleri.

Gruplar ALT AST ALP Kreatinin Ure GGT
P (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (U/L)
Kontrol 54,50 + 3,78 ¢ 133,50 + 11,70° 124,50 + 8,50 ° 0,52 +0,03° 45,12+ 0,35 2 1,87+0,12°¢
Parasetamol 525,25+91,64 2 481,50 £ 115,302 299,12 +33,30% 0,98 £0,14 2 47,25 42,92 3 875+2,27%
Folik asit 56,87 £2,53¢ 155,25+ 12,39° 152,62+ 10,63° 0,42+0,02¢  48,00+1,62%° 1,87 +0,12 ¢
Parasetamol+Folik asit 200,37 + 48,41° 398,75 + 46,012 259,87 +£9,13% 0,52 +0,02° 42,00 +£0,62° 4,50 +1,05°
Parasetamol+N-asetil sistein 103,37 £7,55°¢ 303,25 + 25,60 2 241,12 +9,56° 0,54+0,07°  42,75+1,99° 6,00 +1,89°
P 0,001 0,001 0,001 0,003 0,011 0,025
ALT (Alanin aminotransferaz), AST (Aspartat aminotransferaz), ALP (Alkalen fosfataz), GGT ( Gama glutamil transferaz ).
ab ¢.d. Ayn siitundaki farkl harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig: gostermektedir.
Tablo 5. Deneysel gruplara ait serum SOD ve plazma CAT aktiviteleri ile plazma GSH ve serum MDA seviyeleri.
Gruplar SOD CAT GSH MDA
(U/mg protein) (U/g Hb) (uM/g Hb) (nmol/mg protein)
Kontrol 1,09 +0,02° 0,99 + 0,062 6,65 + 0,362 1,10 £0,09°¢
Parasetamol 0,66 + 0,06 © 0,52 +0,04° 2,93 +0,06°" 3,37 +£0,27°2
Folk asit 1,41+0,11°% 1,06 +0,072 6,20 +£0,36% 0,74 +0,07°¢
Parasetamol+Folik asit 0,99 +0,03° 0,51+0,03° 3,14+0,11° 1,63 +0,06°
Parasetamol+N-asetil sistein 0,90 + 0,04 ° 0,52 +0,01° 3,13+0,15° 1,60 + 0,03
P 0,001 0,001 0,001 0,001

SOD (Siiperoksit dismutaz), CAT (Katalaz), GSH (Indirgenmis glutatyon), MDA (Malondialdehid).

ab. ¢ Ayng siitundaki farkl harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gdstermektedir.
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Tablo 6. Deneysel gruplara ait karaciger oksidan ve antioksidan parametre diizeyleri.

MPO
Gruplar (U/mgsg grDotein) (mg/g(]3 s:_c')tein) (k/m;: ngotein) (nmol/'\r:g? pArotein) (mg‘r%'t’;’iﬁ’)mg
Kontrol 3,68 +0,16" 15,25+ 0,87 2P 7,06 + 1,052 103,33+ 1,73°¢ 76,94 +5,59°¢
Parasetamol 1,40 £ 0,121 3,94+0,79°¢ 4,62 +0,42° 134,25 +3,66° 115,28 + 15,472
Folik asit 2,01 +0,09°¢ 18,05+ 2,572 8,51 40,492 106,39 + 2,74 °¢ 62,09 +3,62¢
Parasetamol+Folik asit 5,00 +0,19° 13,72+ 0,94° 7,32 +0,89° 113,51 + 3,64° 102,98 + 7,76 %"
Parasetamol+N-asetil sistein 5,05+0,142 14,72 + 0,86 %" 8,15+1,23° 91,62 +2,84¢ 82,87 +5,2130¢
P 0,001 0,001 0,026 0,001 0,001

SOD (Siiperoksit dismutaz), GSH (Indirgenmis glutatyon), CAT (Katalaz), MDA (Malondialdehid), MPO (Myeloperoksidaz).
ab ¢.d. Ayn siitundaki farkl harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.

Tablo 7. Deneysel gruplara ait bobrek oksidan ve antioksidan parametre diizeyleri.

