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ÖZET 

Monoamin Oksidaz İnhibitörü İlaçların İn Vitro Hepatotoksik Etkilerinin 

Değerlendirilmesi 

İlknur Sıla LEBLEBİCİ 

Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dalı 

Anadolu Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Temmuz 2019 

Danışman: Doç. Dr. Özlem ATLI EKLİOĞLU 

Monoamin oksidaz (MAO) inhibitörleri, uzun yıllardır depresyon, panik hastalığı 

ve sosyal fobinin tedavisinde kullanılmaktadır. Bu ilaçların uzun süreli kullanımına 

rağmen karaciğer hasarı açısından hepatotoksik etki profilleri ve bu etkilerin 

mekanizmaları hala tam olarak aydınlatılamamıştır; ancak MAO inhibitörlerinin ilaçlarla 

indüklenen karaciğer hasarı (İİKH) için yüksek risk taşıdığı ifade edilmektedir. Bu 

noktadan hareketle; tez kapsamında MAO inhibitörü ilaçlardan Moklobemid, Selejilin ve 

Klorjilinin hepatotoksisitesinin HepG2 hücre hatları üzerinde değerlendirilmesi 

amaçlanmıştır. Bu amaçla ajanların 3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difenil tetrazolyum 

bromür (MTT) yöntemi ile sitotoksik etkileri, olası toksisitenin biyogöstergeleri olan 

alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), üre ve total bilirubin 

(TBILI) seviyeleri, apoptotik/nekrotik hücre ölümünün belirlenmesi, oksidatif stres 

parametreleri belirlenerek; olası hepatotoksisiteleri ve mekanizmaları değerlendirilmiştir. 

Sonuç olarak; Klorjilin sitotoksisiteyi indüklemiş ve ALT, AST ve üre miktarlarını 

arttırmıştır. Selejilin ALT, AST ve üre seviyelerini azaltmıştır. Tüm ilaçlar apoptotik 

süreçleri ve oksidatif stresi indüklemiş; fakat moklobemid pozitif kontrole kıyasla anlamlı 

reaktif oksijen türleri (ROT) artışına yol açmıştır. Tüm sonuçlar değerlendirildiğinde, 

klorjilin diğer ajanlara göre daha fazla hepatotoksisite belirtecinde anlamlı farklılıklara 

yol açmıştır. Sonuç olarak bu tez çalışmasında hem MAO inhibitörlerinin hepatotoksisite 

izlemi gerçekleştirilmiş hem de preklinik dönemde tespiti oldukça zor fakat sonuçları 

yıkıcı olabilen İİKH için de diğer ilaçlar açısından bir izlem yöntemi ortaya konmuştur.  

Anahtar Sözcükler: Moklobemid, Selejilin, Klorjilin, Hepatotoksisite, İn vitro 

 hepatotoksisite modelleri, İİKH 
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ABSTRACT 

Evaluation of In Vitro Hepatotoxic Effects of Monoamine Oxidase Inhibitor Drugs 

 

İlknur Sıla LEBLEBİCİ 

Department of Pharmaceutical Toxicology 

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2019 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Özlem ATLI EKLİOĞLU 

 

Monoamine oxidase (MAO) 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, MAO 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. GİRİŞ VE AMAÇ 

İlaçların tedavide kullanıldıkları etkilerine ek olarak sekonder farklı sistemler 

üzerinde indükledikleri toksik/advers etkilerinin belirlenmesi, ilaç güvenilirliği açısından 

büyük önem taşımaktadır. Özellikle tekrarlayan dozlarda maruz kalınan ilaçların 

organ/sistem düzeyinde etkilerinin değerlendirilmesi toksikolojik araştırmalarda popüler 

araştırma konusu olarak karşımıza çıkmaktadır [1]. Karaciğer gerek anatomik yapısı 

gerekse de fizyolojik olaylardaki fonksiyonları nedeniyle ilaçlar dâhil kimyasallara 

yüksek konsantrasyonlarda maruz kalması nedeniyle toksik etkilere oldukça duyarlıdır. 

Tedavide kullanılan pek çok ilaç hafif ya da orta seviyede karaciğer transaminazlarının 

yükselmesine neden olmakla birlikte bir kısmı da özellikle duyarlı bireylerde tekrarlayan 

maruziyetleri takiben şiddetli seyredebilen karaciğer fonksiyon bozuklarına neden 

olabilmektedir [2]. Günümüzde ilaç adayları, ilaç araştırma-geliştirme sürecinde 

preklinik ve klinik çalışmalarda karaciğer üzerine toksik etkileri açısından 

değerlendirilmektedir. Ancak preklinik dönemde deneysel çalışmalarda kullanılan 

hayvanların hepatik hasar ile ilişkili son nokta seviyesindeki farklılıkları ve klinik 

dönemde maruz kalan insan sayısının az olması; toksisitenin tespitini zorlaştırmaktadır. 

Ayrıca bu çalışmaların hiçbiri olası toksisitenin mekanizmasını aydınlatmaya yönelik 

planlanmamaktadır [3]. Diğer bir önemli nokta ise ilaç ile indüklenen karaciğer hasarının 

piyasaya sürülen ilaçların geri çekilmesinin en önemli nedenlerinden biri olarak ifade 

edilmesidir. Dolayısıyla hastalıkların tedavisi için onaylanmış ilaçların da in vitro ve in 

vivo çalışmalar ile hepatotoksisitesinin değerlendirilmesi önemli bir araştırma konusu 

olarak karşımıza çıkmaktadır [4, 5]. Bu noktada in vivo sistemlerdense in vitro sistemler 

ile hepatotoksisitenin değerlendirilmesinin hem zaman hem de maliyet açısından 

sağladığı üstünlükler gözardı edilmemelidir. Ayrıca insan hepatik sistemini taklit 

edebilen hücre dizileri ile insana uyumlu hepatik hasar son noktalarının değerlendirilmesi 

de çalışmalarda avantaj sağlamaktadır [6, 7]. 

Monoamin oksidaz inhibitörleri (MAOI) uzun yıllardır depresyon tedavisinde 

kullanılmakla birlikte panik hastalıkların, sosyal fobinin ve parkinsonun tedavisinde de 

sıklıkla kullanılmaktadır. Özellikle tedaviye dirençli depresyon ve atipik depresyon 

tedavisinde tercih edilmektedir [8]. Hastalar tarafından uzun yıllardır kullanılmalarına 

rağmen monoamin oksidaz enzim inhibitörlerinin hepatotoksisite açısından risk 

oluşturduğu kabul edilse de; hepatotoksik etkilerini araştıran deneysel çalışma sonuçları 

ve vaka raporlarının çelişkili ve sınırlı sayıda olması nedeniyle; bu etki profilleri tam 
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olarak aydınlatılamamıştır [9-12]. Dolayısıyla bu tez kapsamında tedavide sıklıkla 

kullanılan monoamin oksidaz enzim inhibitörlerinin hepatotoksisitesinin araştırılmasına 

ek olarak çalışmada kullanılan in vitro sistemin hepatotoksisite açısından insan 

uyumluluğunun değerlendirilmesi amaçlanmıştır. Bu noktadan hareketle bilimsel 

otoritelerce hepatotoksisite araştırmaları açısından kabul gören in vitro sistemler olan 

HepG2 hücre hatlarının kullanılması amaçlanmıştır. Bu amaçla öncelikle seçilen 

monoamin oksidaz inhibitörlerinin (moklobemid, selejilin, klorjilin) HepG2 hücre hatları 

üzerinde 3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difenil tetrazolyum bromür (MTT) yöntemi ile 

inhibitör konsantrasyon 50 (inhibitory concentration 50-IC50) değerleri hesaplanmış, bu 

değerlerden hareketle hücre dizilerinde apoptotik/nekrotik hücre ölüm mekanizmaları 

belirlenmiş, hepatik hasarın biyogöstergeleri olarak alanin aminotransferaz (ALT), 

aspartat aminotransferaz (AST), üre ve total bilirubin (TBILI) seviyeleri ölçülmüştür. 

