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OZET
Monoamin Oksidaz Inhibitérii Ilaglarin /n Vitro Hepatotoksik Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Ilknur Sila LEBLEBICI
Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2019
Danisman: Dog. Dr. Ozlem ATLI EKLIOGLU

Monoamin oksidaz (MAO) inhibitorleri, uzun yillardir depresyon, panik hastalig
ve sosyal fobinin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu ilaglarin uzun siireli kullanimina
ragmen karaciger hasar1 agisindan hepatotoksik etki profilleri ve bu etkilerin
mekanizmalar1 hala tam olarak aydinlatilamamustir; ancak MAO inhibitorlerinin ilaglarla
indiiklenen karaciger hasari (IIKH) igin yiiksek risk tasidigi ifade edilmektedir. Bu
noktadan hareketle; tez kapsaminda MAO inhibitorii ilaglardan Moklobemid, Selejilin ve
Klorjilinin hepatotoksisitesinin HepG2 hiicre hatlar1 iizerinde degerlendirilmesi
amaclanmistir. Bu amagla ajanlarin 3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difenil tetrazolyum
bromiir (MTT) yontemi ile sitotoksik etkileri, olasi toksisitenin biyogostergeleri olan
alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), iire ve total bilirubin
(TBILI) seviyeleri, apoptotik/nekrotik hiicre oOliimiiniin belirlenmesi, oksidatif stres
parametreleri belirlenerek; olasi hepatotoksisiteleri ve mekanizmalar1 degerlendirilmistir.
Sonug olarak; Klorjilin sitotoksisiteyi indiiklemis ve ALT, AST ve iire miktarlarini
arttirmistir. Selejilin ALT, AST ve iire seviyelerini azaltmistir. Tiim ilaglar apoptotik
stiregleri ve oksidatif stresi indiiklemis; fakat moklobemid pozitif kontrole kiyasla anlamli
reaktif oksijen tiirleri (ROT) artisina yol agmustir. Tiim sonuglar degerlendirildiginde,
klorjilin diger ajanlara gore daha fazla hepatotoksisite belirtecinde anlamli farkliliklara
yol agmustir. Sonug olarak bu tez ¢alismasinda hem MAO inhibitdrlerinin hepatotoksisite
izlemi gercgeklestirilmis hem de preklinik donemde tespiti oldukca zor fakat sonuglari
yikic1 olabilen IiKH igin de diger ilaglar acisindan bir izlem ydntemi ortaya konmustur.
Anahtar Sézciikler: Moklobemid, Selejilin, Klorjilin, Hepatotoksisite, /n vitro

hepatotoksisite modelleri, {IKH



ABSTRACT

Evaluation of In Vitro Hepatotoxic Effects of Monoamine Oxidase Inhibitor Drugs

[lknur Sila LEBLEBICI
Department of Pharmaceutical Toxicology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2019
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem ATLI EKLIOGLU

Monoamine oxidase (MAOQ) inhibitors have been used for many years in the
treatment of depression, panic disease and social phobia. Despite the long-term use of
these drugs, the hepatotoxic effect profiles and mechanisms of these effects in terms of
liver damage are still not fully elucidated; however, MAQO inhibitors are reported to be at
high risk for drug-induced liver injury (DILI). From this point; The aim of this thesis is
to evaluate hepatotoxicity of MAO inhibitor drugs Moclobemide, Selegiline and
Chlorgiline on HepG2 cell lines. For this purpose, cytotoxic effects of agents by 3- (4,5-
dimethyl-2-thiazolyl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) method, alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), urea and total bilirubin
(TBILI) levels, biomarkers of possible toxicity, determination of apoptotic/necrotic cell
death, oxidative stress parameters were determined; possible hepatotoxicity and
mechanisms were evaluated. As a result, chlorgiline induced cytotoxicity and apoptosis
and increased ALT, AST and urea levels. Selegiline decreased ALT, AST and urea levels.
All drugs induced apoptotic processes and oxidative stress; however, moclobemide led to
significant reactive oxygen species (ROS) increase compared to positive control. When
all the results were evaluated, chlorgiline caused significant differences in the markers of
more hepatotoxicity than other agents. As a result, in this study, hepatotoxicity
monitoring of MAO inhibitors was performed and a new follow-up method for DILI,
which can be difficult to detect in the preclinical period but the results can be destructive,
has been proposed.

Keywords: Moclobemide, Selegiline, Chlorgiline, Hepatotoxicity, In vitro

hepatotoxicity models, DILI
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1. GIRIS VE AMAC

Ilaglarin tedavide kullanildiklar1 etkilerine ek olarak sekonder farkli sistemler
tizerinde indiikledikleri toksik/advers etkilerinin belirlenmesi, ilag¢ glivenilirligi acisindan
biiyiik 6nem tasimaktadir. Ozellikle tekrarlayan dozlarda maruz kalinan ilaglarin
organ/sistem diizeyinde etkilerinin degerlendirilmesi toksikolojik arastirmalarda popiiler
arastirma konusu olarak karsimiza ¢ikmaktadir [1]. Karaciger gerek anatomik yapisi
gerekse de fizyolojik olaylardaki fonksiyonlari nedeniyle ilaglar dahil kimyasallara
ylksek konsantrasyonlarda maruz kalmasi nedeniyle toksik etkilere olduk¢a duyarhdir.
Tedavide kullanilan pek ¢ok ilag¢ hafif ya da orta seviyede karaciger transaminazlarinin
yiikselmesine neden olmakla birlikte bir kismi da 6zellikle duyarli bireylerde tekrarlayan
maruziyetleri takiben siddetli seyredebilen karaciger fonksiyon bozuklarina neden
olabilmektedir [2]. Giiniimiizde ila¢ adaylari, ilag arastirma-gelistirme siirecinde
preklinik ve klinik c¢alismalarda karaciger {izerine toksik etkileri agisindan
degerlendirilmektedir. Ancak preklinik donemde deneysel c¢alismalarda kullanilan
hayvanlarin hepatik hasar ile iligkili son nokta seviyesindeki farkliliklar1 ve klinik
donemde maruz kalan insan sayisinin az olmasi; toksisitenin tespitini zorlastirmaktadir.
Ayrica bu caligmalarin hicbiri olas1 toksisitenin mekanizmasini aydinlatmaya yonelik
planlanmamaktadir [3]. Diger bir 6nemli nokta ise ilag ile indiiklenen karaciger hasarinin
piyasaya siiriilen ilaglarin geri gekilmesinin en 6nemli nedenlerinden biri olarak ifade
edilmesidir. Dolayisiyla hastaliklarin tedavisi i¢in onaylanmis ilaglarin da in vitro ve in
vivo ¢alismalar ile hepatotoksisitesinin degerlendirilmesi 6nemli bir arastirma konusu
olarak karsimiza ¢ikmaktadir [4, 5]. Bu noktada in vivo sistemlerdense in vitro sistemler
ile hepatotoksisitenin degerlendirilmesinin hem zaman hem de maliyet acisindan
sagladig1 {istlinliikler gozardi edilmemelidir. Ayrica insan hepatik sistemini taklit
edebilen hiicre dizileri ile insana uyumlu hepatik hasar son noktalarinin degerlendirilmesi
de calismalarda avantaj saglamaktadir [6, 7].

Monoamin oksidaz inhibitérleri (MAOI) uzun yillardir depresyon tedavisinde
kullanilmakla birlikte panik hastaliklarin, sosyal fobinin ve parkinsonun tedavisinde de
siklikla kullanilmaktadir. Ozellikle tedaviye direngli depresyon ve atipik depresyon
tedavisinde tercih edilmektedir [8]. Hastalar tarafindan uzun yillardir kullanilmalarina
ragmen monoamin oksidaz enzim inhibitorlerinin hepatotoksisite acisindan risk
olusturdugu kabul edilse de; hepatotoksik etkilerini arastiran deneysel ¢aligsma sonuglari

ve vaka raporlarinin ¢eligkili ve siirli sayida olmasi nedeniyle; bu etki profilleri tam

1



olarak aydmlatilamamistir [9-12]. Dolayisiyla bu tez kapsaminda tedavide siklikla
kullanilan monoamin oksidaz enzim inhibitorlerinin hepatotoksisitesinin arastirilmasina
ek olarak ¢alismada kullanilan in vitro sistemin hepatotoksisite a¢isindan insan
uyumlulugunun degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu noktadan hareketle bilimsel
otoritelerce hepatotoksisite arastirmalari agisindan kabul goren in vitro sistemler olan
HepG2 hiicre hatlarinin kullanilmas1 amaglanmistir. Bu amagla oncelikle secilen
monoamin oksidaz inhibitdrlerinin (moklobemid, selejilin, klorjilin) HepG2 hiicre hatlari
tizerinde 3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) yontemi ile
inhibitér konsantrasyon 50 (inhibitory concentration 50-1Cso) degerleri hesaplanmis, bu
degerlerden hareketle hiicre dizilerinde apoptotik/nekrotik hiicre 6liim mekanizmalari
belirlenmis, hepatik hasarin biyogostergeleri olarak alanin aminotransferaz (ALT),
aspartat aminotransferaz (AST), iire ve total bilirubin (TBILI) seviyeleri dl¢lilmiistiir.
Ayrica olas1 hepatotoksisitede oksidatif stresin roliiniin aydinlatilmasina yonelik; hiicre

dizilerinde reaktif oksijen tiirlerinin seviyeleri belirlenmistir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. Hepatotoksisite

Karaciger, ilaglarin ¢ogunun biyotransformasyonunda yer aldigindan;
hepatotoksisite, cok sayida ilacin potansiyel bir komplikasyonudur [13]. Hepatotoksisite;
cesitli akut ve kronik karaciger hastaliklarina yol agan kimyasal kaynakl karaciger hasari
anlamina gelir ve major ilag sorunlarina neden olan en yaygin yan etkidir. Karaciger
enzimlerinin normal iist sinirindan 1,25 kat veya daha yiiksek oldugu ve/veya bulanti,
kusma, sarilik veya alt ekstremite 6demi dahil olmak {izere ¢esitli semptomlar1 igeren
hasarla karakterize edilir. Normalin beg kat iistlindeki enzimatik aktivite siddetli kabul
edilir [14]. Histolojik olarak, akut ve subakut hepatik toksisite; genellikle nekroz, steatoz,
kolestaz, vaskiiler bozukluklar veya ¢oklu lezyonlardan olusur [15]. Hepatotoksisite, ilaca
bagli kronik karaciger hastaligi (ilagla iligkili yagl karaciger hastaligi, fibrozis, nodiiler
rejeneratif hiperplazi, sekonder sklerozan kolanjit) gibi ¢ok cesitli advers reaksiyonlari
igerirken; IIKH terimi baslangicta akut olan advers olaylar1 ifade eder [13]. Antidepresan
kullanimu ile iligkili bu riski degerlendirmek klinik olarak son derece 6nem tasir [16].

Akut veya fulminant hepatit; hepatotoksisite vakalarmin %90'indan fazlasini
olusturan en yaygin sendromdur. Akut hepatotoksisite; ensefalopati ve semptomlarin
baslangicindan sonraki 8 hafta i¢inde goriilen deliryumla birlikte ortaya c¢ikan ciddi
karaciger hasarini ifade eder. Karaciger hasarinin en siddetli hali ve ilaglarla ilgili basta
gelen 6lim nedeni olan akut karaciger yetmezligine yol agabilir [17]. Kronik karaciger
hastalig1 ise; uzun siireli karaciger hasari ile karakterize olup, saglikli karaciger
dokusunun yerini fibrozise ve nodiillere birakmasiyla ve fonksiyon kaybiyla sonug¢lanir
[18].

Karaciger hasar1 ve daha spesifik olarak hepatosit hasarina neden olan maddeler
hepatotoksinler olarak adlandirilir. Karaciger hasar1 olusturan ajanlar; intrinsik
(6ngoriilebilir ve doza bagimli) hepatotoksinler ve alisilmadik derecede hassas olan
bireylerin sadece kii¢iik bir kisminda karaciger hasar1 olusturan idiyosenkratik (tahmin
edilemeyen ve doz bagimsiz) hepatotoksinler olmak tizere klasik olarak iki ana kategoriye
ayrilmistir [19]. Intrinsik hepatotoksinler etkilerini, bir ilacin veya metabolitlerinin
(6rnegin; reaktif fonksiyonel gruplar) kendine 0Ozgii Ozellikleriyle; idiyosenkratik
hepatotoksinler ise bilyiik olgiide alicinin ilaca verdigi yamitla gostermektedir. ilag
kaynakli hepatotoksisite vakalarinin ¢ogu, idiyosenkratik hepatotoksinlerle iligkilidir

[20].



Giiniimiizde hepatotoksisite; klinik parametreler, hematoloji ve histopatoloji
analizleri ile 28 giinliik in vivo tekrarli doz toksisite testleriyle degerlendirilmektedir.
Bununla birlikte, bu parametrelerin duyarlilifi gorece disiiktiir ve yanlis negatif
sonuclara neden olur; boylelikle hepatotoksisite, genellikle klinik ¢calismalarda veya iiriin
piyasaya sunulduktan sonra bile ortaya ¢ikmaktadir [21, 22].

Toksikolojik ve klinik ¢calismalardaki iyilesmelere ragmen; tiim ilaglar i¢in genel
hepatotoksisite siklig1 son 15 yilda azalmamuistir ve ila¢ hepatotoksisitesinin erken evrede
saptanmast hala cok giictiir. Bu zorluklar kismen, hayvan tiirlerindeki preklinik
calismalarin sinirli negatif 6ngorii degerleri sergilemesi ve insanlarda kayda deger sayida
karaciger hasar1 vakasindan sorumlu olan bir¢ok ila¢ 6rnegi icin hayvan modellerinde

sinyal saptanamamasindan kaynaklanmaktadir [17, 23, 24].

2.2. Tlacla indiiklenen Karaciger Hasar1 (ITKH)

[lagla indiiklenen karaciger hasar1 (1IKH); bilinen herhangi bir karaciger hastaligin
taklit eden akut ve kronik karaciger hasar1 formlarin1 ifade eder. [IKH, transaminazlardaki
asemptomatik artistan, akut karaciger yetmezligine yol agan akut hepatit gibi agir
hastaliklarin ortaya ¢ikisa kadar gecen tiim siireci kapsar [25, 26]. 1iKH, ilaglarin
gelistirilmesi oniindeki en biiyiik engel ve kiiresel olarak onaylanmuis ilaglarin piyasadan
¢ekilmesinin baslica sebebidir [27, 28]. 1969 ile 2002 yillar1 arasinda piyasadan ¢ekilen
76 ilagtan 12'si karaciger hasari ile iligskilendirilerek geri ¢ekilmistir [29]. Terapotik dozda
ilag alimi sonrasindaki O6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir [30]. Genetik,
metabolik ve immiin faktorleri igeren karmasik bir etyopatogeneze sahiptir. Akut veya
kronik olabilecegi gibi cogu vaka akut karaciger hasari olarak ortaya ¢ikar [31]. Karaciger
hasart ¢ogu durumda idiyosenkratik, Ongorillemez ve genellikle ilag dozajindan
bagimsizdir. Tedavi baslangic1 ile karaciger hasarmin baslangici arasindaki siire
genellikle birkag giin ile 6 ay arasinda degiskenlik gosterir [32]. Semptomlar ve ilerleyici
hasar, karacigerin rejenerasyon kapasitesi nedeniyle her zaman ortaya g¢ikmayabilir.
Karaciger biyopsisi de dahil olmak iizere; IIKH'yi kesin olarak gosteren klinik bir bulgu
yoktur [33]. Antiepileptik ilaclar, antimikrobiyal ve merkezi sinir sistemi ilaglari
[IKH'nin diinya ¢apindaki 6nde gelen nedenleridir [25].

[IKH; ilag toksisitesinin en yaygin belirtisi ve akut karaciger yetmezliginin, kronik
karaciger hastaliginin ve karaciger transplantasyonunun en sik nedeni olarak atfedilir [34,

35]. Tiim hastane yatislarinin %5'inden, agiklanamayan belirgin serum karacigeri enzim
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yiiksekliklerinin yaklasik %10'undan ve tiim akut karaciger yetmezliginin %50'sinden
sorumludur [36].

Karaciger hasarinin ilaglar ya da baska islemlerden kaynaklanip
kaynaklanmadiginin giivenilir bir sekilde teshis edilebilmesi; ilagla indiiklenmis
hepatotoksisite insidansinin ve klinik risk faktorlerinin belirlenmesi; hepatositler ve diger
karaciger hiicrelerine zarar veren mekanizmalarin detaylandirilmas1 asamalari; [IKH
stirecinin anlagilmasini karmagik hale getirmektedir [33, 37].

Terapoétik dozlarla ilag alan kisilerde [IKH insidanst; %0,001 ile %0,1 arasindadir
ve bu nedenle klinik ¢alismalarda 6nemli sayida vaka gézlemleme olasilig: diisiiktiir [14,
32]. Klinik kullanimda olan bir¢ok ilag¢ igin, hepatik enzimlerin potansiyel asemptomatik
yiikselmeleri durumunda gerekli Onlemler alinmakta ve ilaglar uygun izleme ile
kullanilmaya devam etmektedir [31]. Son ¢alismalar, giinlik dozu > 50-100 mg/giin
dozdan daha fazla lipofiliklige sahip olan ilaclarin, daha az lipofiliklikte daha diisiik
dozda verilen ilaglarla karsilastirildiginda; 1IKH'ye neden olma yatkinliklarmin daha
fazla oldugunu gostermektedir [38, 39].

[iIKH; genellikle hiicresel hedeflerin etkilesimi veya bozulmasini igeren
patofizyolojik mekanizmalar ile ortaya ¢ikmaktadir [40]. IIKH koken olarak
idiyosenkratik veya ongoriilebilir olabilir. Idiyosenkratik [IKH; 6ngériilemez, siklikla
doz bagimsiz ve en yaygin olarak goriilen ¢esididir. Idiyosenkratik ila¢ reaksiyonlarmin
%75'inden fazlasi, karaciger nakliyle veya oliimle sonuglanir [36]. Bu reaksiyonlar;
immiin aracili karaciger hasarinin (immiinoalerjik/immiinolojikidiyosenkratik 1IKH)
veya dogrudan hiicresel hasarin (metabolik idiyosenkratik ITKH) bir sonucudur. Anailaca
genetik ve/veya cevresel bir yatkinligi olan ya da dogrudan hiicresel hasar1 uyaran ya da
zararli bir immiinoalerjik reaksiyona neden olan bir toksik metabolite sahip olan kisilerde
ortaya ¢ikar [14]. Immiinoalerjik ilag hasari (ilag alerjisi veya asir1 duyarlilik ila¢ hasari
olarak da adlandirilir), 1-8 hafta gibi kisa bir duyarlilik doneminden sonra ortaya ¢ikar,
ilacin kullaniminin (bazen 1 veya 2 giin iginde) tekrarlanmasiyla baglar ve
hipersensitivitenin diger klinik bulgularina (6rnegin; ates, deri dokiintiileri, otoantikor
olusumu, eozinofili, lenfadenopati, atipik lenfositoz) eslik eder. Dokiintii siddetli olabilir
ve toksik epidermal nekroliz veya Stevens-Johnson sendromu gelisebilir [41]. Metabolik
idiyosenkrazi; hepatositlerde ana bilesigin biyotransformasyonuyla, doza bagli bir sekilde
toksik bilesikler iiretilmesiyle sonuglanir. Bu tiir problemler spesifik bir genetik

polimorfizm ile baglantilidir ve ¢ok nadir goriiliir [42-45].



Onggoriilebilir doz bagiml1 hepatotoksisite, cogu ilag i¢in preklinik veya erken klinik
calismalarda tespit edilebildigi ve boylece elimine edilebildigi icin; IIKH'nin daha az
yaygin olan seklidir. Bu tip hepatotoksisite, ilacin yliksek dozlarini takiben veya hepatik
bir enzim indiikleyici ile birlikte verilmesinin ardindan toksik metabolit birikimi ile
karakterize edilir [32, 46].

Karaciger hasari ile iligkili mekanik olaylar arasinda apoptoz/nekroz, inflamasyon,
oksidatif stres ve metabolik enzimlerin degisimi yer alir. Hepatositlerdeki dogrudan ilag
hasarina ek olarak; Kupffer hiicreleri, zedelenmeyi arttirabilecek sitokinleri aktive
edebilir; stellat hiicreleri hasari arttirabilir ve bazi ilaglar, veno-okliizif hastaliga yol agan
siniizoidal endotelyal hiicrelere zarar verebilir [47].

Altta yatan Kkaraciger hasarina bagh olarak {IKH hepatoseliiler (nekroz ve/veya
steatoz), kolestatik (safra sekresyonu ve/veya safra akist bozukluklari) veya karma olarak
ic kategoride siniflandirilabilir. Baz ilaglar, genellikle hepatositlerin nekrozu anlamina
gelen, agirlikli olarak hepatoseliiler hasara; digerleri, kolestaza benzeyen biliyer hasara;
son olarak, bazi ilaglar ise karisik hepatoseliiler ve biliyer hasara neden olur [48].