Gruplar SOD . GSH . CAT . MDA . (mml\c/)lliljt?k/mg
(U/mg protein) (mg/g protein) (k/mg protein) (nmol/mg protein) protein)
Kontrol 5,77+0,15° 13,74 + 0,532 2,12+0,17° 88,60 +5,03°¢ 40,37 +1,57°
Parasetamol 4,59 + 0,081 3,85+0,48 ¢ 0,97 +0,06°¢ 138,46 + 7,04% 61,19+6,26°2
Folk asit 7,59 £0,26 ® 13,21 +£0,872 491 +1,022 94,69 £5,70 ¢ 31,50 £2,09°¢
Parasetamol+Folik asit 6,23 +0,22° 4.45+0,68 ¢ 2,90 +0,26°" 111,53 +2.91° 31,29 £2,33°¢
Parasetamol+N-asetil sistein 5224+0,16° 9,67+0,81° 2,95+0,26" 90,83 +2,28 ¢ 34,60 £4,01°¢
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

SOD (Siiperoksit dismutaz), GSH (Indirgenmis glutatyon), CAT (Katalaz), MDA (Malondialdehid), MPO (Myeloperoksidaz).
ab.¢.d. Ayny siitundaki farklh harfler istatistiksel olarak anlamh farklilig1 gostermektedir.
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5. TARTISMA

Klinik olarak ilaglar dahil olmak iizere birgok ksenobiyotik, metabolik aktivasyondan
sonra yiiksek derecede reaktif bilesiklerle hiicresel hasara neden olabilir. Yaygin olarak
kullanilan regetesiz analjezik ve antipiretiklerden biri parasetamoldiir. Bu ilagla ilgili temel
problem, hem insanlarda hem de deney hayvanlarinda genellikle hepatik nekroza ve
nefrotoksik etkilere yol acan yiiksek dozlarmnm kasith veya kasitsiz olarak alinmasi ile yanlis
kullanimidir (Bond ve ark, 2003). Bunun sonucunda hepatik GSH’in tilkenmesine bagli
olarak reaktif metabolit NAPQI’nin detoksifiye edilemeyen kismi kovalent baglanma yoluyla
hiicresel makromolekiillerle birlesebilir ve ROT olusumuyla birlikte LPO’ya neden olarak,
oksidatif stresle iligkili karaciger ve bobrek hasaria neden olur (Streeter ve ark, 1984).

Oksidatif stres parasetamol tarafindan indiiklenen hepatotoksisitede ana faktordiir.
Oksidatif stres ve bunun sonucu olarak LPO tiim canli organizmalar i¢in siirekli bir risktir ve
serbest radikal zincir reaksiyonlarmi siddetlendirebilir. Enzimatik antioksidan sistemler
LPO’na kars1 dogal koruyuculardir. GPx, GSH ve yapisinda tiyol bulunduran bilesiklerin lipit
hidroperoksitlerin elimine edilmesinde ©onemli rol oynadiklar1 ve peroksidatif hasari
onledikleri bildirilmektedir (Karaca ve Sozbilir, 2007). GPx sitozolik bir enzimdir ve H20’i
molekiiler H>O ve GSSG’a indirger, ayrica hidroperoksitlerin rediiksiyonunda rol

oynamaktadir ve LPO’nun baslamasini ve gelismesini 6nlemektedir.

H202 + 2GSH__®P | GSSG + 2H20
ROOH+ 2GSH _%" | GSSG + ROH + H20

Olusan GSSG’un aktif hale gecebilmesi i¢in tekrar indirgenmesi gerekmektedir.
Indirgenmezse GSSG’un artis1 oksidatif stres belirtecidir (Seven ve Candan, 1996).