Ayrıca olası hepatotoksisitede oksidatif stresin rolünün aydınlatılmasına yönelik; hücre 

dizilerinde reaktif oksijen türlerinin seviyeleri belirlenmiştir. 
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2. KAYNAK BİLGİSİ 

2.1. Hepatotoksisite 

Karaciğer, ilaçların çoğunun biyotransformasyonunda yer aldığından; 

hepatotoksisite, çok sayıda ilacın potansiyel bir komplikasyonudur [13]. Hepatotoksisite; 

çeşitli akut ve kronik karaciğer hastalıklarına yol açan kimyasal kaynaklı karaciğer hasarı 

anlamına gelir ve majör ilaç sorunlarına neden olan en yaygın yan etkidir. Karaciğer 

enzimlerinin normal üst sınırından 1,25 kat veya daha yüksek olduğu ve/veya bulantı, 

kusma, sarılık veya alt ekstremite ödemi dahil olmak üzere çeşitli semptomları içeren 

hasarla karakterize edilir. Normalin beş kat üstündeki enzimatik aktivite şiddetli kabul 

edilir [14]. Histolojik olarak, akut ve subakut hepatik toksisite; genellikle nekroz, steatoz, 

kolestaz, vasküler bozukluklar veya çoklu lezyonlardan oluşur [15]. Hepatotoksisite, ilaca 

bağlı kronik karaciğer hastalığı (ilaçla ilişkili yağlı karaciğer hastalığı, fibrozis, nodüler 

rejeneratif hiperplazi, sekonder sklerozan kolanjit) gibi çok çeşitli advers reaksiyonları 

içerirken; İİKH terimi başlangıçta akut olan advers olayları ifade eder [13]. Antidepresan 

kullanımı ile ilişkili bu riski değerlendirmek klinik olarak son derece önem taşır [16]. 

Akut veya fulminant hepatit; hepatotoksisite vakalarının %90'ından fazlasını 

oluşturan en yaygın sendromdur. Akut hepatotoksisite; ensefalopati ve semptomların 

başlangıcından sonraki 8 hafta içinde görülen deliryumla birlikte ortaya çıkan ciddi 

karaciğer hasarını ifade eder. Karaciğer hasarının en şiddetli hali ve ilaçlarla ilgili başta 

gelen ölüm nedeni olan akut karaciğer yetmezliğine yol açabilir [17]. Kronik karaciğer 

hastalığı ise; uzun süreli karaciğer hasarı ile karakterize olup, sağlıklı karaciğer 

dokusunun yerini fibrozise ve nodüllere bırakmasıyla ve fonksiyon kaybıyla sonuçlanır 

[18]. 

Karaciğer hasarı ve daha spesifik olarak hepatosit hasarına neden olan maddeler 

hepatotoksinler olarak adlandırılır. Karaciğer hasarı oluşturan ajanlar; intrinsik 

(öngörülebilir ve doza bağımlı) hepatotoksinler ve alışılmadık derecede hassas olan 

bireylerin sadece küçük bir kısmında karaciğer hasarı oluşturan idiyosenkratik (tahmin 

edilemeyen ve doz bağımsız) hepatotoksinler olmak üzere klasik olarak iki ana kategoriye 

ayrılmıştır [19]. İntrinsik hepatotoksinler etkilerini, bir ilacın veya metabolitlerinin 

(örneğin; reaktif fonksiyonel gruplar) kendine özgü özellikleriyle; idiyosenkratik 

hepatotoksinler ise büyük ölçüde alıcının ilaca verdiği yanıtla göstermektedir. İlaç 

kaynaklı hepatotoksisite vakalarının çoğu, idiyosenkratik hepatotoksinlerle ilişkilidir 

[20].  
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Günümüzde hepatotoksisite; klinik parametreler, hematoloji ve histopatoloji 

analizleri ile 28 günlük in vivo tekrarlı doz toksisite testleriyle değerlendirilmektedir. 

Bununla birlikte, bu parametrelerin duyarlılığı görece düşüktür ve yanlış negatif 

sonuçlara neden olur; böylelikle hepatotoksisite, genellikle klinik çalışmalarda veya ürün 

piyasaya sunulduktan sonra bile ortaya çıkmaktadır [21, 22]. 

Toksikolojik ve klinik çalışmalardaki iyileşmelere rağmen; tüm ilaçlar için genel 

hepatotoksisite sıklığı son 15 yılda azalmamıştır ve ilaç hepatotoksisitesinin erken evrede 

saptanması hala çok güçtür. Bu zorluklar kısmen, hayvan türlerindeki preklinik 

çalışmaların sınırlı negatif öngörü değerleri sergilemesi ve insanlarda kayda değer sayıda 

karaciğer hasarı vakasından sorumlu olan birçok ilaç örneği için hayvan modellerinde 

sinyal saptanamamasından kaynaklanmaktadır [17, 23, 24]. 

 

2.2. İlaçla İndüklenen Karaciğer Hasarı (İİKH) 

İlaçla indüklenen karaciğer hasarı (İİKH); bilinen herhangi bir karaciğer hastalığını 

taklit eden akut ve kronik karaciğer hasarı formlarını ifade eder. İİKH, transaminazlardaki 

asemptomatik artıştan, akut karaciğer yetmezliğine yol açan akut hepatit gibi ağır 

hastalıkların ortaya çıkışına kadar geçen tüm süreci kapsar [25, 26].  İİKH, ilaçların 

geliştirilmesi önündeki en büyük engel ve küresel olarak onaylanmış ilaçların piyasadan 

çekilmesinin başlıca sebebidir [27, 28]. 1969 ile 2002 yılları arasında piyasadan çekilen 

76 ilaçtan 12'si karaciğer hasarı ile ilişkilendirilerek geri çekilmiştir [29]. Terapötik dozda 

ilaç alımı sonrasındaki önemli bir morbidite ve mortalite nedenidir [30]. Genetik, 

metabolik ve immün faktörleri içeren karmaşık bir etyopatogeneze sahiptir. Akut veya 

kronik olabileceği gibi çoğu vaka akut karaciğer hasarı olarak ortaya çıkar [31]. Karaciğer 

hasarı çoğu durumda idiyosenkratik, öngörülemez ve genellikle ilaç dozajından 

bağımsızdır. Tedavi başlangıcı ile karaciğer hasarının başlangıcı arasındaki süre 

genellikle birkaç gün ile 6 ay arasında değişkenlik gösterir [32]. Semptomlar ve ilerleyici 

hasar, karaciğerin rejenerasyon kapasitesi nedeniyle her zaman ortaya çıkmayabilir. 

Karaciğer biyopsisi de dahil olmak üzere; İİKH'yi kesin olarak gösteren klinik bir bulgu 

yoktur [33]. Antiepileptik ilaçlar, antimikrobiyal ve merkezi sinir sistemi ilaçları 

İİKH'nin dünya çapındaki önde gelen nedenleridir [25]. 

İİKH; ilaç toksisitesinin en yaygın belirtisi ve akut karaciğer yetmezliğinin, kronik 

karaciğer hastalığının ve karaciğer transplantasyonunun en sık nedeni olarak atfedilir [34, 

35]. Tüm hastane yatışlarının %5'inden, açıklanamayan belirgin serum karaciğeri enzim 
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yüksekliklerinin yaklaşık %10'undan ve tüm akut karaciğer yetmezliğinin %50'sinden 

sorumludur [36].  