Hepatoseliiler karaciger hasari; ALT, normal iist sinirinin (ULN) 2 katindan daha
biiyiik oldugunda veya ALT/alkalen fosfataz (ALP) oraninin 5 veya daha yiiksek oldugu
durumlart tanimlar. AST karaciger hasar1 i¢in daha az spesifikken, ALT hepatosit
sitozollinde ¢cok miktarda bulunur ve membrandaki hasar sonucu sistemik dolagima girer
[46]. Hepatoseliiler formdaki ITKH %10-%50 arasinda degisen mortalite orantyla en kotii
prognoza sahiptir ve eslik eden sistemik semptomlari; sarilik ve belirgin sekilde artmis
serum aminotransferaz seviyeleridir [14, 42, 49]. Hepatoseliiler hasar ayni zamanda
bilirubin konjugasyonunu bozar; bu nedenle toplam bilirubin artis1, konjuge bilirubine
oranla artar ve bu nedenle bilirubin yiiksekligi, fonksiyonel karaciger hasarinin bir
gostergesi olarak kabul edilir [31]. Agir hepatoseliiler hasarli olgularda bilirubin
konsantrasyonundaki artigla birlikte protrombin zamaninda azalma goézlenir [50]. Daha
ciddi vakalarda koagiilopati ve ensefalopati, akut fulminant karaciger yetmezliginin
gostergesidir [42].

Kolestatik karaciger hasar1 hepatoseliiler hasarin aksine; safra asitleri i¢in
kanalikiiler membranlarda ve tasiyicilarda dogrudan hasar ile karakterize edilir ve
boylece safra kanali tikanmasina ve serum ALP miktarinin artmasina yol agar [31].
Regresyonu hepatoseliiler IKH'den daha yavastir [51]. Kolestatik karaciger hasari; ALP
diizeyinin ULN'den 2 kat daha yiiksek oldugu veya ALT/ALP oraninin 2'ye esit veya



daha kiigiik oldugu durumlar i¢in tammlayicidir. IIKH'nin Kkolestatik formu daha az
goriilir, genellikle hayati tehdit edici degildir ve sarilik, orantisiz artis gosteren serum
ALP seviyeleri, kasinti ve ALT'de hafif artiglarla kendini gosterir [23].

Karma karaciger hasar1 halinde ise; ilgili serum belirtecleri ile birlikte hepatosit
hasar1 ve safra kanal1 tikaniklig1 bir aradadir. Karma reaksiyonlarda hem ALT hem de
ALP seviyeleri anormal derecede yiiksektir; ALT/ALP oran1 2 ila 5 araligindadir ve
bireysel degerler ULN'den 2 kat daha biiyiiktiir [42]. Ayrica; ALT degeri > 3XULN veya
ALP degeri > 2xULN, karma 1IKH'nin gostergesidir. Bununla birlikte, bu esik degerler

hassas olmasina ragmen spesifik belirtecler degillerdir [52].

2.2.1. Klinik sunum ve tani

Hepatik ilag hasarmin teshisi; bu ilaglar i¢in tek bir teshis testinin mevcut olmayisi
ve bircok ajanin [IKH'ye neden olabilmesi yiiziinden zordur. {IKH'nin klinik spektrumu
hemen hemen diger tiim karaciger bozukluklarini (akut ve kronik hepatit, otoimmiin
hepatit, alkolik karaciger hastaligi, non-alkolik steatohepatit, fibrozis/siroz, graniilomat6z
hastalik, mikrovaskiiler steatoz, veno-okliisif hastalik gibi akut ve kronik hepatobiliyer
hastalik) taklit edebilir ve histopatolojik bulgular1 diger bir¢cok karaciger hastaligina
benzeyebilir [29, 42].

[IKH; cogunlukla tibbi &ykii, sunum, laboratuvar verileri ve hastalik seyri gibi
coklu faktorlere dayanarak teshis edilir. Temel parametreler; reaksiyonun baslangic
zamani, karaciger hasarinin tipi dahil olmak tizere klinik 6zellikler, iyilesme zamani ve
seyri, spesifik risk faktorleri, hepatit ve karaciger testi anormalliklerinin yaygin ortak
nedenleri gibi diger tanilarin diglanmasi ve ajanin hepatotoksisitesine iliskin onceki
raporlardir [17].

Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan, ciddi hepatotoksisite riskini 5Sngdrmek igin
altin standart olarak kabul edilen Hy's Kurallar1 kullanilmaktadir. Hy's Kurallart; ismini,
sarilik ile iligkili hepatoseliiler hasar vakalarinin en az %10'luk bir mortalite sergiledigini
gozlemleyen Hyman Zimmerman'dan alir [17]. Bu paradigma, ALP kullanilarak
degerlendirilen hepatobiliyer hasarin yoklugunda; TBILI'nin iki kattan daha fazla
artmasiyla birlikte ALT nin {i¢ kattan fazla yiikselmesinin saptanmasina dayanmaktadir.
Ancak Klinisyenler ve bilim insanlar1 tarafindan Hy'in yasasinin eksikliklerini ele alan
[IKH degerlendirmesiyle kritelerler degistirilerek; serum ALT'nin diisiik seviyedeki IIKH

ile iligkili olmayan yiikselmelerini ve klinik olarak ilgili olmayan ila¢ kaynakli olaylar1
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dislamak i¢in ALT artis esigi bes kattan fazla artirilmis ve hepatobiliyer sistem tizerindeki
hasarin 6nemini vurgulamak i¢in ise iki kattan daha biiyiik ALP artis1 dahil edilmistir
[47].

[IKH semptomlar1 son derece cesitli olmakla birlikte bazi hastalarda semptom
gbzlenmeyebilir. Biyotransformasyonun merkez organi olan karaciger, yiiksek kan
konsantrasyonlar1 ve portal kandaki metabolitleri nedeniyle oral ila¢g kullanimina bagl
olusan toksisiteye 6zellikle yatkindir [53]. Muhtemel semptomlar; yorgunluk, istahsizlik,
bulanti, kusma, ates, karin sag iist bolgesinde basing hissi, eklem ve kas agrisi, kasinti,
dokiinti ve sariliktir. Sarilik, karaciger hasarinin dogrudan gdostergesi olan tek

semptomdur [54].

2.2.2. Risk faktorleri

Bir kisinin {IKH gelistirme yatkinhginda ¢ok cesitli faktorler rol oynar. Ancak
hepatotoksik ilag reaksiyonlar1 gelistirme riski temelde iki gruba ayrilir. Ilk grubu, ilacin
nasil elimine edildigi (karaciger veya diger yollarla), hangi enzimlerle metabolize oldugu
ve ne tiir hepatotoksik mekanizmalara sahip oldugu gibi ilacin 6zellikleriyle ilgili risk
faktorleri; ikinci grubu ise, bireyin duyarliligi ve ilag alim sartlar1 veya ortami olusturur
[17]. Yaygin olarak belirtilen risk faktorleri; eslik eden ilaglar ve insan immiin yetmezlik
virlisii (HIV), hepatit B viriisii (HBV) ve hepatit C viriisii (HCV) enfeksiyonlar1 gibi altta
yatan hastaliklar1 icerir. Bunun yamisira 1IKH duyarlihgini, ilag metabolizmasini
diizenleyen enzimler ve ilag tasiyicilarini kodlayan genleri iceren genetik polimorfizmler

gibi genetik risk faktorleri de etkilemektedir [42].

2.2.2.1. Kazanilmig faktorler

Yagh hastalarin gen¢ hastalara, kadinlarin erkeklere gore; toksik karaciger
reaksiyonuna daha yatkin oldugu ¢alismalarda bildirilmistir [53]. 60 yas iistii hastalarda
coklu ilag kullanimindan kaynakli etkilesimler nedeniyle, ila¢ hepatotoksisitesi riski
artmis durumdadir. Beslenme kalitesi hepatotoksisiteyi farkli sekillerde etkileyebilir.
Kronik alkol kullanimi; sitokrom P4501er (CYP450'ler) gibi kritik enzimleri
indiikleyerek ve glutatyon (GSH) depolarii tiiketerek, potansiyel toksik metabolitlere
kars1 direncin diismesine neden olur ve hepatotoksisiteyi karmasik mekanizmalarla
giiclendirebilir. Ekstrahepatik ve hepatik hastaliklar da bazi ilaglarin hepatotoksisitesine

katkida bulunabilir [17]. Yiriitilen az sayida kontrollii ¢alisma; Onceden varolan
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karaciger hasarinin, hepatotoksik reaksiyon durumunda karacigerin yenilenme yetenegini
olumsuz yonde etkiledigini goéstermektedir [54].

Aynt CYP450 izoenzim yolagi hedefleyen birden fazla ilacin ayni anda
kullanilmas1 1IKH riskini arttirabilir. Baz1 antidepresanlar, CYP450 enzim aktivitesini
inhibe edebilir veya indiikleyebilir; bdylece antidepresan ve metabolitlerinin serum

konsantrasyonlarini etkileyerek potansiyel hepatik toksisite riskini arttirir [32].

2.2.2.2. Kalitsal faktorler

Antidepresan ajanlarla yapilan c¢aligmalarda, idiyosenkratik [IKH'den ziyade
duyarlilik ile iliskilendirilen gen polimorfizmleri tanimlanmamistir [32]. Genetik
metabolik degiskenlik, IIKH i¢in en &nemli duyarlilik faktoriidiir. Enzim
polimorfizmleri; enzim fonksiyonunun yavaslamasina veya tamamen bozulmasina neden
olarak her zaman karaciger hasariyla sonu¢lanmasa da maddelerin toksisite artisina neden
olabilir [53].

Ilaglarin ¢ogunu metabolize eden CYP450 izoenzimlerinin genetik olarak
belirlenmis polimorfizmleri nedeniyle; bireyler zayif, orta ve gii¢lii metabolizorler olarak
kategorize edilebilirler [53]. Zayif bir metabolizoriin, ayni izoenzimin g¢esitli
substratlarini veya inhibitorlerini igeren ilaglarla alinmasi, daha yavas ilag metabolizmasi
nedeniyle toksisite riskini artirir. CYP2D6 yoklugu veya eksikligi, Kafkas
populasyonlarinin %5-%10’unda mevcut olan yaygin bir farmakogenetik polimorfizmdir
[17, 55].

Risk faktorleri agisindan yeni veriler, yogun olarak karacigerde CYP450 enzimleri
tarafindan metabolize edilen ilaglarin IIKH'ye neden olma olasiliginin yaklasik dort kat
daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Caligmalarda spesifik olarak, CYP1A2,
CYP2C8/CYP2C9 ve CYP3AS5 tarafindan metabolize edilen ilaglarin, IIKH riskinin
artmasiyla yakindan iliskili oldugu gozlenmistir. Ayrica yiiksek giinliik dozda (100 mg)
verilen ilaclarin diisiik dozdaki ilaglara kiyasla yaklasik bes kat daha fazla [IKH'ye neden
oldugu bildirilmistir [56].

2.2.3. Hepatotoksisitenin molekiiler mekanizmalari

Hepatotoksisite; toksik bir bilesigin veya metabolitinin birikiminden veya
sitotoksik etkisinden dolay1 veya bu toksik ara maddelerin proteinlere baglanmasiyla

ortaya ¢tkan immiin aracil bir yanittan kaynaklanabilir. IIKH etiyolojisi, genellikle aktive
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edilmis immiin cevap ve hepatosit metabolik disfonksiyonu arasindaki bir siire¢ olarak
kabul edilmesine ragmen; ¢ogunlukla bir ara reaktif metabolitten kaynaklanmaktadir. Bir
bilesigin toksik etki olusturup olusturmayacagini; biyoaktivasyon, detoksifikasyon ve
savunma/onarim mekanizmalar1 arasinda denge belirler. Ilag biyotransformasyonu genel
olarak detoksifikasyon silirecine paralel olmasmma ragmen; biyoaktivasyon siklikla
hepatosit hasarina neden olur [57, 58].

Dogrudan hepatotoksisite; ana bilesigin etkilesiminin bir sonucu olarak ya da daha
siklikla hepatositlere karsi sitotoksisiteye neden olan reaktif bir ara metabolitin ortaya
cikmasi sonucu gelisir [59]. Ilag metabolitleri siklikla; hiicre makromolekiilleri olan
proteinler, lipidler, deoksiribo niiklesik asit (DNA) ve ribo niiklesik asit (RNA) {izerinde,
araya girebilen elektrofilik bir etkilesim veya serbest radikaller araciligiyla kovalent
baglar olustururlar. Bu reaktif tiirler genellikle GSH ve diger indirgenmis gruplar
tarafindan detoksifiye edilir. indirgenmis GSH’nin azalmasi; toksik ara maddelerin
proteinler, lipitler veya niikleik asitlere kovalent baglanmasini veya lipit
peroksidasyonunu arttirabilir. Bu kararli ilag eklentilerinin birikimi mitokondriyal hasari

arttirabilir ve sonrasinda apoptozu ya da nekrozu indiikleyen hiicresel strese neden
olabilir [60-62].

2.2.4. Hepatotoksik ajanlarin klinikopatolojik-mekanistik siniflandirmasi

Bazi tibbi ajanlar, asir1 dozda alindiginda ve hatta bazen terapétik araliklar iginde
oldugunda bile karacigere zarar verebilir. Laboratuvarlarda ve sanayide kullanilan
kimyasal maddeler, dogal kimyasallar ve bitkisel ilaglar gibi diger kimyasal maddeler de
hepatotoksisiteye neden olabilir. Giiniimiizde karaciger hasarina neden olan 1.200'den
fazla ila¢ molekiilii bulunmaktadir [17, 36].

Antidepresan kaynakli karaciger hasari; karaciger enzim diizeylerindeki artistan;
yorgunluk, asteni, anoreksi, bulanti, kusma ve {ist sag karin agris1 gibi spesifik olmayan
semptomlara ve ayrica sarilik, koyu renkli idrar veya soluk digki, hepatik ensefalopati ile
ilerleyici veya hatta fulminant karaciger yetmezligi, hepatoseliiler fonksiyonlarin kayba,
akut karaciger yetmezligi gibi daha spesifik semptomlara kadar uzanan c¢esitli biyolojik
ve klinik tablolar1 igerir. Bununla birlikte; ¢cogu durumda hastalar klinik olarak
asemptomatiktir ve karaciger fonksiyon testleri iizerinde anormal sonuglarla tanimlanan

biyolojik degisiklikler; antidepresan kaynakli karaciger hasar1 siiphesi olusturabilen tek
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unsurdur. Boylelikle, IIKH'nin teshisi cogu zaman ALT seviyelerindeki artisin tespitine
dayanir [32].

Hemen hemen tiim antidepresanlar, terapdtik dozda bile hepatotoksisiteyi
indiikleyebilir [63]. Tiim antidepresanlar; gegici olsa bile, bir dereceye kadar karaciger
enzim Yyiikselmesine neden olur. Antidepresanlarla iligkili karaciger hasarmin
mekanizmas1 metabolik veya immiinoalerjiktir. Bir hipersensitivite sendromunun (ates,
kizariklik, eozinofili, otoantikorlar) ve kisa bir gecikme siiresinin (1 ila 6 hafta) olmasi
immiin aracili karaciger hasarimi gosterirken, herhangi bir hipersensitivite sendromunun
yoklugu ve daha uzun bir gecikme siiresi (1 aydan 1 yila kadar) idiyosenkratik metabolik
mekanizmay1 tanimlar. Antidepresanlarla iliskili IIKH genel olarak hepatoseliiler tipte ve
daha az siklikla kolestatik veya karma tiptedir. IIKH'nin baslangici ¢ogu durumda;
idiyosenkratik, ongoriilemez ve antidepresan tedavisinin baglamasindan sonraki birkag
glin ile 6 ay arasindadir. Her ne kadar serum aminotransferaz aktiviteleri ¢ogu
antidepresan icin IIKH'nin zayif bir gostergesi olsa da, hastalar1 izlemek icin kullanilan
altin standarttir [32, 63].

MAO inhibitorleri (MAOI), [IKH igin yiiksek derecede sorumlu olarak
tanimlanmistir. MAOI’nin uzun siireli kulllanim ge¢gmisine ragmen hepatotoksisitenin de
icinde oldugu advers etki profilleri ve mekanizmalar1 hala yeterince anlasilamamistir
[53]. MAOI ile tedavi edilen hastalarin %3'"iinden fazlasinda asemptomatik hafif anormal
karaciger fonksiyonu saptanmistir [32]. Ozellikle MAOI icin hepatotoksisite verileri
klinik caligmalarin sonuglar1 olmadigindan sinirlidir. Mevcut veriler sadece yayimlanan
vaka raporlarina dayanir. Elde edilen veriler tiim antidepresanlarin hepatotoksisite riski
ile iligkili oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, antidepresanlara bagl karaciger

hasarinin prevalansi ve ciddiyeti ile ilgili kesin sonuglar i¢in kanitlar yeterli degildir [64].

2.3. Monoamin Oksidaz Inhibitérleri (MAOI)

MAOQO, monoamin norotransmiterlerinin deaktivasyonu i¢in major metabolik
enzimdir ve noro-psikofarmakolojide Kkilit bir hedeftir. MAO, bir C-terminal
transmembran polipeptit segmenti ile mitokondriyal dig membrana bagli; noronal, glial
ve diger hiicrelerde monoaminerjik homeostazi ve ndrotransmisyonu diizenleyen;
kofaktor olarak flavin adenin diniikleotidi (FAD) igeren anahtar enzimdir [65].
Gastrointestinal, hepatik ve noronal dokularda yiiksek ekspresyon seviyelerine sahiptir

ve tlim viicutta yaygin olarak dagilim gosterir. Etkileri, merkezi sinir sisteminde ndroaktif
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ve vazoaktif biyojenik molekiillerin (endojen monoaminler) oksidatif deaminasyonu ile
elde edilir ve detoksifikasyonunda Onemli rollere sahiptir. Ayni1 zamanda diyet
aminlerinin (ekzojen monoaminler-ksenobiyotik aminler) oksidatif katabolizmasinda da
onemli bir rol oynar [66-68]. Monoamin oksidazlar ayn1 zamanda,; ndronal
farmakoterapide potansiyel terapotik hedef olarak islev goren, norobiyolojik koken ve
fonksiyonlar1 barindiran, ¢cok degerli bir néronal enzim sinifin1 temsil ettigi i¢in bazi
kaynaklarda "Noroenzim" terimi ile de ifade edilmektedir [69]. MAO'nun memelilerde
monoamin oksidaz A (MAO-A) ve monoamin oksidaz B (MAO-B) olmak iizere iki
izoformu tanimlanmistir [70]. MAO-A ve MAO-B'nin monoamin metabolizmasinda
dikkate deger Ol¢iide farkli rolleri oldugu saptanmistir. MAO-A o6zellikle bagirsak
kanalinda, karacigerde, plasentada ve periferal adrenerjik néronlarda (adrenal bezler,
arteriyel damarlar ve sempatik sinirler); MAO-B ise ¢ogunlukla beyin, karaciger ve
trombositlerde baskin halde bulunur. Bununla birlikte; belirtilen tiim alanlarda her iki
izoenzim tipi de mevcuttur [71-73]. MAO etkisiyle {iretilen aldehidler, aldehit
dehidrojenaz ve aldehit rediiktaz tarafindan glikollere ve karboksilik asitlere metabolize
edilir. Baglangicta hidrojen peroksit (H202) ile birlikte reaktif oksijen iiretebilen aldehit
olusumu, MAO iriinlerinin norotoksik olabilecegini gostermektedir [74]. MAO-B
dopaminin parcalanmasinda ve aynm1 zamanda dopamin salinimini uyaran ve noronal
yeniden alinimi inhibe eden endojen bir amin olan feniletil aminin deaminasyonunda rol
oynar [71]. iInsan beyninde MAO'nun yaklastk %751 B alt tipindendir. MAO-B
inhibitorleri, nigrostriatal dopaminerjik yoldaki bazal dopamin seviyesini arttirir [73, 75].

Yarim yiizyildan fazla bir siiredir antidepresan ilaglar olarak kullanilan MAOI’nin,
monoaminerjik fonksiyonu arttirdig1 ve beyin amin seviyelerini ytikselttigi kanitlanmigtir
[76]. Bu durum MAOI’y1; melankolik, atipik ve tedaviye direngli depresyon, anksiyete,
saldirganlik, sizofreni, hiperaktivite, parkinson ve alzheimer dahil olmak {izere ruh hali
ve dejeneratif bozukluklari tedavisinde umut vaat eden onemli bir ila¢ grubu haline
getirmistir [77-79]. Ayrica, MAO inhibisyonuyla amin oksidasyonuna eslik eden
amonyak, aldehit ara {rlinleri ve H202 {retiminin azalmasiyla oksidatif stresinin
diistiriilmesiyle sayisiz noroprotektif/nérokurtarma 6zelligi raporu; bu gruba olan ilgiyi
son yillarda 6nemli 6lgiide arttirmigtir [80].