Primer internal antioksidan koruma sistemi olarak CAT, GSH ve SOD oksidatif stresi
ve inflamatuar yanitin aktivasyonunu ortadan kaldirmak veya azaltmak i¢in 6nemli rol oynar.
Oksidasyona neden olan kosullar, hiicrelerdeki antioksidan savunmanin iistesinden geldiginde
oksidatif hasar olusur (Marczin ve ark, 2003). Oksidatif stres ve LPO, parasetamoliin hepatik
metabolizmas: sirasinda olusan radikallerle ilgili olaylardir. Reaktif oksijen ve reaktif nitrojen
tiirleri dogrudan mitokondriyal DNA hasarma neden olur. Ayrica, ROT nin {iretimi, bir¢ok

kimyasalin nefrotoksisiteyi indiikleyebilecegi bir mekanizma olarak diistiniilmektedir
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(Somani ve ark, 2000; Ahmed ve ark, 2007). Jaeschke ve ark (2011) yaptiklar1 ¢alismada
oksidatif stresin, yiiksek doz parasetamol uygulandiktan sonra hayvanlarin karaciger
mitokondrilerinde ROT diizeyindeki anlamli artistan kaynaklandigini kanitlamislardir.
Parasetamol toksisitesine bagli olarak ortaya ¢ikan mitonkondriyal oksidatif stres ve
ONOO" olusumu, mitokondriyal disfonksiyona, ATP tiikkenmesine, artmis mitokondriyal
gecirgenlige ve hepatoselliiler nekroza sebep olan DNA fragmantasyonuna yol agmaktadir.
Parasetamol ayrica, yiiksek derecede toksik bir oksidan ve ayrica tirozin nitrasyonuna yol
acan artmig ONOQO™ olusumu ile birlikte NO ve O, dahil olmak iizere ¢cok sayida sitokin ve
sinyal molekiilii saglayan kuppfer hiicrelerini de aktive eder (Jaeschke ve ark, 2011).
Antioksidanlar kendi elektronlarindan birini vererek, elektron ¢alma reaksiyonlarini
sonlandirarak, hiicreleri ve dokular1 selliiler hasardan ve buna bagli olusabilecek hastaliklari,
ROT’ni notralize ederek korurlar (Halliwell, 2005). Bir¢ok bilesik parasetamol toksisitesine
kars1 koruyucu etkileri agisindan test edilmistir ve antioksidan Ozelliklere sahip olanlar
ozellikle ilgi cekicidir. Bunlar arasinda vitaminler Vit E (Sener ve ark, 2003), Vit C
(Abraham, 2005; EI-Ridi ve Rahmy, 2005), Vit B1 (Uysal ve ark, 2015), Vit B12 (Farah ve
ark, 2018), Vit C ve B glukan (Mati¢ ve ark, 2019) ile tibbi bitkilerden maritima ekstrakz
(Ahmed ve Khater, 2001), zencefil ekstrakt1 (Ajith ve ark, 2007), zerdecal (Cekmen ve ark,
2009) ve silimarin (Bektur, 2012) vardir. Antioksidanlarin ¢ok ¢esitli fizyolojik ve patolojik
stirelerin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi kanitlanmistir. Esas olarak ROT’nin ve
diger serbest radikallerin zararl etkilerine karsi hiicreleri ve dokulari korumaya yardimci
olurlar. Ayrica, bagisiklik sistemini gii¢lendirir, karsinojen metabolizmasimi degistirir, hiicre
cogalmasini degistirir ve DNA hasarmin onarilmasini uyarir (Barber ve Harris, 1994).
Deneysel parasetamol toksikasyonu olusturulmus ratlara koruyucu olarak alfa lipoik
asit, alfa tokoferol, kurkumin, koenzim Q10, selenyum, vit E, vit B1, vit B3 gibi oksidatif
hasar1 koruyucu ajanlarin verildigi ve ilgili ajanlarin kan hiicreleri ve karaciger ile bobrek gibi
organlara yonelik koruyucu etkinliginin degerlendirildigi literatiirler bulunmaktadir (Sener ve
ark, 2003; Ahmed ve ark, 2007; Mokhtar ve ark, 2010; Amr ve lyad, 2011; Sudheesh ve ark,
2013; Uysal ve ark, 2015; Yomna ve Asmaa, 2016; Kamal ve ark, 2017). Literatiir
arastirmalarinda parasetamol ile deneysel toksikasyon olusturulmus ratlarda FA’in koruyucu
etkinligi ile ilgili bir arastirmaya rastlanamadigmdan, bu ¢alismada B grubu bir vitamin olan
FA’in, ratlarda parasetamol ile olusturulan deneysel toksikasyona olan etkisinin ve olas1 etki
mekanizmalarmin arastirilmasi hedeflendi.
Deneysel parasetamol toksikasyonu icin yapilan literatiir taramalarinda canli agirlik