Karaciğer hasarının ilaçlar ya da başka işlemlerden kaynaklanıp 

kaynaklanmadığının güvenilir bir şekilde teşhis edilebilmesi; ilaçla indüklenmiş 

hepatotoksisite insidansının ve klinik risk faktörlerinin belirlenmesi; hepatositler ve diğer 

karaciğer hücrelerine zarar veren mekanizmaların detaylandırılması aşamaları; İİKH 

sürecinin anlaşılmasını karmaşık hale getirmektedir [33, 37]. 

Terapötik dozlarla ilaç alan kişilerde İİKH insidansı; %0,001 ile %0,1 arasındadır 

ve bu nedenle klinik çalışmalarda önemli sayıda vaka gözlemleme olasılığı düşüktür [14, 

32]. Klinik kullanımda olan birçok ilaç için, hepatik enzimlerin potansiyel asemptomatik 

yükselmeleri durumunda gerekli önlemler alınmakta ve ilaçlar uygun izleme ile 

kullanılmaya devam etmektedir [31]. Son çalışmalar, günlük dozu > 50-100 mg/gün 

dozdan daha fazla lipofilikliğe sahip olan ilaçların, daha az lipofiliklikte daha düşük 

dozda verilen ilaçlarla karşılaştırıldığında; İİKH'ye neden olma yatkınlıklarının daha 

fazla olduğunu göstermektedir [38, 39]. 

İİKH; genellikle hücresel hedeflerin etkileşimi veya bozulmasını içeren 

patofizyolojik mekanizmalar ile ortaya çıkmaktadır [40]. İİKH köken olarak 

idiyosenkratik veya öngörülebilir olabilir. İdiyosenkratik İİKH; öngörülemez, sıklıkla 

doz bağımsız ve en yaygın olarak görülen çeşididir. İdiyosenkratik ilaç reaksiyonlarının 

%75'inden fazlası, karaciğer nakliyle veya ölümle sonuçlanır [36]. Bu reaksiyonlar; 

immün aracılı karaciğer hasarının (immünoalerjik/immünolojikidiyosenkratik İİKH) 

veya doğrudan hücresel hasarın (metabolik idiyosenkratik İİKH) bir sonucudur. Ana ilaca 

genetik ve/veya çevresel bir yatkınlığı olan ya da doğrudan hücresel hasarı uyaran ya da 

zararlı bir immünoalerjik reaksiyona neden olan bir toksik metabolite sahip olan kişilerde 

ortaya çıkar [14]. İmmünoalerjik ilaç hasarı (ilaç alerjisi veya aşırı duyarlılık ilaç hasarı 

olarak da adlandırılır), 1-8 hafta gibi kısa bir duyarlılık döneminden sonra ortaya çıkar, 

ilacın kullanımının (bazen 1 veya 2 gün içinde) tekrarlanmasıyla başlar ve 

hipersensitivitenin diğer klinik bulgularına (örneğin; ateş, deri döküntüleri, otoantikor 

oluşumu, eozinofili, lenfadenopati, atipik lenfositoz) eşlik eder. Döküntü şiddetli olabilir 

ve toksik epidermal nekroliz veya Stevens-Johnson sendromu gelişebilir [41]. Metabolik 

idiyosenkrazi; hepatositlerde ana bileşiğin biyotransformasyonuyla, doza bağlı bir şekilde 

toksik bileşikler üretilmesiyle sonuçlanır. Bu tür problemler spesifik bir genetik 

polimorfizm ile bağlantılıdır ve çok nadir görülür [42-45]. 
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Öngörülebilir doz bağımlı hepatotoksisite, çoğu ilaç için preklinik veya erken klinik 

çalışmalarda tespit edilebildiği ve böylece elimine edilebildiği için; İİKH'nin daha az 

yaygın olan şeklidir. Bu tip hepatotoksisite, ilacın yüksek dozlarını takiben veya hepatik 

bir enzim indükleyici ile birlikte verilmesinin ardından toksik metabolit birikimi ile 

karakterize edilir [32, 46]. 

Karaciğer hasarı ile ilişkili mekanik olaylar arasında apoptoz/nekroz, inflamasyon, 

oksidatif stres ve metabolik enzimlerin değişimi yer alır. Hepatositlerdeki doğrudan ilaç 

hasarına ek olarak; Kupffer hücreleri, zedelenmeyi arttırabilecek sitokinleri aktive 

edebilir; stellat hücreleri hasarı arttırabilir ve bazı ilaçlar, veno-oklüzif hastalığa yol açan 

sinüzoidal endotelyal hücrelere zarar verebilir [47]. 

Altta yatan karaciğer hasarına bağlı olarak İİKH hepatoselüler (nekroz ve/veya 

steatoz), kolestatik (safra sekresyonu ve/veya safra akışı bozuklukları) veya karma olarak 

üç kategoride sınıflandırılabilir. Bazı ilaçlar, genellikle hepatositlerin nekrozu anlamına 

gelen, ağırlıklı olarak hepatoselüler hasara; diğerleri, kolestaza benzeyen biliyer hasara; 

son olarak, bazı ilaçlar ise karışık hepatoselüler ve biliyer hasara neden olur [48]. 

Hepatoselüler karaciğer hasarı; ALT, normal üst sınırının (ULN) 2 katından daha 

büyük olduğunda veya ALT/alkalen fosfataz (ALP) oranının 5 veya daha yüksek olduğu 

durumları tanımlar. AST karaciğer hasarı için daha az spesifikken; ALT hepatosit 

sitozolünde çok miktarda bulunur ve membrandaki hasar sonucu sistemik dolaşıma girer 

[46]. Hepatoselüler formdaki İİKH %10-%50 arasında değişen mortalite oranıyla en kötü 

prognoza sahiptir ve eşlik eden sistemik semptomları; sarılık ve belirgin şekilde artmış 

serum aminotransferaz seviyeleridir [14, 42, 49]. Hepatoselüler hasar aynı zamanda 

bilirubin konjugasyonunu bozar; bu nedenle toplam bilirubin artışı, konjuge bilirubine 

oranla artar ve bu nedenle bilirubin yüksekliği, fonksiyonel karaciğer hasarının bir 

göstergesi olarak kabul edilir [31]. Ağır hepatoselüler hasarlı olgularda bilirubin 

konsantrasyonundaki artışla birlikte protrombin zamanında azalma gözlenir [50]. Daha 

ciddi vakalarda koagülopati ve ensefalopati, akut fulminant karaciğer yetmezliğinin 

göstergesidir [42]. 

Kolestatik karaciğer hasarı hepatoselüler hasarın aksine; safra asitleri için 

kanaliküler membranlarda ve taşıyıcılarda doğrudan hasar ile karakterize edilir ve 

böylece safra kanalı tıkanmasına ve serum ALP miktarının artmasına yol açar [31]. 

Regresyonu hepatoselüler İİKH'den daha yavaştır [51]. Kolestatik karaciğer hasarı; ALP 

düzeyinin ULN'den 2 kat daha yüksek olduğu veya ALT/ALP oranının 2'ye eşit veya 
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daha küçük olduğu durumlar için tanımlayıcıdır. İİKH'nin kolestatik formu daha az 

görülür, genellikle hayatı tehdit edici değildir ve sarılık, orantısız artış gösteren serum 

ALP seviyeleri, kaşıntı ve ALT'de hafif artışlarla kendini gösterir [23].  

Karma karaciğer hasarı halinde ise; ilgili serum belirteçleri ile birlikte hepatosit 

hasarı ve safra kanalı tıkanıklığı bir aradadır. Karma reaksiyonlarda hem ALT hem de 

ALP seviyeleri anormal derecede yüksektir; ALT/ALP oranı 2 ila 5 aralığındadır ve 

bireysel değerler ULN'den 2 kat daha büyüktür [42]. Ayrıca; ALT değeri > 3xULN veya 

ALP değeri > 2xULN, karma İİKH'nin göstergesidir. Bununla birlikte, bu eşik değerler 

hassas olmasına rağmen spesifik belirteçler değillerdir [52]. 