Bununla birlikte; tiramince zengin gidalarin (peynir, et) tilketimiyle ortaya ¢ikan
hipertansif kriz riski ve bunun sonucunda da diyet tiramin kisitlamasini gerektirmesi; ayni

zamanda besin ve ilaglarla toksik etkilesimleri nedeniyle potansiyel 6liimciil hipertansif
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kriz vakalarina sebep olmasi yiiziinden, klinik kullanimlar1 azalmis durumdadir [81, 82].
Son zamanlarda sempatomimetik aminlerin potansiyalizasyonuna MAO-B degil MAO-
A inhibitorlerinin neden oldugu ve reversibl MAO-A inhibitorlerinin minimal tiramin
reaksiyonuna yol actig1 gerceginin anlagilmasi, depresyon (reversibl MAO-A inhibitorleri
ve yeni dozaj formlu MAO-B inhibitérii) ve parkinson hastaliginin (MAO-B inhibitorleri)
tedavisinde MAOI’nin giivenli ve etkin kullanimini tekrar giindeme getirmistir [72, 75,
83]. Depresyon tedavisindeki iistiin etkinliklerinden dolay1 (diger tedaviler ile basarisiz
olma durumunda gdsterdikleri etkinlik sayesinde) daha giivenli ve daha iyi tolere edilen
(daha selektif ve reversibl) MAOI'larin gelistirilmesi i¢in ¢alismalar devam etmektedir
[81, 84].

MAOI'larin  gelisimi, iproniazidin tesadiif eseri antidepresan etkilerinin
goriilmesiyle (hastalarda erken klinik testler sirasinda yan etki olarak bildirilen 6fori
gelisimi) baglamistir. MAOI olan iproniazid, orijinal olarak antitiiberkiiloz ajani olarak
sentezlenmistir. 1952 yilinda Zeller vd. tarafindan iproniazidin MAO inhibisyon
kabiliyetinin oldugunun anlasilmast ve potansiyel MAOI'larin depresyon tedavisinde
kullanilabileceginin 6ne siiriilmesi; ardindan fenelzin gibi diger MAOI'larin kesfinin
Oniinii agmistir ve bu sayede antidepresanlarin gelismesi yolunda biiyiik bir asama
kaydedilmistir. 19601 yillarda ise hidrazin tiirevlerinden fenelzinin ve
izokarboksazidinin, nonhidrazin tranilsiprominin antidepresan ilag olarak yaygin bir
sekilde kullanilmasinin ardindan; iproniazid, 1960'l1 yillarin baglarinda hepatotoksisite
raporlart nedeniyle piyasadan g¢ekilmistir [69, 82]. Hidrazin bazli MAOI ile (segici
olmayan ve irreversibl) iliskili, karaciger toksisitesi ve “peynir reaksiyonu” gibi bazi
onemli advers etkilerin olmasi; beraberinde yeni arastirmalari, farkli etki
mekanizmalarina sahip bazi yeni antidepresanlarin sentezlenmesi gerekliligini getirerek
ilgiyi yeni kategorilerin kesfine [trisiklik antidepresanlar ve selektif serotonin geri alim
inhibitorleri (SSRI) ve advers etki profili diisiik segici MAO-A ve MAO-B inhibitorleri
gibi] kaydirmistir [69, 85].

MAO-A inhibitorleri antidepresanlar ve anksiyolitikler olarak bazi mental
hastaliklarda; MAO-B inhibitorleri ise parkinson hastaliginin tedavisinde ve ayni
zamanda alzheimer hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklarla iligkili semptomlarin
yonetiminde kullanilmaktadir [70, 82]. MAO-A'nin segici inhibisyonu, santral sinir

sistemindeki noradrenerjik ve serotonerjik noronlardaki norotransmitter miktarini
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arttirarak klinik antidepresan etki gosterirken, MAO-B'un inhibisyonu, parkinsonyan

beyindeki dopamin miktarini arttirarak antiparkinson etki gosterir [74].

2.3.1. MAO Inhibitorleri ile Iliskili Advers Etki Profili

Birinci nesil MAOI’nin hepatotoksisite, ortostatik hipotansiyon ve en onemlisi,
tiramin iceren gidalarin alinmasindan sonra ortaya ¢ikan hipertansif kriz gibi ciddi yan
etkileri vardir [73]. Hidrazin bilesiginden kdken alan MAOI, potansiyel hepatotoksindir
ve karaciger hasar1 olusturabilirler. Hidrazinler, P450 tarafindan toksik ara iirlinlere
metabolize edilebilir [36]. Eski bir MAOI olan iproniazid yiiksek siklikla karaciger
hasarina neden oldugu igin piyasadan gekilmistir. Fenelzinin siddetli, akut ve kronik
hepatik hasara neden oldugu bildirilmistir [86, 87]. Bir nonhidrazin MAOI olan
translilsiprominin, hepatik patolojiyle iligkili oldugu bildirilmistir [88].

Karaciger hasarmin spesifik bir serum otoantikoru ile iligskisinin veya kanda
spesifik bir reaktif metabolit saptanmasi gibi belirteglerin varliginin son derece nadir
olmast MAO inhibitérleri i¢in de gegerlidir. Sadece iproniazid i¢in hepatotoksisite,
spesifik bir belirteg olan otoantikor antimitokondriyal tip 6 ile iliskilendirilmistir [17].

Ortostatik hipotansiyon, sedasyon, bas donmesi, uyusukluk, agiz kurulugu,
insomnia ve bulanti oral MAOI’nin en sik bildirilen yan etkileridir. Kilo alimi, 6dem, kas
agris1, miyoklonus, parestezi, seksiiel disfonksiyon ve nadiren hepatotoksisite gecikmis
yan etkilerdir. MAO inhibitorlerinin alimindan kisa bir siire sonra (30 dakika ila 2 saat)
gecici hipertansif ataklar, diyet veya ilag etkilesimlerinden bagimsiz olarak bildirilmistir
[89].

MAO inhibitorlerini iceren toksisiteler arasinda baslica serotonin sendromu ve

peynir etkisi vardir:

2.3.1.1. Serotonin sendromu

Mental durum degisiklikleri, eksitasyon, huzursuzluk, miyoklonus, hiperrefleksi,
rabdomiyoliz, bdobrek yetmezligi, yayillmis intravaskiiler pihtilasma, diyaforez veya
otonomik/noéromiiskiiler hiperaktivite ile karakterize olan yagami tehdit edici, ilaca baglh
bir toksidrom olan serotonin sendromu; monoterapide MAOI ile nadir olarak
bildirilmistir. MAOI ile (6zellikle MAO-A inhibitorii) serotonin konsantrasyonunu
arttiran veya noronal geri alimini inhibe eden diger ilaglarin (SSRI'lar veya trisiklik

antidepresanlar gibi) birlikte kullanimi, serotonin sendromu (beyinde asir1 serotonin
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uyarimi) olarak adlandirilan potansiyel olarak tehlikeli bir duruma neden olabilir [75, 90,
91]. Serotonin sendromunun baslangi¢ belirtileri arasinda konfiizyon, huzursuzluk, asirt
terleme, kizarma, titreme ve istemsiz kas gerilmesi sayilabilir ve bu durumu takiben
ilaclar kesilmezse, bireyler yasami daha fazla tehdit eden komplikasyonlar gelistirebilir
[69]. MAOI kullanan hastalarda serotonin sendromu riski nedeniyle, serotonerjik

antidepresanlarin ve diger serotonerjik ilaglarin kullanimindan kagimilmalidir [72].

2.3.1.2. Tiramin reaksiyonu ve peynir etkisi

MAOI'nin yan etkileri 1960'larin ortalarinda, 40'tan fazla tiramin kaynakl
hipertansif kriz vakasi rapor edildiginde (6zellikle tranilsipromin ile) bildirilmistir. Rapor
edilen vakalarin birgogu, tiramince zengin gidalarin MAOI ile birlikte aliminin ardindan
gerceklesmistir [92].

Insanlarda MAO-A'nin inhibisyonu; serotonin, noradrenalin ve nihayetinde
dopamin konsantrasyonunu yiikseltir. Tiramin gibi eksojen vazopresdr olan
sempatomimetik aminlerin ilk ge¢is metabolizmasinin MAO tarafindan bloke edilmesi;
bu aminlerin dolagim sistemine girmesine, bdylelikle kan basincinda ve son organ
hasarinda ani, dramatik bir artigla karakterize olan hipertansif krize neden olur [84, 93].
Goglis agris1 ve sikigsmasi ile iliskili olabilen oksipital bas agrisi, boyunda sertlik veya
agri, ¢arpinti, terleme, bulanti, kusma, dilate pupil, fotofobi, tasikardi veya bradikardi ile
karakterize olan hipertansif kriz tablosu, peynir etkisi veya peynir reaksiyonu olarak da
adlandirilmaktadir [94, 95]. Bagirsak MAO'sunun %801 MAO-A oldugundan, bu
izoenzim Ozellikle tiramin degradasyonundan sorumludur ve bu nedenle MAO-A'nin

inhibisyonu peynir reaksiyonu ile iligkilidir [72, 96].

2.3.2. MAO inhibitorlerinin siniflandirilmasi

MAOI genel olarak, MAO-A veya MAO-B i¢in segici veya segici olup
olmamalarina ve etkilerinin reversibl olup olmadigina gore smiflandirilabilir.
Giiniimiizde hem reversibl hem irreversibl MAOI kullanilmaktadir [75]. Etki
mekanizmalarindaki farkliliklara bagl olarak dért MAOI sinifi tanimlanmustir. Tlk grup,
irreversibl ve segici olmayan MAOI (fenelzin, tranilsipromin ve izokarboksazid)
bilesiklerdir. Bu grup; geri doniisiimsiiz enzim inhibitoérleri olarak goriilmekte, MAQO'yu
kovalent olarak baglamakta (14-28 giinliik kullanim 6mrii boyunca enzime baglanir) ve

MAO fonksiyonunu kalic1 olarak bloke etmektedir. Lokal metabolik aktivitenin geri
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kazanilmasi i¢in yeni enzim sentezlenmesi gerekmektedir [72, 97]. Irreversibl MAOI’nin
gliclii antidepresan etkisi olmasima ragmen; klinik kullanimlari, diyet aminlerinin
kardiyovaskiiler etkilerini potansiyalize etmesi dolayistyla simirlt durumdadir [74].

Ikinci tip; MAO-A aktivitesini reversibl ve secici olarak diisiiriir. Bu inhibitdrler
(moklobemid), terapétik dozlarda ilag etkilesimleri igin segici olmayan MAOI’dan daha
disiik bir potansiyele sahiptir; ancak segici inhibitorler tarafindan MAO-A
inhibisyonunun siiresi (16-24 saat); klasik, se¢ici olmayan MAOI tarafindan indiiklenen
inhibisyondan (10 giinden fazla) daha kisadir [98].

Ucgiincii MAOI tipi irrevesibl, secici MAO-B inhibitorleri (selejilin ve rasajilin)
igerirken, son tip reversibl MAO-B inhibitorleridir (safinamid). Genel olarak, yalnizca bir
MAO izoformununun blokasyonu, sadece verilen bilesigin dar bir konsantrasyon
araliginda mimkiin olmakta; MAQO alt tipi inhibisyonunun 6zgiilliigii daha yiiksek
dozlarda kaybedilmektedir [99].

2.4. Moklobemid

Mevcut MAOI’nin  giivenlik problemlerini ¢6zmeyi amacglayan caligmalar
sonucunda, moklobemid gibi daha segici ve reversibl MAOI gelistirilmistir [82].
Moklobemid; benzamid tiirevli, genis bir spektrumdaki depresif bozukluklarin
tedavisinde (anksiyete, travma sonrasi stres ve panik bozukluklarinda) endike olan, kisa
etkili, spesifik, halihazirda kullanimi1 olan tek reversibl MAO-A inhibitériidiir [72]. Ayni
zamanda anti-parkinson aktiviteye ve noroprotektif etkilere de sahip oldugu ¢alismalarda
bildirilmistir [100]. Terapotik dozu, 300-600 mg’dir [101]. Beyindeki serotonin ve
noradrenalin  konsantrasyonlarini arttirir.  Hemen hemen tiim meta-analizler ve
karsilagtirmali ¢alismalar, depresyonun akut yonetiminde trisiklik veya bazi heterosiklik
antidepresanlar ve SSRI’lar kadar etkili oldugunu gostermektedir. Ayrica ihmal edilebilir
diizeydeki antikolinerjik ve antihistaminik etkilerden dolay1 tri veya heterosiklik
antidepresanlardan daha iyi tolere edilir [17, 69]. Ancak, fenelzin ve tranilsipromin gibi
geleneksel MAO inhibitorlerine gore daha az etkili oldugu c¢aligmalarla
gosterilmistir [89].

Moklobemid hizl1 ve neredeyse tamamen gastrointestinal sistemden absorbe edilir.
Karacigerde ilk gecis metabolizmasina maruz kalir. Bu metabolizmayla, ¢oklu dozlar
sonunda sistemik mevcudiyetinde %85'e kadar artig goriiliir. Proteinlere sadece %50

oraninda baglanir. Kisa bir plazma eliminasyon yar1 émriine sahiptir [17]. Morfolin

16



halkasinin C- ve N- oksidasyonu ve aromatik hidroksilasyon ile biyotransforme edilir.
[lacin yaklasik %95'i bobrekler aracilifi ile 24 saat i¢inde viicuttan atilir [73].

Moklobemid, CYP2C19un substratidir. CYP1A2, CYP2C19 ve CYP2D6nin
inhibitérii olmasina ragmen, moklobemidle ilgili az sayida klinik 6nemi olan ilag
etkilesimi bildirilmistir ve bu sayede doz asiminda bile nispeten giivenli oldugu kabul
edilir. Renal disfonksiyonu olan hastalar i¢in dozaj modifikasyonlar1 gerekli olmamasina
ragmen; siddetli karaciger yetmezligi olan hastalar i¢in kullanimindan sakinilmasi
gerekmektedir [101].

Moklobemidin plazma konsantrasyonu ve terapotik etkinligi arasindaki iliski
belirgin olmamasina ragmen, advers olaylar ile arasinda pozitif bir korelasyon
bulunmaktadir. Moklobemid ile iligkili en sik bildirilen yan etkiler; uyku bozukluklari,
artmig anksiyete, huzursuzluk ve bas agrisidir. SSRI’lar ve trisiklik antidepresanlar ile
onemli ol¢iide etkilesime girer. Ayrica moklobemid kullanimi ile ortaya ¢ikan kardiyak
aritmiler ve artmig karaciger enzim diizeyleri bildirilmistir [73]. MAO inhibitorlerinin
aksine, tiramince zengin gidalarin alinmasindan sonra hipertansif krizi tetikleme egilimi
cok diisiik oldugundan kat1 diyet kisitlamalar1 gerektirmez [69]. Gastrointestinal yan
etkiler ve 6zellikle de seksiiel disfonksiyon SSRI'lara kiyasla moklobemid ile ¢ok daha
az oranda goriilmektedir. Terapotik dozlarda; psikomotor performans, kognitif fonksiyon
veya kardiyovaskiiler sistem {izerinde 6nemli negatif etkileri bulunmamasi nedeniyle

yasli hastalarin tedavisinde 6zellikle tercih edilmektedir [101].

2.5. Selejilin (I-deprenil, eldepril)

Selejilin; selektif ve irreversibl bir proparjilamin tiirevi olarak, parkinsonda en sik
kullanilan MAO-B inhibitoriidir [102]. 1972 yilinda Knoll ve Magyar tarafindan 1-
amfetamin'den sentezlenmistir [103]. Insan beynindeki dopaminin par¢alanmasini inhibe
eder. Diisiik dozlarda parkinson hastaliginin tedavisinde L-dopa tedavisini gii¢clendirmek
ve ayni zamanda parkinson Oncesi sendromu gosteren hastalarda ndroprotektif etki
saglamak amaciyla kullanilmaktadir [70, 104, 105]. Selejilinin ayrica fluoksetin ile
kombinasyon halinde, Huntington hastalifinda yararh etkiler gosterdigi bildirilmistir
[69].

Ayrica, selejilin transdermal sistemi (Emsam) major depresyon tedavisinde 2006
yilinda onaylanmus ilk transdermal yamadir. Oral MAOI’'nin aksine, giinde en diisiik 6

mg efektif dozda diyet kisitlamasi olmaksizin kullanilabilir. Transdermal iletimi
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nedeniyle, beyinde antidepresan etki saglarken, bagirsakta MAO-A tarafindan diyet
tiramin metabolizmasin1 inhibe etmez ve bu o6zelligiyle major depresif bozuklugun
yonetiminde mevcut stratejilere umut verici bir alternatiftir [72].

Yine bu dozlarda (5-10 mg/giin per oral) gastrointestinal MAO-A inhibisyonuna
neden olmaz ve diyet kisitlamasi olmaksizin kullanilabilir. Daha yiiksek dozlarda (30-60
mg/giin per oral; tedavide kullanilan maksimum doz giinde 30 mg’dir) ise, major depresif
bozuklukta etkili olmasima ragmen segiciligini kaybeder ve potansiyel olarak tiramin
etkilesimlerine neden olarak kardiyovaskiiler sempatomimetik etkinin kuvvetlenmesine
neden olabilir [82, 84, 106, 107].

Selejilin hizla ve tamamen gastrointestinal yoldan emilir. Bununla birlikte; oral
biyoyararlanim, yaygin hepatik ilk gecis metabolizmasinin bir sonucu olarak sadece
%10'dur. Selejilin, R(-)-metamfetaminin proparjil tiirevidir ve bagta CYP2B6, CYP2C19,
CYP2D6 ve CYP3A4 olmak iizere bircok CYP enzimi tarafindan; R(-)-metamfetamin,
R(-)-amfetamin ve N-desmetilselejiline metabolize edilir [107, 108]. Bu metabolitler
ayrica norotoksisite ile de iligkilidir ve sempatomimetik aktiviteleriyle kan basincin ve
kalp atim hizimt arttirirlar [109]. Selejilin, CYP2D6'nin atipik bir substratidir ve
CYP2BL'i irreversibl olarak inaktive eder [110]. Selejilinin plazma eliminasyon yari
omrti, tek bir dozdan 7 saat sonra gerceklesir. Yaklagsik %86's1 bobrekler ile viicuttan atilir
[73].

Selejilin ile en sik goriilen advers olaylar; uykusuzluk, konfiizyon, haliisinasyon,
kardiyovaskiiler yan etkiler, ortostatik hipotansiyon, anoreksiya, bulanti ve bas
donmesidir. Yiiksek dozdaki selejilin MAO-B icin segiciligini yitirir ve MAO-A
inhibisyonuna da neden olur; bdylelikle tiramin kaynakli hipertansiyon riski yaratir.
Ancak bu potansiyel yan etki klinik ¢alismalardaki terapotik dozlarda gozlenmemistir
[111]. Bu olumsuz etkilerin yani sira, klinik ¢alismalarda serum AST ve ALT
diizeylerinde artis kaydedilmistir [73]. Parkinson hastaliginda oral selejilin kullaniminin
gozden gecirildigi literatiirde ise, bu ajanla 1ilgili hepatotoksisite raporlarina
rastlanmamustir ve selejilin hepatotoksisitesinin bulunduguna dair su an i¢in herhangi bir

kanit yoktur [14, 17, 31].

2.6. Klorjilin

Klorjilin, 1950'lerde parjilinin sentezlenmesinden sonra May ve Baker tarafindan

MAO-A'ya selektivite gosteren ilk MAOI olarak gelistirilmistir [75, 106]. Depresyon,
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anksiyete ve diger duygudurum bozukluklarinin tedavisinde kullanilan, segici irreversibl
MAO-A inhibitoriidiir [112]. Klorjilin, rasajilin ve selejiline yapisal olarak benzerdir
ancak bu bilesiklerden daha etkili bir MAOI’dir. Bu ii¢ bilesigin hepsi, flavin kofaktoriine
kimyasal baglanmadan sorumlu proparjilamin islevselligi gosteren, irreversibl bir
asetilenik MAOI sinifina aittir [113]. Klorjilinin, melanoma hiicrelerinde in vitro
apoptozu o6nledigi ve beyindeki H202 seviyelerini diisiirdiigii bildirilmistir [114, 115].
Malign olmayan insan hiicrelerini iyonlastiric1 radyasyon ve kemoterapi toksisitesinden
korudugu c¢esitli calismalarda gézlemlenmistir ve ayni1 zamanda kiiltiirlenmis prostat,
meme kanseri ve néroblastoma hiiclerinde hiicre biiyiimesinde azalmaya neden oldugunu
ve antikanser Ozellik gosterdigini bildiren galismalar bulunmaktadir [116-118]. Fare ve
insan sinir hiicrelerinde asirt MAO aktivitesinin inhibe edilmesiyle oksidatif stresin
azaldigi ve hiicresel canliligin arttigini gosteren g¢aligmalar mevcuttur [112]. Aym
zamanda noroprotektif 6zellikte oldugu calismalarla rapor edilmistir [100].

Bununla birlikte; zararli hipertansif krizlerin varligi, klorjilin gibi ikinci nesil
MAOTI'larin kullanimini smirlamistir [69]. Klinik ¢aligmalar norepinefrin, epinefrin,
dopamin ve serotoninin beyin seviyelerini arttirdigini ve depresyon tedavisinde
etkinligini bildirmesine ragmen; klorjilin kullanimi, ilag-diyet etkilesimlerinden
kaynaklanan ciddi yan etkiler nedeniyle golgede kalmustir [119]. Bu durum klinik
faydasini sinirlamasina ragmen; su anda MAO-A'y1 inhibe etmek icin preklinik olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir [67, 120]. Literatiirde bu ajanla ilgili yapilmis herhangi

bir hepatotoksisite ¢alismas1 mevcut degildir.