yoniinden herhangi bir bulgunun olmadig: goriildii. Calismamizda ¢aligma Oncesi ve sonrasi
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canlt agirliklar1 kiyasladigimizda parasetamol ile parasetamol+folik asit gruplarinda
istatistiksel olarak azalma oldugu belirlendi. Karaciger dokusunda ise parasetamol grubu ile
karsilastirildiginda kontrol ve folik asit gruplarinda anlaml bir fark oldugu belirlendi. Sol ve
sag bobrek dokularinda ise kontrol ve parasetamol+N-asetil sistein gruplar1 arasinda anlamli
fark bulundu. Bu sonuclara gore parasetamol toksikasyonunun canli agirliklar: ile organlarin
agirhiklarini azalttigini sdyleyebiliriz.

Serbest radikaller reaktif molekiillerdir ve lipid hidroperoksitlerindeki artisa bagh
olarak hiicre zar1 hasarina, LPO’na, MDA ve etan olusumuna neden olur (Atkinson ve Roy,
1995). LPO hiicre hasar mekanizmasi olarak bilinir ve hiicreler ile dokularda oksidatif stresin
bir gostergesi olarak kullanilir (Mokhtar ve ark, 2010). Ratlara yiiksek doz (650 mg/kg, oral)
parasetamol uygulamasi yapan Mokhtar ve ark (2010), plazma GSH seviyesi ile CAT
aktivitesinin 6nemli dlgiide azaldigmi tespit etmislerdir. Calismamizda plazma GSH seviyesi
ile CAT aktivitesinin kontrol ve folik asit grubunda anlamli olarak yiiksek, serum MDA
seviyesi ise anlamli olarak diisiik oldugu ve gruplar arasinda istatiksel yonden bir fark
olmadig1 belirlendi (P<0.05). CAT, dokular1 LPO’na karsi koruyan enzimatik
antioksidanlardan biridir. CAT OH' radikal olusumunu 6nler ve hiicreyi oksidatif hasara kars1
korur. CAT aktivitesindeki azalma serbest oksijen radikallerinin birikmesine neden olabilir
(Scott ve ark, 1991).

Karaciger dokusu homojenizatlarindaki yiiksek MDA seviyeleri, parasetamol
tarafindan indiiklenen ROT {iretimindeki artisa bagh ve oksidatif stresin bir sonucudur. Bu
durum LPO ve plazma membranina verilen zarar1 gostermektedir (Sudheesh ve ark, 2013).
Elde ettigimiz MDA seviyesi, diger deneysel gruplarla kiyaslandiginda parasetamol grubunun
karaciger ve bobrek dokularinda anlamli bir artis saptandi. Parasetamol grubuyla
karsilastirildiginda, parasetamol+folik asit grubunda ise MDA seviyesinin bu dokularda diisiik
oldugu belirlendi ve serum MDA seviyesinde parasetamol+N-asetil sistein grubu ile
parasetamol+folik asit grubu arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Ratlara oral olarak 3
g/kg/giin dozda verilen parasetamol, kontrol grubuna gore LPO diizeylerinde anlamli bir
artisgda ve GSH seviyelerinde ise anlamli bir azalmaya neden olmustur (Sudheesh ve ark,
2013). Karaciger homojenizatlarinda GSH seviyeleri parasetamol uygulanan gruba kiyasla,
folik asit grubunda anlamli olarak yiiksek iken parasetamol+folik asit grubunda da istatiksel
olarak yiiksek oldugu saptandi ancak bobrek homojenizatlarinda parasetamol uygulanan gruba
gore parasetamol+folik asit grubu arasinda anlamli bir fark olmadigi belirlendi. Buna ek
olarak oral 5 g/kg/giin, 2.5 g/kg/gilin ve 600 mg/kg/giin dozlarinda kullanilan parasetamoliin,

karaciger ve bobrek dokularinda oksidatif hasar meydana getirdigi tespit edilmistir (Ahmed ve