 

2.2.1. Klinik sunum ve tanı 

Hepatik ilaç hasarının teşhisi; bu ilaçlar için tek bir teşhis testinin mevcut olmayışı 

ve birçok ajanın İİKH'ye neden olabilmesi yüzünden zordur. İİKH'nin klinik spektrumu 

hemen hemen diğer tüm karaciğer bozukluklarını (akut ve kronik hepatit, otoimmün 

hepatit, alkolik karaciğer hastalığı, non-alkolik steatohepatit, fibrozis/siroz, granülomatöz 

hastalık, mikrovasküler steatoz, veno-oklüsif hastalık gibi akut ve kronik hepatobiliyer 

hastalık) taklit edebilir ve histopatolojik bulguları diğer birçok karaciğer hastalığına 

benzeyebilir [29, 42].  

İİKH; çoğunlukla tıbbi öykü, sunum, laboratuvar verileri ve hastalık seyri gibi 

çoklu faktörlere dayanarak teşhis edilir. Temel parametreler; reaksiyonun başlangıç 

zamanı, karaciğer hasarının tipi dahil olmak üzere klinik özellikler, iyileşme zamanı ve 

seyri, spesifik risk faktörleri, hepatit ve karaciğer testi anormalliklerinin yaygın ortak 

nedenleri gibi diğer tanıların dışlanması ve ajanın hepatotoksisitesine ilişkin önceki 

raporlardır [17]. 

Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) tarafından, ciddi hepatotoksisite riskini öngörmek için 

altın standart olarak kabul edilen Hy's Kuralları kullanılmaktadır. Hy's Kuralları; ismini, 

sarılık ile ilişkili hepatoselüler hasar vakalarının en az %10'luk bir mortalite sergilediğini 

gözlemleyen Hyman Zimmerman'dan alır [17]. Bu paradigma, ALP kullanılarak 

değerlendirilen hepatobiliyer hasarın yokluğunda; TBILI’nin iki kattan daha fazla 

artmasıyla birlikte ALT’nin üç kattan fazla yükselmesinin saptanmasına dayanmaktadır. 

Ancak klinisyenler ve bilim insanları tarafından Hy'in yasasının eksikliklerini ele alan 

İİKH değerlendirmesiyle kritelerler değiştirilerek; serum ALT'nin düşük seviyedeki İİKH 

ile ilişkili olmayan yükselmelerini ve klinik olarak ilgili olmayan ilaç kaynaklı olayları 
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dışlamak için ALT artış eşiği beş kattan fazla artırılmış ve hepatobiliyer sistem üzerindeki 

hasarın önemini vurgulamak için ise iki kattan daha büyük ALP artışı dahil edilmiştir 

[47]. 

İİKH semptomları son derece çeşitli olmakla birlikte bazı hastalarda semptom 

gözlenmeyebilir. Biyotransformasyonun merkez organı olan karaciğer, yüksek kan 

konsantrasyonları ve portal kandaki metabolitleri nedeniyle oral ilaç kullanımına bağlı 

oluşan toksisiteye özellikle yatkındır [53]. Muhtemel semptomlar; yorgunluk, iştahsızlık, 

bulantı, kusma, ateş, karın sağ üst bölgesinde basınç hissi, eklem ve kas ağrısı, kaşıntı, 

döküntü ve sarılıktır. Sarılık, karaciğer hasarının doğrudan göstergesi olan tek 

semptomdur [54]. 

 

2.2.2. Risk faktörleri 

Bir kişinin İİKH geliştirme yatkınlığında çok çeşitli faktörler rol oynar. Ancak 

hepatotoksik ilaç reaksiyonları geliştirme riski temelde iki gruba ayrılır. İlk grubu, ilacın 

nasıl elimine edildiği (karaciğer veya diğer yollarla), hangi enzimlerle metabolize olduğu 

ve ne tür hepatotoksik mekanizmalara sahip olduğu gibi ilacın özellikleriyle ilgili risk 

faktörleri; ikinci grubu ise, bireyin duyarlılığı ve ilaç alım şartları veya ortamı oluşturur 

[17]. Yaygın olarak belirtilen risk faktörleri; eşlik eden ilaçlar ve insan immün yetmezlik 

virüsü (HIV), hepatit B virüsü (HBV) ve hepatit C virüsü (HCV) enfeksiyonları gibi altta 

yatan hastalıkları içerir. Bunun yanısıra İİKH duyarlılığını, ilaç metabolizmasını 

düzenleyen enzimler ve ilaç taşıyıcılarını kodlayan genleri içeren genetik polimorfizmler 

gibi genetik risk faktörleri de etkilemektedir [42]. 

 

2.2.2.1. Kazanılmış faktörler 

Yaşlı hastaların genç hastalara, kadınların erkeklere göre; toksik karaciğer 

reaksiyonuna daha yatkın olduğu çalışmalarda bildirilmiştir [53]. 60 yaş üstü hastalarda 

çoklu ilaç kullanımından kaynaklı etkileşimler nedeniyle, ilaç hepatotoksisitesi riski 

artmış durumdadır. Beslenme kalitesi hepatotoksisiteyi farklı şekillerde etkileyebilir. 

Kronik alkol kullanımı; sitokrom P450'ler (CYP450'ler) gibi kritik enzimleri 

indükleyerek ve glutatyon (GSH) depolarını tüketerek, potansiyel toksik metabolitlere 

karşı direncin düşmesine neden olur ve hepatotoksisiteyi karmaşık mekanizmalarla 

güçlendirebilir. Ekstrahepatik ve hepatik hastalıklar da bazı ilaçların hepatotoksisitesine 

katkıda bulunabilir [17]. Yürütülen az sayıda kontrollü çalışma; önceden varolan 
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karaciğer hasarının, hepatotoksik reaksiyon durumunda karaciğerin yenilenme yeteneğini 

olumsuz yönde etkilediğini göstermektedir [54]. 

Aynı CYP450 izoenzim yolağı hedefleyen birden fazla ilacın aynı anda 

kullanılması İİKH riskini arttırabilir. Bazı antidepresanlar, CYP450 enzim aktivitesini 

inhibe edebilir veya indükleyebilir; böylece antidepresan ve metabolitlerinin serum 

konsantrasyonlarını etkileyerek potansiyel hepatik toksisite riskini arttırır [32]. 

 

2.2.2.2. Kalıtsal faktörler 

Antidepresan ajanlarla yapılan çalışmalarda, idiyosenkratik İİKH'den ziyade 

duyarlılık ile ilişkilendirilen gen polimorfizmleri tanımlanmamıştır [32]. Genetik 

metabolik değişkenlik, İİKH için en önemli duyarlılık faktörüdür. Enzim 

polimorfizmleri; enzim fonksiyonunun yavaşlamasına veya tamamen bozulmasına neden 

olarak her zaman karaciğer hasarıyla sonuçlanmasa da maddelerin toksisite artışına neden 

olabilir [53]. 

İlaçların çoğunu metabolize eden CYP450 izoenzimlerinin genetik olarak 

belirlenmiş polimorfizmleri nedeniyle; bireyler zayıf, orta ve güçlü metabolizörler olarak 

kategorize edilebilirler [53]. Zayıf bir metabolizörün, aynı izoenzimin çeşitli 

substratlarını veya inhibitörlerini içeren ilaçlarla alınması, daha yavaş ilaç metabolizması 

nedeniyle toksisite riskini artırır. CYP2D6 yokluğu veya eksikliği, Kafkas 

populasyonlarının %5-%10’unda mevcut olan yaygın bir farmakogenetik polimorfizmdir 

[17, 55]. 