2.7. Rasajilin

Rasajilin (N-proparjil-1-R-aminoindan), 2001 yilinda bagka bir proparjilamin
bilesigi olarak Youdim vd. tarafindan kesfedilmistir [108]. lyi tolere edilebilen, giiclii,
selektif ve irreversibl bir MAO-B inhibitoriidiir [71]. MAO izoform aktivitesinin spesifik
inhibisyonu, inhibitoriin belirli bir konsantrasyon araliginda (1 mg/giin) miimkiindiir; bu
spesifite yiiksek dozlarda (2 mg/giin) kaybolur ve MAO-A da inhibe edilir [121].
Parkinson hastaliginda monoterapide veya L-dopa'ya ek tedavi olarak gelistirilmistir. /n
vitro ve in vivo olarak noroprotektif aktiviteye sahiptir [109]. MAO-B selektif dozlari,
afektif bozukluklarin tedavisi i¢in etkili degildir [75]. Fare modellerinde ALS tedavisinde
faydali oldugu bildirilmistir [122]. Akut ve kronik uygulamada in vivo sigan beyninde ve
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karacigerde, MAO-B'nin inhibisyonu i¢in selejilinden 3 ila 15 kat daha etkili olmasina
ragmen,; in vitro olarak benzer etkilere sahip oldugu belirtilmektedir [108].

Rasajilin, oral uygulamadan sonra iyi absorbe edilir ve kolayca kan-beyin bariyerini
gecer. Oral biyoyararlanimi %35°tir ve maksimum konsantrasyona ulagsma siiresi (Tmax)
0,5-1 saattir ve bu deger gida alimi tarafindan degismez. Farkli raporlara gore dagilim
hacmi (V) 87-243 L arasinda degismektedir. Plazma albiimin baglanmas1 %60-70 olarak
kabul edilmektedir. Yarilanma Omrii 1,5-3,5 saattir. Baglica CYP1A2 ile hepatik
metabolizmaya ugrar. MAO-B inhibitorlerinin prototipi olan selejilinin aksine, potansiyel
olarak toksik amfetamin {iriinlerine degil; aminoindana metabolize edilir. ilacin oral
Klirensi 94,3 L/saattir [102].

Rasajilin tedavisi ile yaygin olarak goriilen yan etkiler; bas agrisi, uykusuzluk,
keyifsizlik, senkop, karaciger fonksiyon bozuklugu, kserostomi, abdominal rahatsizlik,
bulanti ve diyare, postiiral hipotansiyon, diskinezi, artralji, kilo kaybi, anoreksi,
depresyon, kusma, denge bozuklugu ve haliisinasyondur. Ancak tiim bu etkilere ragmen,
Iyi bir yan etki profiline sahiptir ve iyi tolere edilir. Hipertansif kriz riski tim MAOI’lar
ile mevcut oldugundan, rasajilin ile tedavi edilen hastalarda diyet tiramininin (6rnegin;
peynir ve sarap) ve sempatomimetik aminlerin (6rnegin; fenilefrin) kisitlanmasi
onerilmektedir. Bununla birlikte, klinik calismalar selejilin gibi rasajilinin de terapotik
dozajlarda “peynir etkisi” ile iliskili olmadigim1 gostermektedir. Hafif karaciger
yetmezligi olan hastalarda rasajilin plazma konsantrasyonu-zaman egrisi altinda kalan
alan (AUC) %80 ve Cmax %38 oraninda artar. Orta derecede karaciger yetmezliginde
AUC %568 ve maksimum serum konsantrasyonu (Cmax) %83 oraninda artmaktadir. Bu
nedenle, orta veya agir karacifer yetmezligi olan hastalarda rasajilin tedavisi
onerilmemektedir [102, 111]. Literatiirde bu ajanla ilgili yapilmis herhangi bir

hepatotoksisite ¢alismas1 bulunmamaktadir.

2.8. Parjilin

Bir bagka proparjilamin tiirevi bilesik olan parjilin; 6zellikle parkinson hastaliginda
endike, irreversibl segici olmayan MAO inhibitoridir (MAO-A igin ICso 0,01152
umol/L, MAO-B i¢in 0,00820 umol/L'dir). Parjilin, serotonin birikimini arttirdig1 igin,
klinik baglamda depresyon modelleriyle yapilan c¢alismalarda kullanilmaktadir.
Yapisindaki proparjilamin pargasi, néroprotektif 6zelliklerde 6nemli rol oynar [123-125].

In vivo deneyler neticesinde mitokondriyal hasara yol acan enerji bozulmasma karsi
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noroprotektif 6zellige sahip oldugu bildirilmistir [126]. Parjilinin ayn1 zamanda ¢esitli
meme kanseri hiicre hatlar tarafindan olusturulan tiimér biiylimesini azalttigi, hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi ve insan meme kanseri tedavisi i¢in antikanser potansiyele
sahip oldugunu belirten ¢alismalar mevcuttur [117, 127]. Tiramin etkisine neden olmaz
[128].

Parjilin, hepatik CYP450 enzimleri tarafindan yiiksek reaktif hepatotoksik ara tiriin
reaktif a, f doymamis aldehit olan propiolaldehite metabolize edilir. Propiolaldehitin,
parjilinin toksik etkilerini ortaya ¢ikaran muhtemel metabolit oldugu diistintilmektedir.
Propiolaldehitin dolayisiyla, parjilinin hepatotoksik etkilerinin incelendigi sig¢anlar
lizerinde yapilan bir calismada c¢esitli parjilin doz araliklarinda, si¢anlarin GSH
seviyelerinin ciddi sekilde tiikendigi, serum transferazlarmin ve karacigerin viicut
agirliga oranmin doza bagl bir sekilde onemli dlgiide arttigi, 11k mikroskopisi ile
incelenen histolojik boliimlerinde yiiksek dozda Onemli nekroz ortaya c¢iktig
belirtilmistir. Calismada parjlininin yiiksek dozlarda hepatotoksik potansiyele sahip
olabilecegi ve santrilobiiler nekrozun gosterdigi toksisiteye, parjlininin reaktif metaboliti

propiolaldehitin aracilik ettigi belirtilmektedir [129].

2.9. Safinamid

Oral olarak aktif bir alfa-aminoamid tiirevi olan, erken evre parkinson hastaliginda
dopamin agonistlerine, orta ve ge¢ evre parkinson hastaliginda levodopaya ek tedavi
olarak etkili; hem dopaminerjik hem de nondopaminerjik etki mekanizmalarina sahip; bu
sayede motor semptomlarda ve bazi motor olmayan semptomlarda iyilesmeler
saglayabilen, faz III klinik deneme asamasinda olan, giiglii, reversibl ve yliksek diizeyde
segici yeni bir MAO-B inhibitériidiir [130, 131]. Tiim bu 6zellikleriyle ¢oklu etkilere
sahip tek reversibl MAO-B inhibitorii olma 6zelligini tasir [132, 133]. Dopaminerjik
etkisi; glicli MAO-B inhibisyonu ile beyin dopamin konsantrasyonunun artmasina neden
olur. Safinamid, aym1 zamanda sodyum kanali antagonisti ve glutamat salinimi
inhibitoridiir [105]. MAO inhibisyonuna ek olarak dopaminerjik olmayan etkisini,
voltaja duyarli sodyum ve N tipi kalsiyum kanallar1 tizerindeki sirasiyla blokaj ve
modiilasyon etkileriyle glutamat saliniminin inhibisyonuyla gosterir. MAO-A'y1
etkilemeden gosterdigi MAO-B inhibitér aktivitesi, parkinson hastaliginda dopamin
biyoinaktivasyonunu Onledigi i¢in Onemlidir [74]. Cesitli hayvan modellerinde

glutamaterjik néronlar1 in vitro inhibe etme kabiliyeti sayesinde gii¢lii ndroprotektif ve
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antikonvulsan aktivite gosterdigi, parkinson hastaligimin erken déneminde motor
fonksiyonlarmni iyilestirirdigi ve bilissel gelisme sagladigi ¢alismalarla bildirilmistir [119,
134]. Klinik ¢aligmalar giivenli, iyi tolere edilebilir 6zellikte, essiz ve gesitli farmakolojik
bir profile sahip oldugunu ve bu nedenle parkinson tedavisi i¢in umut verici yeni bir ajan
oldugunu gostermektedir [133].

Giinde bir kez 50-100 mg oral dozda uygulanir, suda ¢6ziiniir, doza bagimli,
terap6tik doz araliginda dozajla orantili lineer farmakokinetik profil gosterir ve boylelikle
enteral emilimi, dogrusal ve uygulanan dozla orantilidir [105]. Yaygin olarak
biyotransforme edilir ve %95 oraninda yiiksek bir mutlak biyoyararlanima sahiptir. Oral
dozda 1,8-2,8 saatte pik plazma konsantrasyonuna ulasarak hizla absorbe edilir ve kararli
durumda herhangi bir birikme yapmaz. Insanlarda eliminasyon yari1 mrii 21-24 saattir ve
total klirensi 4,6 L/s’tir [133]. Plazma proteinlerine %92 oraninda baglanir ve sadece
kiiciik bir kismi (sirasiyla idrar ve digkidan %7 ve %1,5 oraninda) degismeden atilir.
Dagilim hacmi yaklasik 165 L'dir, bu deger viicut hacminin 2,5 katidir ve safinamidin
genis kapsamli ekstravaskiiler dagiliminin gostergesidir. Metabolizmasi agirlikli olarak
iki ana yoldan olusur. Potansiyel olarak CYP 3A4 ve 2C19 enzimlerini, MAO-A’y1 ve
aldehit dehidrogenaz (ALDH)’1 igeren bu karmasik ve ¢ok asamali siire¢ sonunda
safinamidin ana dolasimdaki plazma metabolitini temsil eden NW-1689 olarak
adlandirilan bir karboksilik asit metaboliti ve safinamid asit olusur. Sigan beynindeki
MAO-B inhibisyonu i¢in ICso seviyesi 0,098 uM'dir. insan trombositlerinde MAO-B igin
I1Cs0 0,009 uM'd1r. Siganlarda yapilan ¢alismalar MAO-B i¢cin MAO-A'ya gore 5000 kat,
insanlarda ise 1000 kat daha se¢ici oldugunu gdstermistir. Bu seciciligi sayesinde, yiiksek
dozlarda bile tiramin iligkili hipertansiyon riski diisiiktiir, peynir reaksiyonunu
indiiklemez ve kayda deger bir gida etkisi bulunmamaktadir [135]. In vitro deneyler
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYD2EI ve CYP3A4 tarafindan kontrol edilen oksidatif
metabolik yolaklarla ilgili herhangi bir etkilesime neden olmadigini gostermektedir [133].

Bildirilen advers etkileri arasinda bulanti, bas donmesi, diisme, uyku hali, bas
agris1, sirt agrisi, idrar yolu enfeksiyonlari ve gegici hafif diskinezi bulunmaktadir [105].

Safinamid ile tedavi edilen saglikli goniilliiler ve placebo grubunun vital bulgular,
kan/idrar biyokimyasal analizler ve advers etkiler yoniinden karsilastirildig1 ¢alismada;
iki grup arasinda sadece bir olguda zaman zaman gozlenen, tamamen geri doniistimli

olan ALT artisinin disinda, klinik olarak anlamli herhangi bir fark bulunmadigi
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gosterilmistir ve boylece safinamidin giivenli ve iyi tolere edilen bir ilag profili sergiledigi
kabul edilmistir [136].

Parkinson tedavisinde rasajilinin kullaniminin ardindan, Profesér Moussa Youdim
vd. tarafindan proparjilamin farmakoforu temel alinarak, spesifik farmakolojik etkilere
sahip, icerisinde ladostigil ve M30'un da bulundugu yeni bilesiklerin iiretimi icin

calismalar baslamistir [103].

2.10. Ladostigil

Ladostigil (TV-3326), MAO-B inhibitorii rasajilin ve karbamat kolinesteraz
inhibitorl rivastigminin bir kombinasyonudur. Boylelikle, asetilkolinesteraz/MAO'yu
birlikte inhibe eder ve noroprotektif 6zellik gosterir [137]. Bu bilesik MAO-A ve MAO-
B'ye karsi1 yaklasik olarak benzer aktivite gosterir ve santral sinir sistemi i¢in segicilige
sahiptir. Periferik dokularda diisiik MAO inhibisyonu sayesinde; tavsanlarda yapilmis
calismalarda 6nemli tiramin potansiyeline neden olmadig1 gosterilmistir [138]. MAO-A
ve MAO-B'nin neredeyse tamaminin inhibisyonuna neden olan 52 mg/kg gibi yiiksek bir
dozda, siganlarda dopaminin striatal seviyelerini arttirdig1 ve bu dozda siganlarda beyin
MAO'sunun yiiksek derecede inhibisyonu ile davranissal hiperaktiviteyi inhibe ettigi
gosterilmistir. Ladostigil’in, ana bilesik olan proparjilamin tiirevli rasajilinde goézlenen
noroprotektif ve antiapoptotik 6zellikleri de korudugu ¢alismalarla gésterilmistir [139].
Ladostigil, su anda demans ile birlikte parkinsonizm tedavisi i¢in gelistirilme
asamasindadir [140]. Literatiirde bu ajanla ilgili yapilmis herhangi bir hepatotoksisite

calismasi mevcut degildir.

2.11. M30

M30 (5-[N-metil-N-proparjilaminometil]-8-hidroksikinolin), 8-hidroksikinolinine
bir proparjil grubu ilave edilerek sentezlenen, in vitro olarak ladostigilden daha giiglii
beyin selektif irreversibl MAO-A ve MAO-B inhibitor aktivitesine ve ayrica demir
selasyon Ozelligine sahip lipofilik bir molekiildiir [103, 141]. Karaciger ve ince bagirsak
gibi periferal MAO enzim aktiviteleri {izerine etkileri ¢ok diistik diizeydedir [142]. M30,
ayrica tiraminin kardiyovaskiiler etkisini gliglendirmeyerek peynir etkisine neden olmaz
[119]. ICs0 degeri MAO-A i¢in 0,037 + 0,02; MAO-B igin 0,057 = 0,01'dir. M30 ile akut
ve kronik tedavide; dopamin, serotonin ve noradrenalin diizeylerinin arttig1 ¢alismalarda

gosterilmistir. Bu nedenle, diger se¢ici olmayan MAO-A ve MAO-B ve segici MAO-A
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inhibitorlerine benzer sekilde antidepresan aktiviteye sahip oldugu c¢alismalarda
vurgulanmaktadir. Dopamin ise esit olarak MAO-A ve MAO-B ile metabolize
edildiginden, gelistirilmekte olan beyin dopaminini degistirmeyen segici MAO-B
inhibitorlerine kiyasla daha yiiksek bir dopamin norotransmisyon potansiyeline sahip
oldugu ¢esitli calismalarda belirtilmektedir [143-145]. Parkinson hastaliginda
gangliyonlarda ve diger bazi nérodejeneratif hastaliklarda yiiksek diizeyde seyreden
demir diizeyleri i¢in, molekiiliin sahip oldugu demir selasyon 6zelligi, noroprotektif etkisi
sayesinde potansiyel kullanim i¢in umut verici bir strateji olarak goriilmektedir [146].
Ayrica, ¢alismalar M30'un insiilin lireten beta-hiicrelerinde oksidatif stres ile indiiklenmis
sitotoksisiteye karst onemli bir sitoprotektif etkinlik sergiledigini ve bu durumun
diyabetes mellitus tedavisinde terapotik kullamim i¢in faydali olabilecegini
gostermektedir [147]. Literatiirde bu ajanla ilgili yapilmig herhangi bir hepatotoksisite

calismas1 bulunmamaktadir.

2.12. Hepatotoksisitenin Biyogostergeleri

Biyolojik belirtecler (biyobelirtecler, biyogdstergeler); hayvanlarda veya
insanlarda fizyolojik, farmakolojik veya hastalik siireglerini yansitan; Ol¢tilebilir
ozellikler olarak tanimlanmaktadir. Biyobelirtegler toksikolojide; zararli bir maddeye
maruziyeti dogrulamak, toksikanta kars1 bireysel duyarlilig1 ve tedavi etkinligini izlemek
ve toksikantin organizmaya zararl etkilerini kantitatif olarak degerlendirmek icin
kullanilir. Karaciger, ilaglarin ve diger kimyasallarin advers etkileri i¢in genel bir hedef
oldugu icin; ksenobiyotiklere karsi istenmeyen karaciger yanitinin biyobelirtecleri
ozellikle onemlidir [15].

Karaciger hasar1 biyogostergelerinin ideal 6zellikleri arasinda karaciger i¢in organ
spesifitesi, histopatoloji ile gii¢lii bir korelasyon, serum transaminazlarinin performansi
veya ALT ve/veya AST ile olgiildiigiinde karaciger toksisitesi hakkinda ek bilgi saglama
yetenegi, tarama testlerinin ticari olarak temin edilebilen yiiksek verimli yontemlere
uyarlanabilirligi, serum veya idrar gibi kolayca toplanan biyosivilarda bulunabilirligi ve
preklinik tiirlerden insanlara translasyonu yer almaktadir [148].

Hali hazirda kullanilan biyobelirteg¢ paradigmasi, hasari olustuktan sonra tespit eder
ve smurli prognostik degere sahiptir. Hayvan ¢alismalar1 ve geleneksel klinik patoloji
Olciimlerini kullanan ila¢ adaylarinin preklinik degerlendirmesinin, insanlarda potansiyel

olarak hepatotoksik bilesiklerin %40'na kadarini tespit etmedigi tahmin edilmektedir
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[149]. Omik yontemler ise; hepatotoksisite igin istenen 6zgiinliige sahip ve potansiyel
olarak mevcut serum belirteglerinden daha erken bir hasar1 gisteren yeni prognostik
biyobelirtegleri belirlemek; karacacigere 6zgii translasyonel tani saglamak ve yeni toksik
yolaklar1 ortaya ¢ikarmak i¢in ¢ok uygundur. Toksikogenomik, proteomik ve
metabolomik dahil olmak iizere omik teknolojideki gelismeler; ilacin karaciger
tizerindeki potansiyel advers etkilerinin erken teshisi i¢in hepatotoksisite paternlerinin
tanimlanmasinda, yeni biyokimyasal yollar1 ve hepatotoksisite biyobelirteclerini ortaya
¢ikarmada ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir. Bu teknolojiler, preklinik hayvan
calismalarinda ve idrar ve serum gibi kolayca elde edilen biyosivilardaki hepatotoksisite
belirtegleri igin klinik ¢alismalarda kullanilmaktadir [150-152].

Degismis karaciger fonksiyonunu gosteren konvensiyonel biyobelirtegler arasinda;
hepatoseliiler hasarin [ALT, AST, glutamat dehidrogenaz (GLDH), total safra asitleri]
veya hepatobiliyer yaralanmanin [gama-glutamil transpeptidaz (GGT), ALP, 5’-
niikleotidaz (5°-NT), TBILI veya total safra asitleri) gostergeleridir. Ek testler albiimin,
total protein, trigliserit ve pihtilagsma 6l¢lim testlerini igerebilir [15, 153].

Serum hepatik sizinti enzimleri; ALT, AST, sorbital dehidrogenaz (SDH) ve
GLDH’1igerir. ALT, AST, GLDH ve SDH hepatosit sitoplazmasinda bulunurken; GLDH
ve AST'nin bazi bilesenleri mitokondri igerisinde de bulunur. Hepatosit hasarina bagh
hepatoseliiler ve mitokondriyal membranlarin membran biitiinliigiiniin degismesi, bu
enzimlerin periferal kan i¢ine sizmasina ve bdylelikle kandaki enzim diizeylerinin
yiikselmesine yol acar [15, 154]. Plazma enzim aktivitesindeki artisin biytikligi ve
stiresi; normal doku aktivitesine, hiicresel lokasyona, plazmadan ¢ikis oranina ve tipine

ve hasarin ciddiyetine ve siiresine baghdir [155].

2.12.1. Hepatoseliiler hasar gostergeleri: ALT ve AST

ALT aktivitesi, hepatoseliiler hasar i¢in en sik kullanilan biyobelirtegtir ve
karaciger hasarinin saptanmasi ig¢in klinik altin standarttir [156]. Amino asit
metabolizmasinda ve glukoneogenezde 6nemli bir rol oynar [157]. ALT; esas olarak
karacigerde lokalize olup, iskelet kas1 ve kalp dokusunda diisiik aktiviteye sahiptir.
Karaciger, kas ve kirmizi kan hiicreleri gibi ¢esitli dokularda daha yiiksek seviyelerde
bulunan AST'ye kiyasla daha spesifik ve duyarl bir hepatoseliiler hasar gostergesi olarak
kabul edilir [155]. Hepatoseliiler hasara bagli olarak her iki enzim diizeyi artmasina
ragmen ALT artisi; ALT'mn uzun yarilanma omrii (ALT 40-60 saat, AST 12 saat) ve
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AST'min mitokondriye bagli oranin (ALT sitozolik, AST hem sitozolik hem de
mitokondriyal lokasyon) daha yiiksek olmasi nedeniyle genellikle AST'den daha
biiytiktiir ve 6l¢iimii potansiyel olarak daha giivenilirdir [158].