50



ark, 2007; Yomna ve Asmaa, 2016; Kamal ve ark, 2017). Azalmis olan GSH seviyesi,
parasetamol uygulamasma bagli olarak asir1 NAPQI ve O iiretimi veya peroksitlerden
kaynaklaniyor olabilir. Parasetamoliin oral 700 mg/kg/giin dozunda uygulandig1 baska bir
caligmada uygulamadan 1 ve 12 saat sonra 10 mg/kg dozlarda koenzim Q10 uygulamasi,
karaciger biyokimyasal enzim seviyelerini 6nemli dl¢tide arttirdigi belirtilmistir (Amr ve lyad,
2012). Calismamizda karaciger enzimlerinden AST, ALT ve ALP’nin yiiksek seviyelerde
olmas1 parasetamoliin toksik etkilerinden kaynaklaniyor olabilir.

Ratlarda deneysel parasetamol toksikasyonuna karsi koruyucu bir antioksidan olarak
kullanilan vit B3’{in, ortaya ¢ikan oksidatif hasar1 azaltarak ve enzimatik-nonenzimatik
antioksidanlar1 arttirarak karaciger ve bobreklerinde histolojik iyilesmeye neden oldugu
belirtilmistir (Yomna ve Asmaa, 2016). Uysal ve ark (2015) yaptiklar1 ¢alismada, oral yolla
1.5 g/kg parasetamol verilen ratlarda, karaciger ve bobrek dokusu GSH ve CAT antioksidan
seviyelerinin azaldigini, bunlara ek olarak SOD aktivitesinde azalmanin tespit edildigini
bildirmiglerdir. SOD ve CAT, hiicreleri LPO’ya karsi koruyan enzimatik
antioksidanlardandir. Calismamizda SOD ve CAT aktiviteleri hem parasetamol+folik asit
grubu hem de parasetamol+N-asetil sistein grubunda parasetamol grubuna gore istatiksel
olarak yliksek oldugu belirlendi (Plazma CAT aktivitesi hari¢). SOD enzimi O2" ve H20»
radikalini molekiiler oksijene c¢evirirken, CAT enzimi ise H2O2’1 su ve molekiiler oksijene
gevirir. Ayrica karaciger fonksiyon testleri AST, ALT ve LDH seviyelerinin yiikselmesine
bagli olarak karaciger hasarmin olustugu, oksidan stres parametreleri MDA ve MPO’nun
yiikselmesinin ise, oksidatif hasarin gostergesi oldugu ifade edilmistir (Uysal ve ark, 2015).
MPO, notrofiller ve makrofajlarda bulunur ve toksik hipokloroz asit iiretimini katalize ederek
OH'’ radikalinin olusumunda rol oynar (Suzuki ve ark, 1996; Ximenes ve ark, 2005). Elde
ettigimiz verilere bakildiginda karaciger dokusunda MPO aktivitesi parasetamol,
prasetamol+folik asit ve parasetamol+N-asetil sistein gruplarinda kontrol grubuna kiyasla
anlamli olarak yiiksek oldugu belirlendi (P=0.001). Bobrek dokusunda MPO aktivitesini diger
gruplarla karsilastirdigimizda parasetamol grubunda anlamli olarak yiiksek oldugu ve diger
deneysel gruplar arasinda istatiksel yonden anlamli bir fark bulunamadigi saptandi (P<0.05).
Kamal ve ark (2017) yaptiklari ¢aligmada, parasetamoliin karacigerde antioksidan seviyelerini
azaltarak, ROT ile LPO seviyelerini arttirarak oksidatif hasara neden oldugunu ifade
etmislerdir. Bagka bir caligmada ise antioksidan parametrelere ek olarak parasetamoliin
plazma iire ve kreatinin seviyelerini arttirarak bdbrek yetmezligine neden oldugu ortaya

koyulmustur (Makhtar ve ark, 2010). Calismamizda bobrek enzimlerinden kreatinin, iire ve
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GGT’nin yiiksek seviyelerde olmasi bdbrek hasarindan kaynaklaniyor olabilir (Swrasiyla
P=0.003, P=0.011, P=0.025).