Risk faktörleri açısından yeni veriler, yoğun olarak karaciğerde CYP450 enzimleri 

tarafından metabolize edilen ilaçların İİKH'ye neden olma olasılığının yaklaşık dört kat 

daha yüksek olduğunu göstermektedir. Çalışmalarda spesifik olarak, CYP1A2, 

CYP2C8/CYP2C9 ve CYP3A5 tarafından metabolize edilen ilaçların, İİKH riskinin 

artmasıyla yakından ilişkili olduğu gözlenmiştir. Ayrıca yüksek günlük dozda (100 mg) 

verilen ilaçların düşük dozdaki ilaçlara kıyasla yaklaşık beş kat daha fazla İİKH'ye neden 

olduğu bildirilmiştir [56]. 

 

2.2.3. Hepatotoksisitenin moleküler mekanizmaları 

Hepatotoksisite; toksik bir bileşiğin veya metabolitinin birikiminden veya 

sitotoksik etkisinden dolayı veya bu toksik ara maddelerin proteinlere bağlanmasıyla 

ortaya çıkan immün aracılı bir yanıttan kaynaklanabilir. İİKH etiyolojisi, genellikle aktive 
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edilmiş immün cevap ve hepatosit metabolik disfonksiyonu arasındaki bir süreç olarak 

kabul edilmesine rağmen; çoğunlukla bir ara reaktif metabolitten kaynaklanmaktadır. Bir 

bileşiğin toksik etki oluşturup oluşturmayacağını; biyoaktivasyon, detoksifikasyon ve 

savunma/onarım mekanizmaları arasında denge belirler. İlaç biyotransformasyonu genel 

olarak detoksifikasyon sürecine paralel olmasına rağmen; biyoaktivasyon sıklıkla 

hepatosit hasarına neden olur [57, 58]. 

Doğrudan hepatotoksisite; ana bileşiğin etkileşiminin bir sonucu olarak ya da daha 

sıklıkla hepatositlere karşı sitotoksisiteye neden olan reaktif bir ara metabolitin ortaya 

çıkması sonucu gelişir [59]. İlaç metabolitleri sıklıkla; hücre makromolekülleri olan 

proteinler, lipidler, deoksiribo nüklesik asit (DNA) ve ribo nüklesik asit (RNA) üzerinde, 

araya girebilen elektrofilik bir etkileşim veya serbest radikaller aracılığıyla kovalent 

bağlar oluştururlar. Bu reaktif türler genellikle GSH ve diğer indirgenmiş gruplar 

tarafından detoksifiye edilir. İndirgenmiş GSH’nin azalması; toksik ara maddelerin 

proteinler, lipitler veya nükleik asitlere kovalent bağlanmasını veya lipit 

peroksidasyonunu arttırabilir. Bu kararlı ilaç eklentilerinin birikimi mitokondriyal hasarı 

arttırabilir ve sonrasında apoptozu ya da nekrozu indükleyen hücresel strese neden 

olabilir [60-62]. 

 

2.2.4. Hepatotoksik ajanların klinikopatolojik-mekanistik sınıflandırması 

Bazı tıbbi ajanlar, aşırı dozda alındığında ve hatta bazen terapötik aralıklar içinde 

olduğunda bile karaciğere zarar verebilir. Laboratuvarlarda ve sanayide kullanılan 

kimyasal maddeler, doğal kimyasallar ve bitkisel ilaçlar gibi diğer kimyasal maddeler de 

hepatotoksisiteye neden olabilir. Günümüzde karaciğer hasarına neden olan 1.200'den 

fazla ilaç molekülü bulunmaktadır [17, 36]. 

Antidepresan kaynaklı karaciğer hasarı; karaciğer enzim düzeylerindeki artıştan; 

yorgunluk, asteni, anoreksi, bulantı, kusma ve üst sağ karın ağrısı gibi spesifik olmayan 

semptomlara ve ayrıca sarılık, koyu renkli idrar veya soluk dışkı, hepatik ensefalopati ile 

ilerleyici veya hatta fulminant karaciğer yetmezliği, hepatoselüler fonksiyonların kaybı, 

akut karaciğer yetmezliği gibi daha spesifik semptomlara kadar uzanan çeşitli biyolojik 

ve klinik tabloları içerir. Bununla birlikte; çoğu durumda hastalar klinik olarak 

asemptomatiktir ve karaciğer fonksiyon testleri üzerinde anormal sonuçlarla tanımlanan 

biyolojik değişiklikler; antidepresan kaynaklı karaciğer hasarı şüphesi oluşturabilen tek 
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unsurdur. Böylelikle, İİKH'nin teşhisi çoğu zaman ALT seviyelerindeki artışın tespitine 

dayanır [32]. 

Hemen hemen tüm antidepresanlar, terapötik dozda bile hepatotoksisiteyi 

indükleyebilir [63]. Tüm antidepresanlar; geçici olsa bile, bir dereceye kadar karaciğer 

enzim yükselmesine neden olur. Antidepresanlarla ilişkili karaciğer hasarının 

mekanizması metabolik veya immünoalerjiktir. Bir hipersensitivite sendromunun (ateş, 

kızarıklık, eozinofili, otoantikorlar) ve kısa bir gecikme süresinin (1 ila 6 hafta) olması 

immün aracılı karaciğer hasarını gösterirken, herhangi bir hipersensitivite sendromunun 

yokluğu ve daha uzun bir gecikme süresi (1 aydan 1 yıla kadar) idiyosenkratik metabolik 

mekanizmayı tanımlar. Antidepresanlarla ilişkili İİKH genel olarak hepatoselüler tipte ve 

daha az sıklıkla kolestatik veya karma tiptedir. İİKH'nin başlangıcı çoğu durumda; 

idiyosenkratik, öngörülemez ve antidepresan tedavisinin başlamasından sonraki birkaç 

gün ile 6 ay arasındadır. Her ne kadar serum aminotransferaz aktiviteleri çoğu 

antidepresan için İİKH'nin zayıf bir göstergesi olsa da, hastaları izlemek için kullanılan 

altın standarttır [32, 63].  

MAO inhibitörleri (MAOI), İİKH için yüksek derecede sorumlu olarak 

tanımlanmıştır. MAOI’nın uzun süreli kulllanım geçmişine rağmen hepatotoksisitenin de 

içinde olduğu advers etki profilleri ve mekanizmaları hala yeterince anlaşılamamıştır 

[53]. MAOI ile tedavi edilen hastaların %3'ünden fazlasında asemptomatik hafif anormal 

karaciğer fonksiyonu saptanmıştır [32]. Özellikle MAOI için hepatotoksisite verileri 

klinik çalışmaların sonuçları olmadığından sınırlıdır. Mevcut veriler sadece yayımlanan 

vaka raporlarına dayanır. Elde edilen veriler tüm antidepresanların hepatotoksisite riski 

ile ilişkili olduğunu göstermektedir. Bununla birlikte, antidepresanlara bağlı karaciğer 

hasarının prevalansı ve ciddiyeti ile ilgili kesin sonuçlar için kanıtlar yeterli değildir [64]. 

 

2.3. Monoamin Oksidaz İnhibitörleri (MAOI) 

MAO, monoamin nörotransmiterlerinin deaktivasyonu için majör metabolik 

enzimdir ve nöro-psikofarmakolojide kilit bir hedeftir. MAO, bir C-terminal 

transmembran polipeptit segmenti ile mitokondriyal dış membrana bağlı; nöronal, glial 

ve diğer hücrelerde monoaminerjik homeostazı ve nörotransmisyonu düzenleyen; 

kofaktör olarak flavin adenin dinükleotidi (FAD) içeren anahtar enzimdir [65]. 