Spesifik olarak, ALT aktivitesindeki >2xULN diizeyindeki artislar, hepatoseliiler
hasarin gostergesi olarak kabul edilirken; ALT aktivitesindeki >3xULN ve TBILI
konsantrasyonunda >2xULN diizeyindeki artis daha ciddi ve potansiyel olarak yasami

tehdit eden hepatoseliiler hasar durumunu gostermektedir [158].

2.12.2. Hepatoseliiler hasarin ek gostergeleri: SDH ve GLDH

SDH; sorbitol, fruktoz ve nikotinamid adenin diniikleotit (NADH)'Iin reversbil
oksidasyon-rediiksiyonunu katalize eder. Baslica karaciger, bobrek ve seminal
vezikiillerin sitoplazmasi1 ve mitokondrilerinde bulunmasina ragmen diger dokularda da
yaygin olarak bulunur. Kemirgenlerde akut hepatoseliiler hasarin spesifik bir gostergesi
olarak ve ayni zamanda insanlarda da 6nemli bir biyogosterge olarak kabul edilir [157].

GLDH, karaciger hasarinin ve toksisitesinin éngériilmesinde duyarli bir enzimatik
serum biyobelirtecidir. GLDH mitokondride bulunur ve glutamatin oksidatif
deaminasyonunda rol oynar. insanlarda bobrekte de eksprese edilmesine ragmen esas
olarak karacigerde bulunur ve bdylece serum aktivitesi hemen hemen sadece
karacigerden kaynaklanir. ALT'ye benzer sekilde, aktivitesi hepatoseliiler hasarla artar.
Serum GLDH aktivitesi karacigere, transaminazlardan daha 6zgiidiir ve iskelet kasi
hasarindan biiyiik 6l¢iide etkilenmez [156, 159].

Serum SDH ve GLDH aktivitelerinin karaciger hasari i¢in spesifik oldugu
gosterilmistir ancak uygun standartlastirilmis reaktiflerin eksikligi nedeniyle hepatik
hasar1 degerlendirmek igin yaygin ve rutin olarak kullanilmamaktadir [158].

Laktat dehidrogenaz (LDH) ve ornitin karbamiltransferaz (OCT); hepatoseliiler
toksisitenin potansiyel gostergeleri olarak kullanimi igin literatiirde zaman zaman
karsilagilan diger sizdirma enzimleridir; ancak bu enzimlerin hepatik Ozgiilliigi

tartismalidir ve bu nedenle rutin olarak kullanilmamaktadir [155].

2.12.3. Hepatobiliyer hasarin gostergeleri: ALP, GGT, 5°-NT ve TBILI

Hepatobiliyer fonksiyonu degerlendirmek igin yapilan testler, karaciger sentetik

kapasitesini ve hepatoseliiler alimi; metabolik islem ve atiliminin Sl¢limiinii yapan testler
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olarak siniflandirilir. ALP, GGT ve 5’-NT hepatobiliyer kokenli kolestatik-indiiksiyon
enzimleri olarak kabul edilir [155].

ALP ve GGT, bozulmus safra akimin1 (kolestaz) tespit etmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir [155].

ALP, 6zellikle hepatositler olmak iizere coklu dokularda hiicre zarlariyla iliskilidir.
Monofosfatazlar1 alkali pH'ta hidrolize eder. Oncelikle hepatobiliyer etkilerin ve
kolestazin bir gostergesidir [157]. Insanlarda, serum ALP aktivitesi kolestaz ile artar fakat
genel olarak <3xULN diizeyinde kalir [158].

GGT, serum aktivitesi Kkolestatik karaciger hastaliginda artan kanalikiiler bir
enzimdir. Karacigere, bobrege ve pankreas dokularina lokalizedir; ancak karacigerdeki
enzim konsantrasyonu bobrege gore diisiiktiir [157]. Dolasimdaki GGT aktivitesindeki
artiglar safra akis1 ve biliyer epitelyal nekrozdan kaynaklanabilir [158]. Kandaki serum
GGT aktivitesinin ¢ogu karacigere aittir ve bu nedenle tanisal olarak énemli bir enzimdir
[154]. GGT aktivitesi, Ozellikle kolestaz ve safra etkileri olmak iizere hepatobiliyer
yaralanmanin belirtecidir ve yiliksek hassasiyet gostermektedir [157].

Bahsi gegen kolestatik enzimlere ek olarak kolestazi tespit etmek igin TBILI de
kullanilabilir [154].

TBILI, indirekt (nonhepatik) ve direkt (hepatik) bilirubinin bilesimidir.
Hemoglobin degradasyonunun bu iiriinii, 6zellikle kolestaz ve safra etkileriyle birlikte
hepatobiliyer yaralanmanin belirtecidir [160]. Serum TBILI konsantrasyonundaki artislar
genellikle safra retansiyonunun sonucudur ve intrahepatik veya ekstrahepatik safra
akiminin bozulmasinin ve artmis eritrosit tahribati veya degismis bilirubin metabolizmasi
ile iligkili artan tiretimin ardindan ortaya ¢ikmaktadir [158]. Bilirubin, karaciger hasari
icin oldukca spesifik olmasina ragmen diisilk hassasiyete sahiptir ve karacigerin
ekskretuar kapasitesinin yaklasik yarisi kaybedildikten sonra 6nemli diizeyde artmaktadir

[156].

2.12.4. Karaciger fonksiyon parametreleri

Karaciger fonksiyon belirtecleri, hepatik sentetik ve sekretuar aktivitelerin periferal
gostergelerini, enterohepatik fonksiyonu veya karaciger alimini ve dolasimdaki
biyomolekiillerin atilimini ifade eder [15]. Karaciger sentez kapasitesinin azalmasini
tespit edebilen karaciger fonksiyon testleri arasinda albiimin, glikoz, koagiilasyon

faktorleri, amonyak ve iire nitrojen bulunur [155]. Total protein, albiimin, trigliseritler,
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kolesterol, glikoz, iire, aktive parsiyel tromboplastin zamani ve protrombin zamani
hepatik sentetik fonksiyonun ek gostergeleri olarak kabul edilir. Bu analitlerin sentezi i¢in
cok biliylik diizeyde rezerv kapasitesi oldugundan; bu parametrelerin kandaki
degisiklikleri genellikle karaciger fonksiyonunda 6nemli bir kayip (>%70-80) oldugunda
kendini gosterir [14]. Serum albiimin seviyesinde veya protrombin zamanindaki
degisiklik, karaciger fonksiyonundaki azalma ile iligkili olabilmesine ragmen karaciger
hastaligina 6zgii degildir [161].

Safra asitleri, fonksiyonel olarak katabolizmaya ve kolesterol eliminasyonuna
katkida bulunur; temelde pankreatik sekresyonlar: diizenler, gastrointestinal peptitlerin
salinimimi ve ince bagirsakta yagin (ve dolayli olarak yagda ¢6ziinen vitaminlerin)
sindirilmesine ve emilmesine yardimci olur. Safra asidi homeostazinin bozulmasi;
[IKH'nin erken bir gostergesidir ve karacier hasart ve fonksiyonel degisimi ile
artmaktadir. Dolasimdaki segilmis safra asitleri, potansiyel olarak hassas ve erken I[IKH
preklinik biyobelirtegleri olarak kullanilabilir [162].

Serum F proteini (HPD), karaciger hasarin1 gosteren bir baska duyarli ve spesifik
biyobelirtegtir [156]. Tirozin katabolizmasinda anahtar bir enzim olan 4-hidroksifenil
piruvat dioksigenaz olarak tanimlanmistir. Saglikli bireylerde, diisiik serum
konsantrasyonlarinda bulunur ve esas olarak karacigerde, daha az miktarda bobreklerde
tiretilir. Hepatoseliiler hasarli hastalarin serumlarinda ise yiiksek diizeyde bulunur. Baz1
caligsmalar, konvensiyonel karaciger fonksiyon testlerinden (AST, ALP, GGT aktiviteleri)
daha duyarl ve spesifik bir karaciger hasar1 gostergesi ve karaciger hasariin histolojik
degerlendirmesiyle yakin iliskili oldugunu gostermektedir [157].

Glutatyon-S-transferaz alfa (GSTa) plazma seviyeleri de karaciger hasarinin
biyogdstergesi olarak kullanilabilir. Ekspresyonu karaciger ve bobrek ile siirlidir,
karacigerde sentrilobiiler hiicrelerde yiiksek bir konsantrasyona sahiptir. Bu nedenle,
karaciger hasarina 6zgii bir belirte¢ olarak kullanilma ihtimali yiiksektir [156]. GST'ler,
GSH metabolizmasinin 1. fazi sirasinda olusan reaktif metabolitlerle konjugasyonunu
katalize eden, indiiklenebilir faz II detoksifikasyon enzimleridir. Bu etki toksisiteyi azaltir
ve idrar atilimini kolaylastirir [157, 163].

Arginaz, arginini iire ve ornitine katalize eden bir hidrolazdir. Serum arginaz I,
karacigere yiiksek diizeyde 6zgiidiir ve bu 6zelligiyle diger karaciger enzimlerine kiyasla
daha yiiksek preklinik hassasiyet gosterir ancak pratikte preklinik arginaz | tahlili mevcut
degildir [157, 164].
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2.13. In Vitro Hepatotoksisitenin incelenmesi ve Onemi

Karaciger, sistemik dolagimdaki dogal ve sentetik bilesiklerin detoksifikasyonunda
primer goreve sahiptir. Diger biyolojik ve fizyolojik fonksiyonlari arasinda alblimin, safra
tuzlar1 ve kolesterol gibi kritik kan ve safra bilesenlerinin {iretimi ve salgilanmasi yer alir.
Ayrica protein, steroid ve yag metabolizmasimin yan sira vitamin, demir ve seker
depolamasinda da gorev alir. Parankimal hiicreler veya hepatositler, karacigere atfedilen
fonksiyonlarin c¢ogunu yerine getiren, oldukca farklilagmis epitelyal hiicrelerdir.
Hepatositler, iki farkli membranin korumasinda yiiksek derecede polarize edilmis
hiicrelerdir. Siniisoidal ve kanalikiiler membran alanlar1 siki baglantilarla ayrilir; dnemli
Olciide yapisal, bilesimsel ve fonksiyonel farkliliklar gosterir. Polarize hiicre ve membran
yapisinin korunmasi, normal safra atilimini ve ksenobiyotik eliminasyonu saglamak i¢in
gereklidir [45, 165].

[lag endiistrisi igin daha az advers etkiye, ongdriilebilir farmakokinetik &zelliklere
ve Olciilebilir ilag-ilag etkilesimleri ile daha giivenli ilaglar1 iiretme temel amaglardan
oldugundan; potansiyel hepatotoksisitenin  degerlendirilmesi  yeni ilaglarin
gelistirilmesinde kritik bir adimdir. Bilesik optimizasyonu, ilag gelistirme agamasinda
onemli bir agamadir ve insan in vivo toksisitesini yansitan in vitro tarama sistemlerinin
olusturulmasi, erken giivenlik degerlendirmesi i¢in gereklilik arz eder. insan hiicresel
modelleri, ilaca bagl karaciger hasarini ve altta yatan yatkinligin molekiiler ve hiicresel
stireglerini anlamak i¢in degerli araglar olusturur [43].

Pek ¢ok preklinik aday bilesik, organ toksisitesini indiiklemesi nedeniyle Gida ve
flag Dairesi (FDA) ve Avrupa ilag Ajansi1 (EMA) gibi diizenleyici kuruluslar tarafindan
onay alamaz [158]. Organ toksisitesi yiiziinden ¢alismalari sonlanan preklinik aday
bilesiklerin yarisindan fazlasi; nekroz, steatoz, kolestaz, proliferasyon, enflamasyon ve
safra kanali hiperplazisi dahil olmak {izere hepatotoksik etkiler gdstermektedir. Yeni
terapotiklerin insanlarda karaciger hasarina yol agma potansiyelinin degerlendirilmesi,
preklinik tiirlerde hepatotoksisitenin histomorfolojik ve klinik patolojik u¢ noktalarinin
kapsamli bir sekilde degerlendirilmesine dayanmaktadir. Ayrica tahminler; mevcut klinik
oncesi test rejimlerinin, klinik ¢calismalarin yapildig1 vakalarin sadece %50'siyle hepatik
advers olaylar yoniinden iliskili oldugunu gostermektedir [157].

Ulusal Arastirma Konseyi (NRC) tarafindan 2007 yilinda yayimlanan, “21.
Yiizyilda Toksisite Testi: Bir Vizyon ve Strateji” baglikli raporu, in vivo toksikolojik

calismalar yerine in vitro sistemlerin kullanimini desteklemekte ve in vivo arastirmalara
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alternatif stratejiler gelistirmeyi saglamaktadir. Raporda in vivo c¢alismalarin; insanlarin
maruz kaldig1 kimyasallarin ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarmi ve bilesimlerini
degerlendiremedigi, etki mekanizmalarina iligkin yeterli bilgi saglamadigi, yanitlarda ve
duyarlilikta kisiler aras1 degiskenligi agiklayamadigi belirtilmektedir. Raporda ayrica, in
vitro calismanin; hiicresel yanit aglarini, toksisite yollarini, etki mekanizmalarini agiga
cikarabildigi; yiiksek hizli caligmalara ve genom temelli arastirmalara olanak sagladigi,
doz-yanut iligkilerini gelistirdigi, in vivo ¢alismadan ¢ok daha fazla konsantrasyonlarin
degerlendirebildigi, farmakokinetik ve dinamik modellerin iiretimi i¢in bilgi sagladig:
vurgulanmaktadir [166].

Preklinik tiirler ile diger dokular etkileyen insan toksisiteleri arasindaki yliksek
korelasyonun aksine; hepatotoksisite hayvan c¢aligmalar1 ile diisiik bir uyum
gostermektedir. Toksisite testlerinde in vitro modellerin kullanilmasi; hayvan sayisinda
azalma, hayvan idame ve bakim maliyetlerinin azaltilmasi, test i¢in gerekli kimyasallarin
diisiik miktari, ihtiya¢c duyulan siirenin kisaltilmasi, hepatik olmayan faktorlerin etkisi
olmaksizin kesin olarak kontrol edilen bir ortamda spesifik parametrelerin arastirilmasi
ve ¢oklu kimyasallar1 ve metabolitlerini degerlendirmedeki verimde artis dahil olmak
lizere bircok avantaja sahiptir. /n vitro sistemler ayrica arastirmacilarin kimyasal
metabolizmay1 incelemeleri, toksisite mekanizmalarini degerlendirmeleri, enzim
kinetiklerini dlgmeleri ve doz-cevap iliskilerini incelemelerini saglar [166, 167]. /n vitro
veriler, geleneksel in vivo yontemlerle kombinasyon halinde yeni bilesiklerin
giivenlik/risk potansiyelini tahmin etmek ve optimizasyon ve klinik izlemede Oneriler
iiretmek icin kullanilabilir. /n vitro sistemlerin basitligi, etik kabullerini arttirir ve
verilerin daha kolay analiz edilmesine ve yorumlanmasina olanak saglar; ancak
sonuclarin uygunlugunu ve diizenleyici otoriteler tarafindan kabul edilebilirligini azaltir
[168].

Tarihsel olarak, toksisite testinin amaci; basit sitotoksisite analizleri (canli/6li
boyalar, LDH sizintis1, adenozin trifosfat, MTT kullanarak HepG2, HepaRG veya
kemirgen primer hepatositleri gibi belirlenmis hiicre hatlarinda akut toksinleri ve ilaglar
basitce degerlendirmektdir. IIKH'nin birgok formu, insan spesifik metabolizmas1
tarafindan iretilen reaktif metabolitlerden kaynaklandigi i¢in; ¢aligmalarin metabolik
acidan yetkin insan hepatositleri ve parankimal olmayan hiicrelerle yapilmasi 6nemlidir.
Bu yaklasim, genel olarak ilgili faz I metabolik aktivitesi, faz Il konjugasyonu, ilag

klirensi ile ilgili tasiyict fonksiyonlar: eksik olan insan hiicre hatlarin1 veya farkl
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metabolik ila¢ klirensi yollarina sahip olabilen kemirgen primer hepatositlerinin
kullanimin1 ekarte etmektedir [169].

Hassas kesilmis karaciger dilimleri, izole edilmis ve kiiltiirlenmis hepatositler,
oliimsiizlestirilmig hiicre hatlar1 ve hepatik hiicre dizileri olmak iizere karaciger kaynakli
in vitro sistemler, in vivo hepatotoksisiteye vekil modeller olarak; kimyasallarin ve
ilaclarin potansiyel advers etkilerinin arastirilmasini saglamak ve hepatotoksisite ile ilgili
mekanizmalari tanimlamak i¢in yaygin olarak kullanilan en 6nemli sistemlerdir. Dokular,
hiicresel ve hiicre i¢i preparatlar, hepatotoksisite ¢aligmalari i¢in uygulanmakta olup her
biri belirli avantajlar1 ve kisitlamalar1 barindirmaktadir. Her iki modelde de sinirlamalar
olmasina ragmen; oliimsiizlestirilmis hiicre hatlar1 ve izole primer insan hepatositleri,

karaciger toksisitesi testleri iginde su anda en yaygin kullanilan in vitro modellerdir [170].

2.14. In Vitro Toksisite Degerlendirmesinde Kullanilan Yéontemler
2.14.1. Sitotoksisite degerlendirmesi

In vitro toksisite testleri incelendiginde en gegerli olanlarindan ilki sitotoksisite
testleridir. Bu testler diger ileri diizeyde mekanistik yaklagimlara temel olusturmaktadir
ve yeni bilesikleri karsilastirmak igin yararli bir aragtir [171]. Sitotoksisite, ¢ok bolmeli
plakalarin (96, 384 ve 1536 yuvali) kullanimiyla ¢esitli hiicre tiplerinde kolaylikla
Olciilebilir.  Sitotoksik etki mekanizmasi g¢esitli son noktalarin  kullanimiyla
degerlendirilebilir. Ornegin; MTT metabolizmasi ve hiicresel ATP igerigi, mitokondriyal
bozulmadan kaynaklanan sitotoksisiteyi 6lgmek i¢in; plazma membran hasar1 i¢in LDH,
AST ve ALT gibi sitoplazmik enzimler; apoptoz igin kaspaz aktivasyonu ve reaktif
metabolitlerin olusumu i¢in hiicresel indirgenmis GSH kullanilir. Bu son noktalarin
yiiksek icerikli coklu parametre sitotoksisite analizleriyle kombinasyon halinde
kullanilmasinin toksisite tahmininin dogrulugunu arttirdigr c¢esitli calismalarda
bildirilmistir [172, 173].

MTT testi, sitotoksisitenin degerlendirilmesinde standart ve giivenilir bir yontem
olarak onem tasimaktadir. Yaygin olarak kullanilan diger sitotoksite testleri ise ndtral
kirmizi, propidiyum iyodiir (PI) testi, membran biitiinliigii/LDH salinimi, GSH tiikenmesi
ve tripan mavi testidir [174, 175].

2.15. Hiicresel Oliim Cesitlerinin Belirlenmesi
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Cok hiicreli organizmalarda homeostaz, hiicre proliferasyonu ve hiicre Oliimii
arasindaki denge ile saglanir. Oliim tiiriinden bagimsiz olarak in vivo hiicre 6liimii,
fagositik kapasiteyi asmadigr ya da fagositozun deregiilasyonu ya da islevsel olmadig:
zaman araligr boyunca genellikle tespit edilmeden kalir. Literatlirde hiicre 6liimiiniin
apoptoz (tip I), otofaji (tip II) ile iligkili hiicre 6liimii ve nekroz (tip III) olmak {izere ii¢
ana morfolojisi tanimlanmustir [176]. Hiicre 6liimlerini tanimlamak ve birbirinden ayirt
etmek i¢in ¢esitli teknikler gelistirilmistir. Bu teknikler; (1) morfoloji (hizlandirilmis ve
transmisyon elektron mikroskobu ve akis fluorositometrisi); (2) hiicre yiizeyi belirtecleri
(akis fluorositometrisi ile membran gegirgenligine karsi fosfatidilserin maruziyeti); (3)
hiicre ici belirtegler (akis fluorositometrisi ile oligoniikleozomal DNA fragmantasyonu,
kaspaz aktivasyonu, Western blotting ile sitokrom c salimi1); (4) hiicre dis1 belirteglerin
slipernatant i¢inde salinimi (kaspazlar, yiiksek mobilite grubu protein 1 ve sitokeratin 18)
baslica olmak {izere ¢esitli hiicre 6liim parametrelerine dayanmaktadir [177].