Bu ¢alismanin sonucunda elde edilen veriler, parastamoliin toksik dozda neden oldugu
hepatotoksisite ve nefrotoksisiteye karst FA’in koruma yetenegine sahip oldugunu gosterir.
Ayrica hiicre i¢i antioksidan mekanizmalarin idame edilmesine ve parasetamoliin ciddi hiicre
ici oksidatif stres ile FA’in bu koruyucu etkiyi saglama kabiliyeti, parasetamol ile uyarilmis
ROT asir1 tiretimini, hiicre ici GSH nin tiikenmesini, GPx aktivitesinin inhibisyonunu ve LPO
seviyesini artiginin dnlemesiyle pozitif olarak iliskilendirilebilir. Parasetamol ile indiiklenen
karaciger ve bobrek hasarma karsi FA’in koruyucu etkisi, asir1t ROT {iiretiminin engellenmesi

ve hiicresel antioksidan savunma mekanizmalarmin korunmasima bagl olabilir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Tiirkiye’de ve diinyanin bir¢ok iilkesinde ‘tezgah-iistii’ (recetesiz) olarak en yaygin
kullanilan ilag parasetamoldiir. Bu nedenle gebelikte, analjezik amagl basta en giivenilir ilag
olarak kullanilmasmnin yaninda asir1 dozda kullanim vakalar1 da sik goriilmektedir.
Literatiirlerde gebeligin herhangi bir trimesterinde standard dozlarda parasetamol kullanimi
ile fetal yan etkiler goriilmedigine dair bulgular olmasma ragmen, son yillarda yapilan bazi
caligmalar gebelikte parasetamol kullanimina dikkat ¢ekmistir (Robson, 2011). Yiiksek
dozlarda kullanilan parasetamoliin, plasentay1 gecerek fetal ve maternal hepatotoksisiteye
neden olur (Wilkes ve ark, 2005). Gebelikte yiiksek doz parasetamol alimina bagl
toksikasyon vakalarinda, plasentayr gegebilen hem annede hem de fetiiste olusan toksik
metabolitlere  yapisarak, toksisiteyi azaltan NAC tiim gebelik donemlerinde
kullanilabilmektedir (Wilkes ve ark, 2005). Parasetamoliin 6zellikle gebelik doneminde en
giivenilir analjezik ilag olarak kullaniliyor olmasi nedeniyle ¢alismamizda disi rat, ayrica
beseride gebeligin ilk haftalarindan itibaren FA’in alinmasi nedeniyle FA tercih edilmistir.
Ciinkii gebelik doneminde FA yetersizligi noral defektlere yol agmaktadir. Bu nedenle bu
calismada, gebelik doneminde alinan parasetamoliin alinan doza bagl istenmeyen etkilerinin
FA araciligi ile 6nliiyor olabilmesi arastirilmistir.

Son zamanlarda gorsel ve yazili medyada anitoksidan maddelerin faydalar1 ve bazi
hastaliklara karsi olan koruyucu etkilerine sik sik yer verilmektedir. Fakat cogunun temelinin
bilimsel verilere dayali olmamasindan dolay1 bilgi kirliligi ve karmasikliga yol agilmaktadir.
Arastirmamizda analizleri gergeklestirilen karaciger ve bobrek dokularinda parasetamoliin yol
acti@1 oksidatif hasar1 FA’in genel olarak engelledigi soylenebilir. Bu nedenden dolay1 bu
calisma, toksik dozda maruz kalinan parasetamoliin yol agtigi oksidatif hasarin 6nlenmesinde
FA’in etkili olabilecegi sonucunu gostermektedir. Elde edilen sonuglar, insan ve hayvan
saglig1 agisindan zararli olmayan, tedavilerde iyilestirici etkinligi fazla, ekonomik ve ulusal
kaynakli yeni bir alternatif koruyucu farmakolojik madde modelinin gelistirilmesine katk1

saglayabilir.
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