Gastrointestinal, hepatik ve nöronal dokularda yüksek ekspresyon seviyelerine sahiptir 

ve tüm vücutta yaygın olarak dağılım gösterir. Etkileri, merkezi sinir sisteminde nöroaktif 
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ve vazoaktif biyojenik moleküllerin (endojen monoaminler) oksidatif deaminasyonu ile 

elde edilir ve detoksifikasyonunda önemli rollere sahiptir. Aynı zamanda diyet 

aminlerinin (ekzojen monoaminler-ksenobiyotik aminler) oksidatif katabolizmasında da 

önemli bir rol oynar [66-68]. Monoamin oksidazlar aynı zamanda; nöronal 

farmakoterapide potansiyel terapötik hedef olarak işlev gören, nörobiyolojik köken ve 

fonksiyonları barındıran, çok değerli bir nöronal enzim sınıfını temsil ettiği için bazı 

kaynaklarda "Nöroenzim" terimi ile de ifade edilmektedir [69]. MAO'nun memelilerde 

monoamin oksidaz A (MAO-A) ve monoamin oksidaz B (MAO-B) olmak üzere iki 

izoformu tanımlanmıştır [70]. MAO-A ve MAO-B'nin monoamin metabolizmasında 

dikkate değer ölçüde farklı rolleri olduğu saptanmıştır. MAO-A özellikle bağırsak 

kanalında, karaciğerde, plasentada ve periferal adrenerjik nöronlarda (adrenal bezler, 

arteriyel damarlar ve sempatik sinirler); MAO-B ise çoğunlukla beyin, karaciğer ve 

trombositlerde baskın halde bulunur. Bununla birlikte; belirtilen tüm alanlarda her iki 

izoenzim tipi de mevcuttur [71-73]. MAO etkisiyle üretilen aldehidler, aldehit 

dehidrojenaz ve aldehit redüktaz tarafından glikollere ve karboksilik asitlere metabolize 

edilir. Başlangıçta hidrojen peroksit (H2O2) ile birlikte reaktif oksijen üretebilen aldehit 

oluşumu, MAO ürünlerinin nörotoksik olabileceğini göstermektedir [74]. MAO-B 

dopaminin parçalanmasında ve aynı zamanda dopamin salınımını uyaran ve nöronal 

yeniden alınımı inhibe eden endojen bir amin olan feniletil aminin deaminasyonunda rol 

oynar [71]. İnsan beyninde MAO'nun yaklaşık %75'i B alt tipindendir. MAO-B 

inhibitörleri, nigrostriatal dopaminerjik yoldaki bazal dopamin seviyesini arttırır [73, 75]. 

Yarım yüzyıldan fazla bir süredir antidepresan ilaçlar olarak kullanılan MAOI’nın, 

monoaminerjik fonksiyonu arttırdığı ve beyin amin seviyelerini yükselttiği kanıtlanmıştır 

[76].  Bu durum MAOI’yı; melankolik, atipik ve tedaviye dirençli depresyon, anksiyete, 

saldırganlık, şizofreni, hiperaktivite, parkinson ve alzheimer dahil olmak üzere ruh hali 

ve dejeneratif bozuklukları tedavisinde umut vaat eden önemli bir ilaç grubu haline 

getirmiştir [77-79]. Ayrıca, MAO inhibisyonuyla amin oksidasyonuna eşlik eden 

amonyak, aldehit ara ürünleri ve H2O2 üretiminin azalmasıyla oksidatif stresinin 

düşürülmesiyle sayısız nöroprotektif/nörokurtarma özelliği raporu; bu gruba olan ilgiyi 

son yıllarda önemli ölçüde arttırmıştır [80]. 

Bununla birlikte; tiramince zengin gıdaların (peynir, et) tüketimiyle ortaya çıkan 

hipertansif kriz riski ve bunun sonucunda da diyet tiramin kısıtlamasını gerektirmesi; aynı 

zamanda besin ve ilaçlarla toksik etkileşimleri nedeniyle potansiyel ölümcül hipertansif 
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kriz vakalarına sebep olması yüzünden, klinik kullanımları azalmış durumdadır [81, 82]. 

Son zamanlarda sempatomimetik aminlerin potansiyalizasyonuna MAO-B değil MAO-

A inhibitörlerinin neden olduğu ve reversibl MAO-A inhibitörlerinin minimal tiramin 

reaksiyonuna yol açtığı gerçeğinin anlaşılması, depresyon (reversibl MAO-A inhibitörleri 

ve yeni dozaj formlu MAO-B inhibitörü) ve parkinson hastalığının (MAO-B inhibitörleri) 

tedavisinde MAOI’nın güvenli ve etkin kullanımını tekrar gündeme getirmiştir [72, 75, 

83].  Depresyon tedavisindeki üstün etkinliklerinden dolayı (diğer tedaviler ile başarısız 

olma durumunda gösterdikleri etkinlik sayesinde) daha güvenli ve daha iyi tolere edilen 

(daha selektif ve reversibl) MAOI'ların geliştirilmesi için çalışmalar devam etmektedir 

[81, 84]. 

MAOI'ların gelişimi, iproniazidin tesadüf eseri antidepresan etkilerinin 

görülmesiyle (hastalarda erken klinik testler sırasında yan etki olarak bildirilen öfori 

gelişimi) başlamıştır. MAOI olan iproniazid, orijinal olarak antitüberküloz ajanı olarak 

sentezlenmiştir. 1952 yılında Zeller vd. tarafından iproniazidin MAO inhibisyon 

kabiliyetinin olduğunun anlaşılması ve potansiyel MAOI'ların depresyon tedavisinde 

kullanılabileceğinin öne sürülmesi; ardından fenelzin gibi diğer MAOI'ların keşfinin 

önünü açmıştır ve bu sayede antidepresanların gelişmesi yolunda büyük bir aşama 

kaydedilmiştir. 1960'lı yıllarda ise hidrazin türevlerinden fenelzinin ve 

izokarboksazidinin, nonhidrazin tranilsiprominin antidepresan ilaç olarak yaygın bir 

şekilde kullanılmasının ardından; iproniazid, 1960'lı yılların başlarında hepatotoksisite 

raporları nedeniyle piyasadan çekilmiştir [69, 82]. Hidrazin bazlı MAOI ile (seçici 

olmayan ve irreversibl) ilişkili, karaciğer toksisitesi ve “peynir reaksiyonu” gibi bazı 

önemli advers etkilerin olması; beraberinde yeni araştırmaları,  farklı etki 

mekanizmalarına sahip bazı yeni antidepresanların sentezlenmesi gerekliliğini getirerek 

ilgiyi yeni kategorilerin keşfine [trisiklik antidepresanlar ve selektif serotonin geri alım 

inhibitörleri (SSRI) ve advers etki profili düşük seçici MAO-A ve MAO-B inhibitörleri 

gibi] kaydırmıştır [69, 85]. 

MAO-A inhibitörleri antidepresanlar ve anksiyolitikler olarak bazı mental 

hastalıklarda; MAO-B inhibitörleri ise parkinson hastalığının tedavisinde ve aynı 

zamanda alzheimer hastalığı gibi nörodejeneratif hastalıklarla ilişkili semptomların 

yönetiminde kullanılmaktadır [70, 82]. MAO-A'nın seçici inhibisyonu, santral sinir 

sistemindeki nöradrenerjik ve serotonerjik nöronlardaki nörotransmitter miktarını 
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arttırarak klinik antidepresan etki gösterirken, MAO-B'un inhibisyonu, parkinsonyan 

beyindeki dopamin miktarını arttırarak antiparkinson etki gösterir [74]. 