Apoptoz; ¢ok hiicreli organizmalarda gelisim sirasinda gereksiz hiicrelerin atilmasi
ve doku homeostazinin korunmasinda (enfekte olmus ve hasar gormiis hiicrelerin yok
edilmesi i¢in) 6nemli rol oynayan bir programlanmis hiicre 6limii seklidir. Molekiiler
diizeyde kaspaz adi1 verilen 6zel bir proteaz dizisi tarafindan gergeklestirilir. Apoptoz
geciren hiicreler; plazma membran sismesi, hiicre biliziilmesi, plazma zarinin
biitiinliigliniin bozulmasi, kromatinin niikleer membrana marjinlenmesi ile kromatin
yogunlagmasi, fosfatidilserin dislanmasi, apoptotik cisimlerin olusumunu takip eden
karyoheksis (¢ekirdek parcalanmasi), interniikleozomal DNA boliinmesine ve genis DNA
fragmantasyonuna neden olan endoniikleazlarin aktivasyonu, kaspazlarin mutlak bir
hiicre 6liimii belirteci olarak aktivasyonu ve apoptotik cisimlerin olusumu gibi tipik iyi
tanimlanmis ortak morfolojik degisiklikler sergiler [171, 178, 179].

Otofaji, ¢ift membranh otofajik vakuollarin varlig1 ile karakterize edilir ve besin
maddesi veya biiyiime faktorii yoksunlugu bulunan hiicrelerde aktive olan hayatta kalma
mekanizmasidir. Uzun 6miirlii proteinler ve biitlin organeller igin hiicre i¢i toplu bozulma
sistemidir. Hiicresel stres devam ettigi siirece hiicre 6liimii, tek basina otofaji ile devam
edebilir veya apoptotik veya nekrotik hiicre 6liimii 6zellikleri ile iliskili hale gelir [180].

Nekroz (onkozis), hizli sitoplazmik sislik ile karakterize edilir ve plazma membran
rliptiirii ve organel yikimi ile sonuglanir. Nekroz; sicaklik, ozmotik sok, mekanik stres,
donma-¢ozdiirme ve yiiksek H202 konsantrasyonu gibi asir1 fizikokimyasal stresin bir

sonucu olarak da ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle hiicre 6liimii, stresin hiicre tizerindeki
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dogrudan etkisi nedeniyle hizli bir sekilde ger¢eklesmekte ve hiicre 6liimii siireci kazara
ve kontrolsiiz olarak tanimlanmaktadir. Nekroz, 6zellikle insan patolojilerinde siklikla
istenmeyen hiicre kaybuiyla iliskili oldugundan diger hiicre 6liimii bi¢imlerinden ayirt

edilmesi 6nem tagimaktadir [177, 181].

2.16. Genotoksisite Degerlendirmesi

Gen ve kromozom iizerindeki farkli mutasyon asamalarini igeren in Vitro
genotoksisite testleri yardimiyla genotoksik potansiyel belirlenebilmektedir. DNA
hasarinin degerlendirilmesinde siklikla kullanilan yontemler; Comet (Tek hiicreli jel
elektroforez yontemi) tahlili, genellikle genotoksik ajanlarin toksik potansiyelini
degerlendirmek i¢in kullanilan mikroniikleus testi, hiicre boliinmesi bozuklugu tespiti
i¢in kullanilan kromozomal sapma testi, hiicre 6liimiinii belirlemek i¢in ¢ok sik kullanilan
hiicre dongiisii ve DNA igerik analizidir. Hiicre dongiisii analizi ve hiicrelerin DNA igerik
Olciimii, PI gibi niikleik asit boyama boyalar1 kullanilarak akis sitometrisi ile
degerlendirilebilir [171]. Akis sitometrisi, kimyasallarin toksik etkilerinin taranmasinda;
hiicre dongiisii, apoptoz ve nekroz gibi gesitli parametreleri kiimiilatif olarak anlama

imkan1 sunan 6nemli bir yontemdir [182].

2.17. Flow (Akas) Sitometrisi

Akis sitometrisi hiicre 6liimiinii ¢esitli sekilleriyle 6l¢mek ve karakterize etmek i¢in
gliclii bir secimdir ve saglam bir veri tekrarlanabilirligi saglar. Akis sitometresi,
hiicrelerin bir 151k kaynagimin oniinde tek tek akisini aydinlatan ve daha sonra
aydinlatmadan kaynaklanan hiicrelerden gelen sinyalleri tespit edip iliskilendiren bir
yontemdir [183]. 1960'larda kullanilmaya baslanmasindan giinlimiize kadar hiicre
biyolojisi arastirmalari i¢in vazgecilmez bir ara¢ olmustur. Teshis, arastirma ve ilag kesif
uygulamalarinda yiiksek dogruluktaki nicel Ol¢iimlere imkan saglamaktadir [184].
Baglangigta partikiillerin sadece boyutlarinin 6lgiilebildigi akis sitometrileri ile
giinimiizde ¢esitli boyalar ve antikorlar kullanilarak pek ¢ok durum (biitiin hiicre ve
organeller, mikroorganizmalar, c¢ekirdekler, DNA, RNA, kromozomlar, sitokinler,
hormonlar ve protein igerigi gibi); optik ve floresans Ozelliklerine gore tespit
edilebilmektedir. Hiicre proliferasyonu ve hiicre dongiisli analizi, kalsiyum akis1 ve
membran potansiyelleri Olgtimleri gibi hiicresel bilesenler de akis sitometrisinde sik

arastirilan 6rneklerdir [185].
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Akis sitometrisinin temel prensibi, hareket eden pargaciklara ¢arpan uyarma
kaynagindan (genellikle bir lazer 1sin1) gelen 151k sagilimi ve floresans emisyonu ile
ilgilidir. Elde edilen veriler pargaciklarin biyokimyasal, biyofiziksel ve molekiiler yonleri
hakkinda degerli bilgiler verebilir. Multiparametre analizi sayesinde sitometri, 11k
sagilimi ve floresans 6l¢limlerine dayanan bircok hiicre 6zelligi korele ederek sonug verir.
Isik sagilmasi hiicrenin yapisal ve morfolojik 6zellikleri ile dogrudan iliskiliyken, bir
floresans probundan tiiretilen floresan emisyonu, hiicreye veya hiicresel bilesene bagh
floresan prob miktar1 ile orantilidir [180, 185]. Akis sitometrisinin baslica avantajlari
arasinda belirli bir hiicre proliferasyonu veya apoptoz profili ile ilgili redoks durumunun
hizli (saniyede bin hiicre) ve dogru bir sekilde degerlendirilmesi icin farkli ilag
muameleleri altinda ¢ok sayida 6rnegin eszamanl dl¢limiine izin veren yiiksek verimlilik
saglamas1 ve bir seferde farkli hiicresel olaylarin korelasyonuyla ¢oklu o&l¢iim

yapabilmesi bulunur [186, 187].

2.18. Oksidatif Stres

In vitro olarak toksisitenin ve mekanizmasmim belirlenmesi icin mutlaka
degerlendirilmesi gereken bir belirtec de oksidatif strestir. /n vitro deneylerde oksidatif
stresin aydinlatilmasi, olas1 toksik etki mekanizmalardan biri olarak 6nem tagimaktadir
[171, 174]. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumu hiicresel stres i¢in ortak bir isarettir.
ROT hiicrenin savunma sistemini astiginda ve redoks homeostazinda degisiklik
oldugunda, sonug¢ oksidatif stres olur [188]. ROT ve oksidatif hasarin kanser,
ateroskleroz, diger norodejeneratif hastaliklar ve diyabet gibi birgok hastalikta onemli
rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle, ROT'un ve oksidatif hasarin dogru bir sekilde
ol¢iilebilmesi son derece 6nem tasir [189].

Oksidatif stres terimi ilk olarak 1985 yilinda Helmut Sies tarafindan ROT
seviyelerinin; biyolojik sistemdeki potansiyel hasara yol agan, antioksidan savunmalarin
kapasitesini onemli 6l¢iide bastirdig1 bir durumu ifade etmek i¢in tanimlanmistir. Orta
derecedeki oksidatif stres hiicre disfonksiyonuna ve degismis davranisa (hizlandirilmis
yaslanma, anormal proliferasyon, diizensiz iltihapli enflamatuar cevaplar ve hiicre
tiimorijenezi) neden olurken, son derece artmis oksidatif stres genellikle hiicre 6liimiine
neden olabilir [190-194].

Hiicreler i¢indeki oksidatif stresi dlgmenin yaygin yollari, GSH 6l¢timii, oksidatif

strese duyarl transkripsiyon faktorleri, oksijen radikallerinin kolorimetrik veya floresan
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bazli problarla 6lgtilmesi yontemleridir [174]. Hiicre igi ROT seviyelerinin uygun sekilde
Olclilmesi; hiicre fonksiyonunun ve ila¢ toksisitesinin redoks diizenlenmesini

anlayabilmek i¢in olduk¢a dnemlidir [186].

2.19. Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikallerin hiicre fizyolojisi ve patolojisindeki faydali ve zararli rollerini
inceleyen caligmalarin ana odagini, ROT adi verilen oksijen igceren yiiksek giiclii
oksidanlar olusturur. ROT terimi; siiperoksit anyon radikali (O2) ve hidroksil (HO)
radikal gibi oksijensiz radikalleri ve H202 ve singlet oksijen (*Oz) gibi radikal olmayan
oksidanlar1 kapsar. ROT, aerobik solunumun bir sonucu olarak normal sartlar altinda
stirekli olarak iretilir; enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalarla birbirlerine
dontstiiriilebilir. ROT'un temel i¢ kaynagi mitokondriyal elektron tagima zinciridir ve
hemen hemen her memeli hiicre tipi tarafindan iyonlastirict radyasyon, nikotinamid
adenin diniikleotit fosfat (NADPH) oksidaz, sitokrom P450 rediiktaz, ksantin oksidaz ve
nitrik oksit sentaz gibi ¢esitli endojen kaynaklardan tiretilmektedir [186, 188]. Bununla
birlikte ROT seviyeleri sadece iiretilen oranla degil ayni1 zamanda hiicresel antioksidan
savunmalarin varlig1 ve aktiviteleri ile de belirlenir. Bazi g¢evresel kimyasallarmin yant
sira ilaglar da elektrofilik metabolitler olusturmak iizere metabolize edilir [190, 191].

Son arastirmalar, ROT’un hiicre i¢i sinyal yollarinin 6nemli fizyolojik
diizenleyicileri olarak islev gordiiglinii ve ROT'un biiylime faktorii stimiilasyonuna
cevaptan inflamatuar yanitin olusumuna kadar degisen cesitli fizyolojik parametreleri
diizenledigini ve diizensiz ROT sinyalinin bir dizi insan hastaligina neden olabilecegini
gostermektedir [195]. ROT sinyali ve rolii; hiicre gogalmasi, farklilasmasi, migrasyon,
immiin cevap, hiicre yaslanmasi ve Oliimii, iskemiye bagli hastalik, ateroskleroz,
norodejeneratif hastalik, malign transformasyon, diabetes mellitus, romatoid artrit,
yaslanma gibi kalitsal veya edinilmis patolojilerle iliskili hayati hiicresel fonksiyonlarda
oldukca onemlidir. Redoks homeostazinin; mitokondri, hiicreler ve organizmalarin
normal calismasi i¢in kritik bir faktor oldugu literatiirde ortak olarak bildirilen goriistiir
[196, 197]. Hiicrelerde baz1 biyotik veya abiyotik kosullara cevap olarak ROT seviyesi
artabilir ve boylelikle farkli hiicre 6liimii veya otofaji yolaklarinin aktivasyonu i¢in sinyal
verebilir [187, 198, 199].

Memeliler, hayati biyomolekiilleri ROT'tan ve ilgili tiirlerin aracilik ettigi hasardan

korumak igin bir dizi antioksidan savunma sistemi gelistirmistir. Antioksidan terimi; bir
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hedef biyomolekiiliin ROT kaynakli hasarin1 onleyebilen, azaltabilen veya onarabilen
herhangi bir madde olarak tanimlanabilir. ROT’un hedef molekiilleri genellikle
proteinler, lipitler ve niikleik asitlerdir [200]. Antioksidanlarin; (i) halihazirda olusan
ROT'u dogrudan temizleyen antioksidanlar, (ii) hiicresel kaynaklardan ROT olusumunu
engelleyen antioksidanlar ve (iii) ROT'un neden oldugu hasar veya modifikasyonlari
ortadan kaldiran veya onarabilen antioksidanlar olmak iizere li¢ temel etki sekli vardir
[190, 191].

Antioksidanlar ayrica birincil veya ikincil savunma mekanizmalar1 olarak da
ayrilabilir. Primer antioksidan savunma bilesenleri, hiicre i¢i hedeflere zarar vermeden,
dogrudan ROT"u yakalayarak oksidatif hasar1 6nleme islevini yerine getirir. Siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (Gpx), katalaz ve tioredoksin rediiktazdan olusur.
Bugiine kadar dort SOD smifi tanimlanmistir. Bunlar Mn-SOD, Cu, Zn-SOD, Ni-SOD
ve hiicre dis1t SOD'dur. Dort SOD enziminin tiimii, serbest radikal stiperoksidi, H202'ye
doniistiirerek tahrip eder. H202, hiicredeki ana ROT'tan biridir ve dogrudan hiicreler arasi
haberci gorevi goriir. Diisiik seviyeler apoptoza neden olurken, yiiksek seviyeler nekroz
veya kaspaz bagimli apoptoza yol acgabilir. H202'ye karst birincil savunma
mekanizmalari, GSH redoks dongiisii boyunca katalaz ve Gpx’tir. Katalaz bilinen en
etkili enzimlerden biridir. Sitozolik veya mitokondriyal bolmelerde katalazin asiri
ekspresyonunun, hiicreleri oksidatif yaralanmalara karsi korudugu gosterilmistir. GSH
sistemi muhtemelen hiicrede bulunan en 6nemli hiicresel savunma mekanizmasidir. GSH,
sadece bir ROT tutucu olarak islev gormez, ayn1 zamanda hiicre i¢i redoks durumunun
diizenlenmesinde de islev goriir. GSH, Gpx ve glutatyon rediiktazdan olusur. Gpx, H202
ve diger peroksidazlarin azalmasini katalize eder ve GSH'yi oksitlenmis distilfiir formuna
(GSSG) dontistiriir. GSSG daha sonra glutatyon rediiktaz ile GSH'ye rediikte edilir.
Hiicrenin GSH'yi yeniden iiretme kabiliyeti (GSSG'nin rediikte edilmesi veya GSH'nin
yeni sentezi), oksidatif stresin yonetilmesinde 6nemli bir faktérdir [189, 197]. DNA
bazlarinin oksidatif hasarindan sorumlu olan en giiclii ve agresif oksidan ise, nispeten kisa

bir yar1 omre sahip olan hidroksil radikalidir [192, 201, 202].
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

2',7'-Diklorofluoresin diasetat : Santo Cruz Biotechnology
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum ) )
. Sigma-Aldrich
bromiir (MTT)
Dimetil siilfoksit (DMSO) : Carlo Erba

Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM)  : Wisent Bio Products

FITC Annexin V Apoptoz Kiti : BD Biosciences
Fosfat tamponu ¢ozeltisi : Biomatik

Fotal s1gir serumu . Capricorn Scientific
Klorjilin . Sigma-Aldrich
Moklobemid : Sigma-Aldrich
Penisilin-streptomisin ¢ozeltisi : Wisent Bio Products
Selejilin : Sigma-Aldrich
tert-Biitil hidroperoksit, %70 : ACROS Organics
Tripsin-EDTA ¢ozeltisi : Wisent Bio Products
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3.2. Kullanilan Cihazlar

Akis sitometre cihazi : BD Biosciences FACS Aria lll
Biyogiivenlik kabini : Heal Force HF Safe 1800

Buz makinasi : Kale Kd 030

Buzdolabi . Arcgelik 2470 NEX

Derin dondurucu (-20°C ve -80°C) . Argelik 2470 NEX

ELISA plak okuyucusu : Biotek Eon

Enjektor filtresi (0,2 um por biiytikliigi) . Aisimo

Hassas terazi : Ohaus Pioneer PA64

Hiicre kiiltiir kab1 (25 ve 75 cm?) - Nest

Hiicre plagi (6, 24 ve 96 kuyucuklu) - Nest

Hiicre Sayim Cihazi : Bio-Rad TC20

Inkiibator (CO2 déniisiimlii) : Thermo Fisher Scientific Hera Cell 240
Kilitli kapakli mini santrifiij tiipleri (2 mL) - Nest

Kriyo tiip - Nest

Otoklav : Hirayama HG-80

Otomatik pipet (10, 20, 100, 200 ve 1000 uL) : Eppendorf

Pipet ucu (10, 20, 100, 200, 300 ve 1000 uL.)  : Nest

Polipropilen tiip (15 ve 50 mL) - Nest

Sogutmali santrifiij : Eppendorf Centrifuge 5810 R

Steril polipropilen santrifiij tiipti (15 ve 50 mL) : Isolab

Steril serolojik pipet (5, 10, 25 ve 50 mL) :LP

Termostatli su banyosu : Wise Clean Wisd WUC-D06H
Ters mikroskop : Leica DMil

Vorteks : Bio-Rad BR-2000
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4. YONTEMLER

Karaciger hiicre hatlari, normal karaciger hiicrelerinin faz I ve faz II
metabolizmasindan sorumlu fonksiyonel enzimlere benzer genotipik ve fenotipik
Ozellikler — gosterdigi  icin  toksik  kimyasallarin  tespiti ve hepatotoksisite
degerlendirilmesini saglamada en iyi se¢imdir. Toksisitenin anlasilmasinda bir¢ok
hepatik in vitro model kullanilmaktadir. Karaciger hiicre hatlart HepG2, Hep3B, HBG ve
HepaRG karaciger toksisitesi g¢alismasinin in vitro degerlendirmesinde kullanilan,
genellikle 6liimstizlestirilmis karaciger kokenli hiicre hatlaridir [171]. Tuschl ve Schwab,
calismalarinda insan karaciger kanseri hiicre hattt HepG2’nin karsilastirildiklar diger
hiicrelere gore, karaciger toksisitesinin degerlendirilmesi ve bazi kimyasal bilesiklerin
hiicre dongiisii etkilerinin karsilastiritlmasinda en iyi in vitro model oldugunu bildirmistir
[182].

Tez maddelerinin hepatotoksisitesinin arastirilmasinda insan hepatoseliiler
karsinoma hiicre hatt1 HepG2 (ATCC®HB-8065™) kullanilmustir. Besiyeri olarak %10
fetalbovin serum ve %1 penisilin-streptomisin (100 1U/mL-100 mg/mL) ilave edilmis

Dulbecco's Minimum Essential Medium kullanilmustir.

4.1. Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda steril malzemeler kullanilmistir. Caligmalar steril
kabinde gergeklestirilmistir. Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu [American Type Culture
Collection (ATCC)]’dan alinan hiicre hatt1 dnerilen besiyeri kullanilarak %5 CO2 igeren
nemli atmosferde ve 37°C’deki inkiibatorlerde iiretilmistir. 25 cm?’lik ve 75 cm?’lik
flasklarda gelistirilen hiicreler, haftada bir veya iki kez tripsinlenerek alt kiiltiirlerine

ayrilip ¢ogaltilmistir [203, 204].

4.2. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Deneylerde kullanilan HepG2 hiicrelerinin ¢ogaltilmasi ve deneye hazirlanmasi
i¢in 2-3 giinde bir rutin olarak pasajlama islemi yapilmistir. Inkiibatérden alinan hiicre
kiiltiir sigesi, Olii hiicrelerin besiyeri ¢Ozeltisine ge¢mesini saglamak igin hafifce
calkalanmis ve ortamdaki besiyeri uzaklastirilmigtir. Hiicrelerin yikanmasi i¢in hiicre
kiltir sisesine 5 mL fosfat tamponu ilave edilip yikama ¢ozeltisi ortamdan
uzaklastirilmustir. Kiiltiir sisesine tripsin-etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ¢ozeltisi

(1X) ilave edildikten sonra inkiibatorde yaklasik 5 dakika bekletilmistir (%5 CO2, %95
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nem ve 37°C). Inkiibatorden alinan kiiltiir siselerinin iizerine besiyeri ilave edilerek
hiicreler siispanse edilmis ve 1:2, 1:3 boliinerek yeni kiiltiir siselerine aktarilmistir. Kiiltiir

sigeleri inkiibatore konularak inkiibasyona birakilmistir.

4.3. Hiicrelere MTT Sitotoksisite Testinin Uygulanmasi ve ICsp Degerlerinin

Hesaplanmasi

Inkiibatérden alinan hiicre kiiltiirii flasklarinim i¢indeki besiyeri uzaklastirilmistir.
Flasklara tripsin-EDTA ¢ozeltisi (1X) (75 cm?’lik flasklara 3-5 mL, 25 cm?’lik flasklara
1-3 mL) ilave edilerek inkiibatorde 3-5 dakika bekletilmis ve inkiibatorde bekletilen
hiicrelerin mikroskopta yilizeyden ayrilip ayrilmadiklar1 kontrol edilmistir. Gerektiginde
nazik¢ce vurularak yiizeyden ayrilmast saglanan hiicreler iizerine tripsin-EDTA
cOzeltisinin en az iki kati hacimde besiyeri ilave edilmis ve pipetleme ile hiicre
slispansiyonu hazirlanmistir. Pipet yardimiyla santrifiij tlipline alinan hiicre siispansiyonu
+4°C’de 1200 rpm hizda 5 dakika santrifiij edilerek siipernatant kismi uzaklastirilmistir.
Hiicre pelleti lizerine uygun hacimde besiyeri eklenerek pipet yardimiyla nazikce hiicre
slispansiyonu olusumu saglanmustir. 10 uL hiicre siispansiyonu ile 10 pL tripan mavisi
soliisyonu karistirilip hiicre sayimi cihaz yardimiyla gergeklestirilmistir.

HepG2 hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara her bir kuyucukta 1x10* hiicre/100 pL
olacak sekilde hesaplama yapilarak kuyucuklara ekilmis ve 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kiiltiir plakalarinm iist kismi ters
cevrilerek uzaklastirilmis, hiicreler fosfat tamponu ile yikanmis ve yikama ¢ozeltisi
ortamdan uzaklastirilmistir. Inkiibasyonun ardindan ¢oziicii ve besiyeri ile hazirlanmis
tez maddelerinin (moklobemid, selejilin, klorjilin) 1-0,000316 mM araliginda olacak
sekilde hazirlanmig 8 farkli konsantrasyonu 8 tekrarli olacak sekilde hiicre kiiltiir
plakasinin her bir kuyucuguna; biiylime (sadece besiyeri igeren) ve ¢oziicii kontrol
¢ozeltileri (test maddelerinin ¢ozlilmesinde kullanilan ¢dziiciiler ve besiyeri igeren)
kuyucuklara ilave edilmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmustir.

Sire sonunda kuyucuklardaki ¢ozeltiler —uzaklastirilmistir. 5 mg/mL
konsantrasyonda fosfat tamponu ¢ozeltisi (PBS) ile hazirlanmis MTT ¢ozeltisi, 1:10
oraninda besiyeri ile seyreltilerek 100 uL hacimde (0,5 mg/mL) kuyucuklara eklenmistir.
3 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kiiltiir plakasinin tist kismu ters ¢evrilerek MTT
¢ozeltisi uzaklastirilmistir. Daha sonra hiicre kiiltlir plakasinin her bir kuyucuguna 100

puL dimetilsiilfoksit (DMSQO) ilave edilerek kuyucuklarda olusan formazan tuzlari
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cOziilmiistiir. Hafif¢e calkalanan plaklarin, mikroplak okuyucuda 540 nm’de absorbans
degerleri okunmustur. Tez maddelerinin (moklobemid, selejilin, klorjilin) her bir
konsantrasyonu i¢in % inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Non-lineer regresyon analizi
ile maddelerin 1Cso degerleri belirlenmis ve sitotoksik 6zellikleri yorumlanmistir [175,
205-208]. MTT sitotoksisite testi, tez maddeleri igin 3 kez tekrarlanmistir.

In vitro modeller ile toksisitenin belirlenmesinde kullanilan énemli ydntemlerden
biri de hiicre 6liim yolaginin aydinlatilmasindan ge¢mektir. Bu test yontemleri ile hem
hiicre Sliimiinlin seviyesi belirlenebilmekte hem de apoptotik diizeye gegisin yolag:

aydinlatilabilmektedir [209].

4.4. Apoptotik/Nekrotik Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi

Yukarida anlatildig1r gibi hazirlanan hiicre siispansiyonu ig¢indeki hiicre sayisi
belirlendikten sonra HepG2 hiicreleri, her bir kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 6
kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasina ekilmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. MTT
sitotoksisite sonuglarina gore tez maddelerinden selejilin ve moklobemid i¢in 0,316-0,1-
0,0316 mM ve klorjilin i¢in 0,15-0,1-0,05 mM olacak sekilde hazirlanmis 3 farkh
konsantrasyonu 2 tekrarli olacak sekilde hiicre kiiltiir plakasimin her bir kuyucuguna
uygulanmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kiiltiir
plakasindaki besiyerleri farkli santrifiij tiiplerine aktarilmis ve hiicre pelleti fosfat
tamponu ile 2 kez yikanmistir. Hiicre kiiltiir plakasinin her bir kuyucuguna tripsin-EDTA
cozeltisi (1X) ilave edilmis ve plaka inkiibatorde yaklasik 5 dakika bekletilmistir.
Inkiibatorden alinan hiicre kiiltiir plakasiin her bir kuyucuguna besiyeri ilave edilmis ve
pipetleme ile hiicre siispansiyonu hazirlanmistir. Her bir kuyucuktaki hiicre siispansiyonu
ilgili santrifijj tiipline aktarilarak +4°C, 1200 g, 5 dakika santrifiij edilmistir.

Supernatant ortamdan uzaklastirildiktan sonra hiicre pelletine 100 pL “Binding
buffer” ilave edilmistir. Daha sonra tiipe 5 pL. Anneksin-5, floresan izotiyosiyanat (FITC)
ve 10 puL Pl ilave edilerek 15 dakika karanlik ortamda oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda tiipe 400 pL “Binding buffer” ilave edilerek hiicreler tekrar
siispanse edilmistir. Anadolu Universitesi Bitki, Ila¢ ve Bilimsel Arastirmalar Merkezi,
Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda bulunan Akis Sitometri cihazinda analiz

gerceklestirilmistir. Akis sitometri testi tez maddeleri i¢in 3 kez tekrarlanmistir [208].

4.5. Biyokimyasal Parametrelerin Seviyelerinin Belirlenmesi
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45.1. AST, ALT, iire ve total bilirubin analizi

Yukarida anlatildigr gibi hazirlanan hiicre siispansiyonu igindeki hiicre sayisi
belirlendikten sonra 25 m? flasklara 5x10° HepG2 olacak sekilde hiicreler ekilmis ve 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda besiyeri uzaklastirilmis ve MTT
sitotoksisite sonuglarina gore tez maddelerinden selejilin ve moklobemid i¢in 0,316-0,1-
0,0316 mM ve klorjilin i¢in 0,15-0,1-0,05 mM olacak sekilde hazirlanmig 3 farkli
konsantrasyonu farkli hiicre kiiltliir siselerine eklenmis ve 72 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kiiltiir sisesindeki besiyerleri toplanmis
ve +4°C, 1200 g, 5 dakika satrifiij edilmistir. Siipernatantta ELISA kit prosediiriine uygun
olarak AST, ALT, iire ve TBILI seviyeleri belirlenmistir [204].

4.5.2. Reaktif oksijen tiirleri analizi

Yukarida anlatildigr gibi hazirlanan hiicre siispansiyonu ig¢indeki hiicre sayisi
belirlendikten sonra her bir kuyucukta 5x10* hiicre olacak sekilde 96’lik hiicre kiiltiir
plakasina hiicre silispansiyonu ekilmis, 24 saat inkiibasyona birakilmis ve siire sonunda
besiyeri uzaklagtirilmigtir. MTT sitotoksisite sonuglarina gore tez maddelerinden selejilin
ve moklobemid i¢in 0,316-0,1-0,0316 mM ve klorjilin i¢in 0,15-0,1-0,05 mM olacak
sekilde hazirlanmis 3 farkli konsantrasyonu ve pozitif kontrol olarak 0,5 mM tert-Biitil
hidroperoksit (t-BOOH) hiicre kiiltiir plakasina uygulanmis ve 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kiiltiir plakasinin her bir kuyucuguna
besiyerinde hazirlanmig 20 uM 2',7'-diklorofloresein diasetat (DCFH-DA) ¢ozeltisi ilave
edilmis ve 30 dakika inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kiiltiir
plakasinin iist kismu ters ¢evrilerek besiyeri uzaklastirilmistir. Hiicre kiiltiir plakasinin her
bir kuyucuguna 100 pL fosfat tamponu ¢ozeltisi ilave edilerek yikama ¢ozeltisi ortamdan
uzaklastirilmistir. Hiicre kiiltiir plakasinin 485 nm eksitasyon ve 530 nm emisyon dalga

boylarinda floresans 6l¢iimii gergeklestirilmistir [204, 210].

4.5.3. istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunulmustur. Istatistiksel
degerlendirmeler GraphPad Prism 5 programinda tek yonlii varyans analizi ve ardindan
Tukey cok yonlii karsilastirma testi ile gerceklestirilmistir. P<0,05 degerler istatistiksel

olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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Yukarida sozii edilen yontemlerin uygulanmasi ile bu bilesiklerin insan iizerindeki
toksisiteleri ile ilgili kapsamli bir in vitro degerlendirme yapilmistir. Segilen tiim
yontemler in vitro olarak toksisitenin ve mekanizmasinin belirlenmesinde kabul gérmiis
hassas, ekonomik ve giivenilir yontemler olup maddelerin toksisite profillerinin

cikarilmasi i¢in gereken tiim ihtiyaci karsilamaktadir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda haklarinda hepatotoksisite gelisimi agisindan siiphe duyulan fakat
haklarinda limitli ¢aligma verisi bulunan moklobemid, selejilin ve klorjilinin
hepatotoksisitenin HepG?2 hiicre dizisinde degerlendirilmesi amaglanmistir. Hepatotoksik
bilesiklerin belirlenmesine yardimci olan hepatosit kiiltiir sistemlerinin kurulmasi i¢in
uzun yillardir ¢ok fazla ¢aba harcanmistir ve son donemde hepatoseliiler karsinoma insan
hiicre hatti HepG2 hiicrelerinin bu amagla kullanimi giderek daha popiiler hale gelmistir
[166]. 1970'lerde iiretilen insan hepatoblastoma hiicre hatti HepG2 hiicreleri, ilaglarin
hepatik kokenli hiicrelerin metabolizmasina etkileri iizerine yeni veriler elde etmek ve
preklinik ¢alismalarda hepatotoksisite riskini degerlendirmek i¢in yararl bir model olarak
kullanilir [212, 213]. Insan hepatoblastomunun iyi tanimlanmis fonksiyonu nedeniyle
insan karaciger modeli olarak kullanimi en faydali hiicre dizilerinden biridir ve en yaygin
kullanilan insan hepatom hiicrelerindendir [214, 215]. HepG2 hiicreleri, yiiksek
proliferasyon oraninda ve pek ¢ok farklilasmis hepatik fonksiyonlar: yerine getiren epitel
benzeri morfolojide nontiimorijenik hiicrelerdir ve normal karaciger hiicrelerinin bir¢ok
tipik Ozelligine sahiptir [216, 217]. HepG2 hiicre hattinin kullanimi kolaydir,
tekrarlanabilir bir sistem saglar ve kolayca bulunabilirdir. Bununla birlikte, ilag
metabolize edici enzimlerin ifadesi in vivo durumdan farkli oldugu i¢in HepG2 hiicreleri
yetigkin insan karaciger hiicre metabolizmasini tahmin etmek i¢in daha az uygundur [57,
218, 219]. Temel sinirlamalari, ana molekiiliin toksisitesini test etmek igin uygun olan
ancak metabolit toksisite tayini i¢cin daha az uygun olan primer hepatositlere kiyasla
diisiik metabolik kapasiteye sahip olmasidir [220, 221]. HepG2 hiicrelerini kullanan basit
sitotoksisite deneylerinin, insan hepatotoksik ilaglarimi tespit etmek igin nispeten az
duyarli oldugunu bildiren ¢alismalarin yaninda O’Brien vd. tarafindan 2006 yilinda
yayimlanan ¢alisma; HepG2 hiicrelerinde hepatotoksik ilaclarin saptanmasi i¢in % 90'l1ik

bir duyarlilik hesaplamigtir [222, 223].

5.1. MTT Yontemi ile Bilesiklerin Sitotoksik Etki Sonuglari

1983 yilinda Mosmann tarafindan, canli hiicrelerin metabolik aktivitesini dlgmek
icin gelistirilen kolorimetrik MTT mikroplaka testi (metil-tiyazolil-tetrazolyum),
memeliden mikrobiyal kokene kadar degisen hiicrelerin sitotoksisite, hiicre canlilig1 ve
proliferasyon ¢alismalarinin degerlendirilmesinde giiniimiizde en c¢ok kullanilan

yontemlerden bir tanesidir [224]. Tetrazolyum halkasi, sadece metabolik olarak aktif
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hiicrelerde mitokondriyal siiksinik dehidrogenazlarin aktivitesi sonucu agildig1 i¢in; bu
testle sadece oksidatif metabolizma varlig1 gosteren canli hiicreler tanimlanir ve nicel
olarak 6l¢iim saglanir. Meydana gelen formazan miktari, numunede bulunan canli hiicre
sayisi ile dogru orantilidir. Bu yontemde canli hiicrelerin MTT reaktifini azaltma yetenegi
spektrofotometrik olarak dlgiilerek hiicre canliligini hizli ve kesin olarak belirlenmektedir
[225-227].

Hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi; sar1 tetrazolyum tuzunun homojen 6l¢iim igin
¢ozilinebilen mor formazan kristallerine doniistiiriilmesiyle yansitilir ve hiicre sayisindaki
herhangi bir artis veya azalma, 540 ve 720 nm'de bir plaka okuyucu kullanilarak optik
yogunluktaki (OD) formazan konsantrasyonunun odl¢iilmesiyle tespit edilir. Ilaclarla
inkiibe edilen hiicrelere sahip kuyucuklarmm OD degerleri, ilaglara maruz kalmayan
hiicrelere sahip olan kuyucuklarin OD degerleri ile karsilastirilarak ila¢ duyarlililar
hesaplanir. Hiicre sayisindaki azalma, hiicre biiylimesinin inhibisyonunu yansitir ve ilag
hassasiyeti ilacla muamele edilmemis kontroliin biiyiimesine kiyasla %50 biiyiime
inhibisyonu elde etmek igin gereken ilacin konsantrasyonu olarak belirlenir [227, 228].
Spektrofotometre ile Ol¢iilen mor renkli bir iirlin olan ¢oziinmeyen formazan kristalini
¢Ozmek i¢in bir organik ¢oziicii (genellikle DMSO) kullanilir. Absorbans, hiicre sayisi ile
dogrudan iliskili olup daha mor renk daha canli hiicrelerin varligin1 géstermektedir [206].

MTT sitotoksisite sonuglarina gére moklobemid ve selejilin HepG2 hiicrelerinde
24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda test edildikleri konsantrasyonlarda %50 hiicre
inhibisyonuna ulagamamislardir. Calisma sonuglarina gére HepG?2 hiicre dizisi lizerinde
en fazla sitotoksisite gosteren ilag 0,369+0,002 mM ICso degeri ile klorjilin olarak
bulunmustur. Klorjilin ile ilgili primer hepatositlerde bizim ¢alismamiza benzer olarak
sitotoksisiteyi diisiik dozlarda indiikleyebilecegi gosterilmistir [229]. Maddelerin her bir
konsantrasyon i¢in yiizde hiicre inhibisyon degerleri Sekil 5.1, Sekil 5.2 ve Sekil 5.3°de

sunulmustur.
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Sekil 5.1. Moklobemid ile inkiibe edilen HepG2 hiicrelerinin canlilik yiizdeleri
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Sekil 5.2. Selejilin ile inkiibe edilen HepG?2 hiicrelerinin canlilik yiizdeleri
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Sekil 5.3. Klorjilin ile inkiibe edilen HepG?2 hiicrelerinin canlilik yiizdeleri
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5.2. Anneksin V/PI Yontemi ile Bilesiklerin Apoptotik Etki Sonuclari

Kanser ila¢ kesfi ¢alismalarinda, her zaman nekrozdan ziyade hedef hiicrelerde
apoptozu indiikleyen bilesikler aranmaktadir. Giiniimiize kadar apoptoz ve nekrozun
tespiti ve ayirt edilmesi i¢in ¢ok sayida analiz yapilmistir ve apoptoz i¢in en popiiler ve
en yaygm kullanilan yontem, fluoresan konjuge edilmis anneksin V kullanilarak
membrana maruz kalan fosfatidilserin (PS) tespitini iceren yontem olmustur [230].
Anneksin V baglanma deneyi, erken/ge¢ apoptoz ve apoptoz/nekroz arasindaki farki
tespit etmek icin kullanilan en hassas ve en yaygin tekniklerden biridir [179].

Apoptotik olmayan canli hiicrelerde; plazma zar1 fosfolipidleri, plazma zar1 i¢ ve
dis yaprakeiklari arasinda asimetrik olarak dagitilir ve PS’nin neredeyse tamami sadece
zarin i¢ yiizeyinde bulunur. Apoptozun baslarinda bu asimetride bir bozulma meydana
gelir ve PS plazma zarmin dis yapraklarima dogru yonlenir. Bir Ca*? bagimli antikoagiilan
protein olan Anneksin V, bir fosfolipid PS baglayici proteindir; negatif yiikli PS icin
yiiksek afiniteye sahiptir ve bir florokrom ile konjilige edildiginde apoptozu tanimlamak
icin bir gbsterge olarak kullanilir. Apoptotik olmayan hiicreler Anneksin V negatif ve
erken apoptotik hiicreler Anneksin V pozitif sekilde boyanir. Anneksin V testi; hiicre zari
biitlinliiglinlin kaybolmasindan 6nce apoptozun erken evrelerini tespit etme imkani sunar
ve apoptotik 6liim kinetiklerinin hiicre dongiisii ile iliskili olarak olgiilmesine olanak
taniyan ¢ok kolay ve hizli bir yontemdir [231-233].

Anneksin V ayrica nekrotik hiicreleri de boyayabilir ¢iinkii bu hiicreler Anneksin
V'nin tiim plazma membranina erigmesine izin veren yirtilmis membranlara sahiptir.
Bununla birlikte, apoptotik hiicreler PI ile birlikte boyanarak nekrotik hiicrelerden ayirt
edilebilir, ¢linkii PI nekrotik hiicrelere girer, ancak apoptotik hiicrelerden ¢ikarilir. PI
bozulmamis hiicre zarlarindan gegemedigi i¢in canli hiicrelerin boyanmasi i¢in uygundur
[234]. Apoptotik hiicreler once anneksin V pozitif ve PI negatif olur, PI alim1 daha sonraki
zaman noktalarinda olur. Buna karsilik, nekrotik hiicreler dogrudan bir Anneksin V/PI
cift pozitif durumuna gegerler [181, 235].

Akis sitometrisi ¢alismalar1 ile moklobemid, selejilin ve Klorjilin igin stimiile
edilmis hiicresel 6liim yolaginin apoptoz oldugu belirlenmistir. Karacigerdeki apoptotik
hiicrelerin ksenobiyotik metabolizmasinin toksisitesinde dnemli rol {istlendigi literatiirde
cesitli calismalarla bildirilmistir [182]. Yiiksek diizeyde diizenli bir mekanizma olan
apoptoz, herhangi bir advers enflamatuar cevap olmadan hiicre 6liimiinii indiikler ve

dolayisiyla nekroza gore tercih edilir [236]. Nekrotik hiicre 6liimii, endojen “tehlike
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sinyalleri” ve sonraki inflamasyonun salinmasi ile karakterize edilirken, apoptoz biiyiik
Olctlide tolerjeniktir. Bu nedenle, ilag¢ kesfi ve sonrasindaki asamalarda ana zorunluluk,
apoptozu nekrozdan ayirmaktir [176, 235]. Sonuglarimiza gore incelenen MAOI ilaglar
karacigerde apopotozu indiikleyerek hiicre dliimiine neden olmaktadir. Bu noktada tolere
edilebilirliklerinin gorece nekrozu indiikleyen diger ajanlara gore fazla oldugunu
s0ylemek miimkiindiir.

Moklobemid’in 0,0316 mM konsantrasyonu i¢in apoptotik hiicre popiilasyonu %14
ve nekrotik hiicre popiilasyonu %1,8; 0,1 mM konsantrasyonu i¢in apoptotik hiicre
popiilasyonu %9,5 ve nekrotik hiicre popiilasyonu %4,4; 0,316 mM konsantrasyonu i¢in
apoptotik hiicre popiilasyonu %13,1 ve nekrotik hiicre popiilasyonu %3,8 olarak

belirlenmistir. Moklobemidin akis sitometrik analiz diyagrami Sekil 5.4'te sunulmustur.
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Sekil 5.4. HepG?2 hiicre hatti icin moklobemid’in akig sitometrik analiz diyagrami
Ust sol kadran nekrotik (Q1; Anneksin V-negatif/Pl-pozitif); iist sag kadran ge¢ apoptotik
hiicreler (Q2; Anneksin V-pozitif/Pl-pozitif); alt sol kadran canli hiicreler (Q3; Anneksin V-
negatif/Pl-negatif) ve alt sag kadran apoptotik hiicreler (Q4; Anneksin V-pozitif/Pl-negatif).

Selejilin’in 0,0316 mM konsantrasyonu i¢in apoptotik hiicre popiilasyonu %8,4
ve nekrotik hiicre popiilasyonu %7,7; 0,1 mM konsantrasyonu i¢in apoptotik hiicre

popiilasyonu %12,5 ve nekrotik hiicre popiilasyonu %4,5; 0,316 mM konsantrasyonu i¢in
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apoptotik hiicre popiilasyonu %24,4 ve nekrotik hiicre popiilasyonu %0,4 olarak

belirlenmistir. Selejilinin akis sitometrik analiz diyagrami Sekil 5.5°te sunulmustur.
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Sekil 5.5. HepG?2 hiicre hatti icin selejilin’in akis sitometrik analiz diyagrami

Ust sol kadran nekrotik (Q1; Anneksin V-negatif/Pl-pozitif); {ist sag kadran ge¢ apoptotik

hiicreler (Q2; Anneksin V-pozitif/Pl-pozitif); alt sol kadran canli hiicreler (Q3; Anneksin V-

negatif/Pl-negatif) ve alt sag kadran apoptotik hiicreler (Q4; Anneksin V-pozitif/Pl-negatif).