 

2.3.1. MAO İnhibitörleri ile İlişkili Advers Etki Profili 

Birinci nesil MAOI’nın hepatotoksisite, ortostatik hipotansiyon ve en önemlisi, 

tiramin içeren gıdaların alınmasından sonra ortaya çıkan hipertansif kriz gibi ciddi yan 

etkileri vardır [73]. Hidrazin bileşiğinden köken alan MAOI, potansiyel hepatotoksindir 

ve karaciğer hasarı oluşturabilirler. Hidrazinler, P450 tarafından toksik ara ürünlere 

metabolize edilebilir [36]. Eski bir MAOI olan iproniazid yüksek sıklıkla karaciğer 

hasarına neden olduğu için piyasadan çekilmiştir. Fenelzinin şiddetli, akut ve kronik 

hepatik hasara neden olduğu bildirilmiştir [86, 87]. Bir nonhidrazin MAOI olan 

translilsiprominin, hepatik patolojiyle ilişkili olduğu bildirilmiştir [88]. 

Karaciğer hasarının spesifik bir serum otoantikoru ile ilişkisinin veya kanda 

spesifik bir reaktif metabolit saptanması gibi belirteçlerin varlığının son derece nadir 

olması MAO inhibitörleri için de geçerlidir.  Sadece iproniazid için hepatotoksisite, 

spesifik bir belirteç olan otoantikor antimitokondriyal tip 6 ile ilişkilendirilmiştir [17]. 

Ortostatik hipotansiyon, sedasyon, baş dönmesi, uyuşukluk, ağız kuruluğu, 

insomnia ve bulantı oral MAOI’nın en sık bildirilen yan etkileridir. Kilo alımı, ödem, kas 

ağrısı, miyoklonus, parestezi, seksüel disfonksiyon ve nadiren hepatotoksisite gecikmiş 

yan etkilerdir. MAO inhibitörlerinin alımından kısa bir süre sonra (30 dakika ila 2 saat) 

geçici hipertansif ataklar, diyet veya ilaç etkileşimlerinden bağımsız olarak bildirilmiştir 

[89]. 

MAO inhibitörlerini içeren toksisiteler arasında başlıca serotonin sendromu ve 

peynir etkisi vardır:  

 

2.3.1.1. Serotonin sendromu 

Mental durum değişiklikleri, eksitasyon, huzursuzluk, miyoklonus, hiperrefleksi, 

rabdomiyoliz, böbrek yetmezliği, yayılmış intravasküler pıhtılaşma, diyaforez veya 

otonomik/nöromüsküler hiperaktivite ile karakterize olan yaşamı tehdit edici, ilaca bağlı 

bir toksidrom olan serotonin sendromu; monoterapide MAOI ile nadir olarak 

bildirilmiştir. MAOI ile (özellikle MAO-A inhibitörü) serotonin konsantrasyonunu 

arttıran veya nöronal geri alımını inhibe eden diğer ilaçların (SSRI'lar veya trisiklik 

antidepresanlar gibi) birlikte kullanımı, serotonin sendromu (beyinde aşırı serotonin 
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uyarımı) olarak adlandırılan potansiyel olarak tehlikeli bir duruma neden olabilir [75, 90, 

91]. Serotonin sendromunun başlangıç belirtileri arasında konfüzyon, huzursuzluk, aşırı 

terleme, kızarma, titreme ve istemsiz kas gerilmesi sayılabilir ve bu durumu takiben 

ilaçlar kesilmezse, bireyler yaşamı daha fazla tehdit eden komplikasyonlar geliştirebilir 

[69]. MAOI kullanan hastalarda serotonin sendromu riski nedeniyle, serotonerjik 

antidepresanların ve diğer serotonerjik ilaçların kullanımından kaçınılmalıdır [72]. 

 

2.3.1.2. Tiramin reaksiyonu ve peynir etkisi 

MAOI’nın yan etkileri 1960'ların ortalarında, 40'tan fazla tiramin kaynaklı 

hipertansif kriz vakası rapor edildiğinde (özellikle tranilsipromin ile) bildirilmiştir. Rapor 

edilen vakaların birçoğu, tiramince zengin gıdaların MAOI ile birlikte alımının ardından 

gerçekleşmiştir [92].  

İnsanlarda MAO-A'nın inhibisyonu; serotonin, noradrenalin ve nihayetinde 

dopamin konsantrasyonunu yükseltir. Tiramin gibi eksojen vazopresör olan 

sempatomimetik aminlerin ilk geçiş metabolizmasının MAO tarafından bloke edilmesi; 

bu aminlerin dolaşım sistemine girmesine,  böylelikle kan basıncında ve son organ 

hasarında ani, dramatik bir artışla karakterize olan hipertansif krize neden olur [84, 93]. 

Göğüs ağrısı ve sıkışması ile ilişkili olabilen oksipital baş ağrısı, boyunda sertlik veya 

ağrı, çarpıntı, terleme, bulantı, kusma, dilate pupil, fotofobi, taşikardi veya bradikardi ile 

karakterize olan hipertansif kriz tablosu, peynir etkisi veya peynir reaksiyonu olarak da 

adlandırılmaktadır [94, 95]. Bağırsak MAO'sunun %80'i MAO-A olduğundan, bu 

izoenzim özellikle tiramin degradasyonundan sorumludur ve bu nedenle MAO-A'nın 

inhibisyonu peynir reaksiyonu ile ilişkilidir [72, 96]. 

 

2.3.2. MAO inhibitörlerinin sınıflandırılması 

MAOI genel olarak, MAO-A veya MAO-B için seçici veya seçici olup 

olmamalarına ve etkilerinin reversibl olup olmadığına göre sınıflandırılabilir. 

Günümüzde hem reversibl hem irreversibl MAOI kullanılmaktadır [75]. Etki 

mekanizmalarındaki farklılıklara bağlı olarak dört MAOI sınıfı tanımlanmıştır. İlk grup, 

irreversibl ve seçici olmayan MAOI (fenelzin, tranilsipromin ve izokarboksazid) 

bileşiklerdir. Bu grup; geri dönüşümsüz enzim inhibitörleri olarak görülmekte, MAO'yu 

kovalent olarak bağlamakta (14-28 günlük kullanım ömrü boyunca enzime bağlanır) ve 

MAO fonksiyonunu kalıcı olarak bloke etmektedir. Lokal metabolik aktivitenin geri 
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kazanılması için yeni enzim sentezlenmesi gerekmektedir [72, 97]. İrreversibl MAOI’nın 

güçlü antidepresan etkisi olmasına rağmen; klinik kullanımları, diyet aminlerinin 

kardiyovasküler etkilerini potansiyalize etmesi dolayısıyla sınırlı durumdadır [74]. 

İkinci tip; MAO-A aktivitesini reversibl ve seçici olarak düşürür.  Bu inhibitörler 

(moklobemid), terapötik dozlarda ilaç etkileşimleri için seçici olmayan MAOI’dan daha 

düşük bir potansiyele sahiptir; ancak seçici inhibitörler tarafından MAO-A 

inhibisyonunun süresi (16-24 saat); klasik, seçici olmayan MAOI tarafından indüklenen 

inhibisyondan (10 günden fazla) daha kısadır [98]. 

Üçüncü MAOI tipi irrevesibl, seçici MAO-B inhibitörleri (selejilin ve rasajilin) 

içerirken, son tip reversibl MAO-B inhibitörleridir (safinamid). Genel olarak, yalnızca bir 

MAO izoformununun blokasyonu, sadece verilen bileşiğin dar bir konsantrasyon 

aralığında mümkün olmakta; MAO alt tipi inhibisyonunun özgüllüğü daha yüksek 

dozlarda kaybedilmektedir [99]. 

 

2.4. Moklobemid 

Mevcut MAOI’nın güvenlik problemlerini çözmeyi amaçlayan çalışmalar 

sonucunda, moklobemid gibi daha seçici ve reversibl MAOI geliştirilmiştir [82]. 