Klorjilin’in 0,05 mM konsantrasyonu i¢in apoptotik hiicre popiilasyonu %13,3 ve

nekrotik hiicre popiilasyonu %4,4; 0,1 mM konsantrasyonu icin apoptotik hiicre

popiilasyonu %20,1 ve nekrotik hiicre popiilasyonu %1,2; 0,15 mM konsantrasyonu i¢in

apoptotik hiicre popiilasyonu %30,2 ve nekrotik hiicre popiilasyonu %2,6 olarak

belirlenmistir. Klorjilinin akis sitometrik analiz diyagrami Sekil 5.6’da sunulmustur.
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Sekil 5.6. HepG?2 hiicre hatti icin klorjilin’in akis sitometrik analiz diyagrami
Ust sol kadran nekrotik (Q1; Anneksin V-negatif/PI-pozitif); iist sag kadran geg apoptotik
hiicreler (Q2; Anneksin V-pozitif/Pl-pozitif); alt sol kadran canli hiicreler (Q3; Anneksin V-
negatif/Pl-negatif) ve alt sag kadran apoptotik hiicreler (Q4; Anneksin V-pozitif/Pl-negatif).

Analiz edilen 3 farkli konsantrasyon i¢in, canli/apoptotik/nekrotik hiicre yiizdeleri

Tablo 5.1’de sunulmustur.

Tablo 5.1. Moklobemid, selejilin ve klorjilin i¢in farkli konsantrasyonlarda canli/apoptotik/nekrotik

hiicre yiizdesi

Madde uM Q1 Q2 Q3 Q4
31,6 1,8 6,6 84,2 7,4

Moklobemid 100 4,4 4,7 86,2 4,8
316 3,8 5,9 83,0 7,2

31,6 7,7 6,3 83,9 2,1

Selejilin 100 4,5 7,5 83,0 5,0
316 0,4 10,4 75,2 14,0

50 4,4 7,6 82,3 5,7

Klorjilin 100 1,2 8,0 78,7 12,1
150 2,6 16,6 67,2 13,6
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Q1 (Anneksin V-negatif/Pl-pozitif): nekrotik hiicreler; Q2 (Anneksin V-pozitif/Pl-pozitif): ge¢
apoptotik hiicreler; Q3 (Anneksin V-negatif/Pl-negatif): canli hiicreler; Q4 (Anneksin V-
pozitif/Pl-negatif): apoptotik hiicreler.

Apoptozun diizenlenmesinde genel olarak; kalsiyum, seramid, Bcl-2 protein ailesi,
p53, kaspazlar, ve sitokrom-c 6nemli rol oynar. Bir hiicrenin apoptoza egilimini ve doku
homeostazini; Bcl-2 ailesi genlerinin birbirine zit 6zellik gosteren proapoptotik ve
antiapoptotik tiyeleri arasindaki denge belirler. Hiicrede proapoptotik proteinlerin
fazlaligi apoptoza egilimi arttirirken; antiapoptotik proteinlerin fazlaligi ise hiicrenin
apoptoz ihtimalini diisiiriir. Proapoptotik iiyeler Bad, Bax, Bid, Bcl-Xs, Bak, Bim, Puma
ve Noxa’dir. Bu proteinlerin tiimor siipresor gen olarak gorev yaptigi diistiniilmektedir.
Antiapoptotik tiyeler ise Bcl-2, Bel-xL, Al ve Mcl-1dir. Antiapoptotik liyeler dzellikle
hiicredeki Ca*® oranmi kontrol ederler ve ayrica hiicreyi parcalayan proteazlarin
(kaspazlarin) 6ncii formlariyla Apoptoz indiikleyici faktor ve sitokrom-c salinimini bloke
ederek apoptozu inhibe ederler ve hiicre yasamini destekler [237-239]. Bcl-2, kesfedilen
ilk hayatta kalma yanlis1 proteindir ve ¢aligsmalarda bu proteinin proliferasyonu arttirmak
yerine hiicre Olimiinii sinirlandirarak kanseri tesvik ettigi, hiicreleri indiiklenmis
apoptozdan korudugu belirtilmektedir [240]. Ayrica, Bcl-2 proteinin, mitokondriyal
ve/veya sitozolik ROT seviyelerinin diizenlenmesinde etkileri olabilecegi ¢alismalarda
belirtilmektedir [104]. Tiimo6rojenik olmayan hiicre kiiltiirlerinde selejlinin ve klorjilin
ile yapilan ¢alisma; her iki ilagla muamelenin ardindan Bcl-2 protein seviyesinin
onemli olclide arttigini; ancak timor hiicrelerinde bu proteinin zaten yiiksek olan
seviyelerinde herhangi bir degisiklige sebep olmadigini géstermistir. Bcl-2'nin bir
apoptoz/programlanmis hiicre 6liimii inhibitorii oldugu literatiirde kabul goren bir
ger¢ek oldugundan; selejilin ve klorjilinin protektif etkilerinin normal hiicre iginde
antiapoptotik yollarin aktivasyonunu yoluyla meydana geldigi diisiiniilmektedir [104].
Fakat bu tez ¢alismasinda tiimorojenik bir hiicre hatt1 olan HepG?2 ile ¢alisildigimi goz
Online aldigimizda bir cesit regiilasyon saglama mekanizmasi sonucunda ajanlarin

apoptozu indiikleme potansiyelleri oldugu diisiiniilebilir.

5.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Olciimiiniin Degerlendirmesi

Hiicrelerde serbest radikal iiretimini 6lgmek i¢in bir¢ok yontem vardir. En basit
teknikler igerisinde hiicre gegirgen fluoresan ve kemiliiminesan problari bulunur. ROT'un

hiicresel konsantrasyonunu/dagilimini daha fazla arastirmak i¢in; ROT ile etkilesime
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girdikten sonra 2’,7'-diklorofloresin (DCF)'e doniisebilen DCFH-DA fluorometrik prob
yontemi, 1965 yilinda Brandt ve Keston tarafindan gelistirilmistir [188, 200, 241].
DCFH-DA yontemi, DCFH-DA'nin hiicre membran1 boyunca yayildigir ve hiicre ici
esterazlar tarafindan hiicre iginde sikisip kalan DCF'ye hidrolize edilmesi esasina
dayanmaktadir [242]. Bu y6ntem, bir hiicrenin redoks durumunu dogrudan 6lgmek igin
kullanilan en yaygin yontemlerden biridir. Gelistirilen diger tekniklere gore; kullanimi
cok kolaydir, hiicredeki redoks degisikliklerine kars1 son derece hassastir, ucuzdur ve
zaman i¢inde ROT'taki degisiklikleri takip etmek i¢in kullanilabilir. DCFH-DA floresan
problariyla, H202 ve Oz olusumu olgiilebilir [189, 243]. Bu prob, hiicrelere kolayca
dagilan, stabil, lipofilik, fluoresan olmayan, nonpolar bir bilesiktir. DCFH-DA, hiicrelerin
icine girdikten sonra, hiicre i¢i esterazlar tarafindan deasetilizasyona ugrayarak hiicre i¢i
ROT ile reaksiyona giren, nispeten polar, fluoresan olmayan ve zar1 gegirmeyen bir
bilesik olan DCFH {iretir [186]. Hiicre i¢i H202 veya diisiik molekiiler agirlikli peroksit,
DCFH'yi, yiiksek oranda fluoresan bir bilesik olan DCF'ye oksitlemektedir [204, 244].
DCEF floresansinin akig sitometri tespiti ile hiicrelerde ROT {iretimi hiicreler tarafindan
iretilen peroksit miktariyla orantiidir ve bu sayede dolayli bir sekilde ol¢iimii
saglanabilmektedir [199, 245].

Calisma sonuglarina gore, HepG2 hiicrelerinde selejilin ve Klorjilin ile DCF’nin
floresans yogunlugunda herhangi bir belirgin artis goriilmez iken; moklobemid 0,1 mM
konsantrasyonlarinda pozitif kontrol t-BOOH’ya gore belirgin olarak DCF floresans
yogunlugunu arttirmistir (p<0,01). Ayrica pozitif kontrol de biiyiime kontroliine gore,
anlamli olarak DCF floresans yogunlugunu arttirmistir (Sekil 5.7). Bu sonuglara gore,
moklobemid ROT iiretimini arttirirken, selejilin ve klorjilin biiylime kontroliine gore
ROT artisina sebep olsa da pozitif kontrole gore anlamli olarak ROT artisina neden

olmamustir.
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Sekil 5.7. Farkl: konsantrasyonlarda moklobemid, selejilin ve klorjilinin uygulanan hiicrelerde reaktif

oksijen tiirleri seviyeleri
*kontrolden farkli (p<0,05)

Bunun yani sira moklobemidin primer olarak %99 oraninda oksidatif
metabolizmaya ugradigini unutmamak gerekir [246]. Bu noktada ROT olusumunun
gerekgesi oksidatif yolaklarin varligina da baglanabilir. Ayrica yine selejilin de hepatik
biyotransformasyona ve oksidatif metabolizmaya ugrayan bir bilesiktir [247]. Bu durum
da biiylime kontroliine oranla daha fazla ROT iiretimine sebep olmus olabilir. Klorjilin
ise  CYP2B6'nin metabolizmaya dayali inhibitoridir ve CYP2Bl'i de
etkisizlestirmektedir [110, 248]. Klorjilin ve CYP2B1 ile ara metabolit olusumu
gosterilmis olup [249], bu ¢alismada da ROT olusumunu biiyiime kontrole gore

indiiklemistir.
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5.4. Biyokimyasal Analiz Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Karaciger hasarinin konvensiyonel biyobelirtegleri temel olarak normal karaciger
fonksiyonunun veya homeostazinin degisimini ve doku ve hiicre biitiinliigiiniin
degisimini gosteren spesifik biyobelirtecleri icerir. Karaciger hasarini tespit etmek igin
klinik pratikte kullanilan dolasimdaki en yaygin biyobelirtecler, TBILI ve total safra
asitlerinin seviyelerindeki degisiklikler gibi normal karaciger fonksiyonundaki degisimin
Olciilmesiyle veya ALT, AST ve ALP gibi hiicre spesifik bilesenlerin serum igine
sizmasiyla hiicre ve doku biitiinliigliniin degisiminin 6lglilmesiyle saptanir [148].

Yapilan test sonuglaria gore, AST seviyelerinde kontrol grubuna gore selejilin 0,1
mM konsantrasyonunda ALT seviyesini azaltirken; Klorjilin 0,15 ve 0,1 mM
konsantrasyonlarinda anlamli olarak arttirmistir. ALT seviyeleri agisindan ise klorjilin
0,15 ve 0,1 mM konsantrasyonlarinda ALT seviyelerini anlamli olarak arttirirken;
selejilin 0,1 mM konsantrasyonunda ALT seviyesini azaltmigtir. Ure seviyeleri
Olciildiiglinde kontrol grubuna gore selejilin 0,1 mMM konsantrasyonda iire miktarini
azaltirken; Klorjilin 0,1 ve 0,15 mM Kkonsantrasyonlarinda anlamli artiglara neden
olmustur. TBILI seviyeleri agisindan gruplar arasinda herhangi bir farkliliga

rastlanmamustir.

Tablo 5.2. Farkli konsantrasyonlarda moklobemid, selejilin ve klorjilinin uygulanan hiicrelerde
biyokimyasal parametre seviyeleri

Kontrol Moklobemid (uM) Selejilin (uM) Klorjilin (uM)
31,6 100 316 31,6 100 316 50 100 150
AST 8,91 827 820 707 910 517 801 7,03 1507 15,03

=+ =+ =+ + + =+ = + = +
067 075 106 110 115 076 101 105 101 095
*) *) *)
ALT 599 523 503 413 417 313 427 30 707 730
+ + + + + + + + + +
081 1,08 095 101 126 121 064 10 101 113
*) *)
Ure 329 330 320 340 350 241 330 320 379 390
+ + =+ + + =+ =+ + =+ +
008 009 009 009 009 008 009 009 013 009
*) *) *)
TBILI 001 001 002 0023 001 001 00l 003 004 0,009
+ + + + + + =+ + =+ +
0,006 0001 0009 0001 0005 0005 0,005 0,008 0,004 0,0005
4 3 9 9
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Moklobemid hepatotoksisitesinin gézden gegirildigi literatiirde; tek dozdan sonra
%40, coklu dozdan sonra %@85'e kadar artis gosteren sistemik yararlanimda bile
hepatotoksisite vakasi bildirilmedigi ve moklobemid hepatotoksisitesi hakkinda su an igin
herhangi bir kanit olmadig1 belirtilmektedir [17, 73]. Prada vd. tarafindan siganlar
lizerinde yiiriitillen ¢aligmada hepatotoksik etkisi bulunmadigi belirtilmektedir [250].
Hilton vd. tarafindan moklobemid kullanan hastalarda 3 yil boyunca yiiriitiilen klinik
calisma sonucunda; en sik bildirilen advers etkilerin psikiyatrik, ndrolojik ve
gastrointestinal bozukluklar oldugu, hepatobiliyer advers etkilerin nadir olarak
gozlemlendigi ve moklobemidin biiyiikk olgiide hepatotoksik potansiyelden yoksun
oldugu ifade edilmektedir [251]. Bununla birlikte moklobemid, kolestatik tipteki [IKH
ile iligkilendirilmis; Timmings ve Lamont tarafindan, moklobemid kullanimiyla iligkili
oliimle sonucglanan intrahepatik kolestaz vakasi rapor edilmistir [32]. Vakada hastanin
seri karaciger fonksiyon testlerinin hepatik ve obstriiktif bir goriintii sergiledigi; ayni
zamanda karaciger fonksiyon testlerinin normalden 10 kat, GGT diizeyinin ise normalden
20 kat daha yiiksek seyrettigi bildirilmistir. Calismada daha eski, geri doniistimsiiz MAOI
kullaniminin karaciger fonksiyon testleri ve hepatoseliiler hasar olmak tizere %1'lik
karaciger hasar1 insidansi ile sonuglandigi ve benzer etkilerin moklobemid ile de iliskili
olabilecegi vurgulanmistir [252]. Tiim sonuglar gézden gegcirildiginde moklobemidin
gorece ROT olusturma potansiyelinin diginda herhangi bir hepatotoksisite belirtecinde
degisiklige yol agmadig1 goriilmektedir. Moklobemidin bir éliimciil IIKH vakasina sebep
oldugu ve serum transaminaz seviyelerini arttirabildigi fakat bu durumun immiinoalerjik
mekanizmalar ile olustuguna dair veriler mevcuttur [246, 253]. Bu noktada sonuglarimiza
gore moklobemide iliskin hepatotoksisite ihtimalinin diisiik oldugu sdylenebilir.
Selejilin ile yapilmis klinik ¢alismalarda serum AST ve ALT diizeylerinde artig
kaydedilmistir [73]. Karaciger ve bobrek fonksiyonlari {izerine etkisinin incelendigi
baska bir calismada, kontrol grubunun ve {IKH bulunan hastalarin laboratuvar testlerinin
sonuglar1 (ALT, AST, ALP, GGT); klinik olarak anlamli bir anormallik géstermemistir
ve ¢alisma esnasinda hicbir advers etki bildirilmemistir [107]. Ancak ¢alisma sonucunda
anormal karaciger fonksiyonuna sahip hastalara regete edildiginde doz azaltimi
gerekebilecegi vurgulanmigtir [14]. Parkinson hastaliginda oral selejilin kullaniminin
gozden gecirildigi literatiirde ise, bu ajanla 1ilgili hepatotoksisite raporlarina
rastlanmamustir ve selejilin hepatotoksisitesinin bulunduguna dair su an i¢in herhangi bir

kanit yoktur [14, 17, 31]. Bu tez ¢alismasinin sonuglarina gore ise selejilin ALT, AST ve
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ire diizeylerinde anlamli azalmalara yol agmistir. ALT’ nin karacigere spesifik olusu,
AST’nin de hepatoseliiler hasar gostergeleri arasinda 6nemini tagimasi ve iirenin de
hepatik sentezin ek gostergelerinden olmasi sebebiyle selejilinin bu belirtegler diizeyinde
azalmaya yol agmasi literatiirde bu enzimlerin sentezi igin gerekli olan piridoksal-5'-
fosfat (Vitamin Bs) eksikliginden kaynaklanmis olabilmesine baglanmistir [161]. Ure
siklusunun goérevi ise amino asit katabolizmasinin bir iiriinii olan amonyag1 detoksifikiye
etmektir [254]. Bu noktada da iire miktarindaki azalmalar, bu katabolizmanin ve
detoksifikasyonun azaldigina isaret edebilir.

Klorjilin su anda MAO-A'y1 inhibe etmek igin preklinik olarak yaygin sekilde
kullanilmakta olsa da herhangi bir hepatotoksisite ¢alismasinin olmadig1 dikkat ¢ekmistir
[67, 120]. Ayrica, klorjilin metabolizmasinin gozden gegirildigi literatiir taramasinda bu
ajana dair herhangi bir metabolizma/biyotransformasyon verisi olmadigr dikkat
cekmistir. Ayrica, yine hepatoseliiler toksisitenin gostergeleri olan ALT, AST ve hepatik
sentezin ek gostergelerinden olan iire miktarimi belirgin olarak arttirmistir. Ure miktar
tizerinde etkili olabilecegi de baska bir ¢alisma ile gosterilmistir [229]. Klorjilinin de hem
hepatik biyogostergelerde artist hem de hiicre 6limiini tetiklemesi hepatotoksisite

potansiyelinin olabilecegini ortaya koymaktadir.

56



6. SONUCLAR ve ONERILER

Moklobemid; genis spektrumdaki depresif bozukluklarin tedavisinde endike olan,
hali hazirda kullanilan tek reversibl MAO-A inhibitoriidiir. Selejilin, parkinsonda en ¢ok
kullanilan selektif irreversibl MAO-B inhibitoriidiir. Klorjilin ise, giiniimiizde klinikte
kullanimi bulunmayan; ancak preklinik olarak depresyon, anksiyete ve diger duygudurum
bozukluklari tedavisi ¢alismalarinda sik¢a kullanilan, etkinligi otoritelerce kabul gormiis
secici reversibl MAO-A inhibitoriidiir. Tez kapsaminda ¢alisilan bu ajanlarin karaciger
hasarmni indiikledigi yoniinde yaygin bir siiphe olmasina ragmen; haklarinda yapilmis
yeterli sayida hepatotoksisite ¢aligmasi bulunmamaktadir. Bu noktadan hareketle;
ajanlarin sitotoksik etkileri, hepatik hasarin biyogdstergeleri olarak kabul edilen
biyokimyasal parametreler ve ROT seviyeleri insan karacigerini iyi reflekte eden ve
diinyaca kabul goren in vitro bir model olan HepG2 hiicre hatlari iizerinde incelenmistir.
Bu sonuglar dogrultusunda, moklobemidin diger ajanlara ve pozitif kontrole kiyasla ROT
olusumunu indiikledigi; selejilinin ALT, AST ve iire diizeylerinde anlamli azalmalara yol
actig; klorjilinin HepG2 hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gosterdigi, hepatik
biyogdstergelerde artisa yol ac¢tig1 ve hiicre oliimiinii tetikledigi sonucuna ulasilmistir.
Tim bu parametreler goéz Oniinde bulunduruldugunda; Klorjilinin hepatotoksisite
potansiyelinin bir adim daha 6nde olabilme ihtimali ortaya c¢iksa da bu ajanlarin
hepatotoksisite potansiyaline sahip olabilecegi gergegi, ihmal edilmemesi gereken 6nemli
bir advers etki alani olusturmaktadir. Sonug¢larimiza gore tez kapsaminda incelenen
MAOI ilaglar; patolojik etkiler sonucu gergeklesen ve enflamasyona neden olan hiicre
olim sekli olan nekrozdan ziyade, karacigerde apopotozu indiikleyerek amaci hiicreyi
korumak olan hiicre o6limiine neden olmaktadir. Bu sonuglar, noérodejeneratif
hastaliklarda endikasyonu siklikla arastirilan bu ilaglarin kullanimini dogrulamaktadir.
Ilerleyen galismalarda tez kapsaminda degerlendirilen parametrelerin yani sira; in vitro
hepatotoksisitenin degerlendirilmesi i¢in faydali olabilecek yeni biyobelirteclerden olan
total keratin18 (K18) ve kaspazla par¢alanmis keratin18 (ccK18), makrofaj koloni uyarici
faktor reseptorii ve microRNA-122’nin kullanimi; olas1 toksisite mekanizmalarin
aydinlatmada ve tiim ilaglar i¢in yeni bir izlem yontemi ortaya koymada gelecekte
yapilacak olan ¢aligsmalar agisindan son derece umut vaat edici olacaktir. Klinikte hepatik
biyotransformasyona sahip ve hepatik enzimler tizerinde etkileri bulunan ajanlarin

terapdtik izleminin yapilmasina, klinisyenlerin de bu konuda hassas davranmasina ve
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hepatotoksisite riskini tam olarak belirleyebilmek i¢in epidemiyolojik ¢alismalarin

yapilmasina ihtiyag¢ vardir.
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