Moklobemid; benzamid türevli, geniş bir spektrumdaki depresif bozuklukların 

tedavisinde (anksiyete, travma sonrası stres ve panik bozukluklarında) endike olan, kısa 

etkili, spesifik, halihazırda kullanımı olan tek reversibl MAO-A inhibitörüdür [72]. Aynı 

zamanda anti-parkinson aktiviteye ve nöroprotektif etkilere de sahip olduğu çalışmalarda 

bildirilmiştir [100]. Terapötik dozu, 300-600 mg’dır [101]. Beyindeki serotonin ve 

nöradrenalin konsantrasyonlarını arttırır. Hemen hemen tüm meta-analizler ve 

karşılaştırmalı çalışmalar, depresyonun akut yönetiminde trisiklik veya bazı heterosiklik 

antidepresanlar ve SSRI’lar kadar etkili olduğunu göstermektedir. Ayrıca ihmal edilebilir 

düzeydeki antikolinerjik ve antihistaminik etkilerden dolayı tri veya heterosiklik 

antidepresanlardan daha iyi tolere edilir [17, 69]. Ancak, fenelzin ve tranilsipromin gibi 

geleneksel MAO inhibitörlerine göre daha az etkili olduğu çalışmalarla 

gösterilmiştir [89]. 

Moklobemid hızlı ve neredeyse tamamen gastrointestinal sistemden absorbe edilir. 

Karaciğerde ilk geçiş metabolizmasına maruz kalır. Bu metabolizmayla, çoklu dozlar 

sonunda sistemik mevcudiyetinde %85'e kadar artış görülür. Proteinlere sadece %50 

oranında bağlanır. Kısa bir plazma eliminasyon yarı ömrüne sahiptir [17]. Morfolin 
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halkasının C- ve N- oksidasyonu ve aromatik hidroksilasyon ile biyotransforme edilir. 

İlacın yaklaşık %95'i böbrekler aracılığı ile 24 saat içinde vücuttan atılır [73].  

Moklobemid, CYP2C19'un substratıdır. CYP1A2, CYP2C19 ve CYP2D6'nın 

inhibitörü olmasına rağmen, moklobemidle ilgili az sayıda klinik önemi olan ilaç 

etkileşimi bildirilmiştir ve bu sayede doz aşımında bile nispeten güvenli olduğu kabul 

edilir. Renal disfonksiyonu olan hastalar için dozaj modifikasyonları gerekli olmamasına 

rağmen; şiddetli karaciğer yetmezliği olan hastalar için kullanımından sakınılması 

gerekmektedir  [101]. 

Moklobemidin plazma konsantrasyonu ve terapötik etkinliği arasındaki ilişki 

belirgin olmamasına rağmen, advers olaylar ile arasında pozitif bir korelasyon 

bulunmaktadır. Moklobemid ile ilişkili en sık bildirilen yan etkiler; uyku bozuklukları, 

artmış anksiyete, huzursuzluk ve baş ağrısıdır. SSRI’lar ve trisiklik antidepresanlar ile 

önemli ölçüde etkileşime girer. Ayrıca moklobemid kullanımı ile ortaya çıkan kardiyak 

aritmiler ve artmış karaciğer enzim düzeyleri bildirilmiştir [73]. MAO inhibitörlerinin 

aksine, tiramince zengin gıdaların alınmasından sonra hipertansif krizi tetikleme eğilimi 

çok düşük olduğundan katı diyet kısıtlamaları gerektirmez [69]. Gastrointestinal yan 

etkiler ve özellikle de seksüel disfonksiyon SSRI'lara kıyasla moklobemid ile çok daha 

az oranda görülmektedir. Terapötik dozlarda; psikomotor performans, kognitif fonksiyon 

veya kardiyovasküler sistem üzerinde önemli negatif etkileri bulunmaması nedeniyle 

yaşlı hastaların tedavisinde özellikle tercih edilmektedir [101]. 

 

2.5. Selejilin (l-deprenil, eldepril) 

Selejilin; selektif ve irreversibl bir proparjilamin türevi olarak, parkinsonda en sık 

kullanılan MAO-B inhibitörüdür [102]. 1972 yılında Knoll ve Magyar tarafından l-

amfetamin'den sentezlenmiştir [103]. İnsan beynindeki dopaminin parçalanmasını inhibe 

eder. Düşük dozlarda parkinson hastalığının tedavisinde L-dopa tedavisini güçlendirmek 

ve aynı zamanda parkinson öncesi sendromu gösteren hastalarda nöroprotektif etki 

sağlamak amacıyla kullanılmaktadır [70, 104, 105]. Selejilinin ayrıca fluoksetin ile 

kombinasyon halinde, Huntington hastalığında yararlı etkiler gösterdiği bildirilmiştir 

[69]. 

Ayrıca, selejilin transdermal sistemi (Emsam) majör depresyon tedavisinde 2006 

yılında onaylanmış ilk transdermal yamadır. Oral MAOI’nın aksine, günde en düşük 6 

mg efektif dozda diyet kısıtlaması olmaksızın kullanılabilir. Transdermal iletimi 
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nedeniyle, beyinde antidepresan etki sağlarken, bağırsakta MAO-A tarafından diyet 

tiramin metabolizmasını inhibe etmez ve bu özelliğiyle majör depresif bozukluğun 

yönetiminde mevcut stratejilere umut verici bir alternatiftir [72]. 

Yine bu dozlarda (5-10 mg/gün per oral) gastrointestinal MAO-A inhibisyonuna 

neden olmaz ve diyet kısıtlaması olmaksızın kullanılabilir.  Daha yüksek dozlarda (30-60 

mg/gün per oral; tedavide kullanılan maksimum doz günde 30 mg’dır) ise, majör depresif 

bozuklukta etkili olmasına rağmen seçiciliğini kaybeder ve potansiyel olarak tiramin 

etkileşimlerine neden olarak kardiyovasküler sempatomimetik etkinin kuvvetlenmesine 

neden olabilir [82, 84, 106, 107].  

Selejilin hızla ve tamamen gastrointestinal yoldan emilir. Bununla birlikte; oral 

biyoyararlanım, yaygın hepatik ilk geçiş metabolizmasının bir sonucu olarak sadece 

%10'dur. Selejilin, R(-)-metamfetaminin proparjil türevidir ve başta CYP2B6, CYP2C19, 

CYP2D6 ve CYP3A4 olmak üzere birçok CYP enzimi tarafından; R(-)-metamfetamin, 

R(-)-amfetamin ve N-desmetilselejiline metabolize edilir [107, 108]. Bu metabolitler 

ayrıca nörotoksisite ile de ilişkilidir ve sempatomimetik aktiviteleriyle kan basıncını ve 

kalp atım hızını arttırırlar [109]. Selejilin, CYP2D6'nın atipik bir substratıdır ve 

CYP2B1'i irreversibl olarak inaktive eder [110]. Selejilinin plazma eliminasyon yarı 

ömrü, tek bir dozdan 7 saat sonra gerçekleşir. Yaklaşık %86'sı böbrekler ile vücuttan atılır 

[73]. 

Selejilin ile en sık görülen advers olaylar; uykusuzluk, konfüzyon, halüsinasyon, 

kardiyovasküler yan etkiler, ortostatik hipotansiyon, anoreksiya, bulantı ve baş 

dönmesidir. Yüksek dozdaki selejilin MAO-B için seçiciliğini yitirir ve MAO-A 

inhibisyonuna da neden olur; böylelikle tiramin kaynaklı hipertansiyon riski yaratır. 

Ancak bu potansiyel yan etki klinik çalışmalardaki terapötik dozlarda gözlenmemiştir 

[111]. Bu olumsuz etkilerin yanı sıra, klinik çalışmalarda serum AST ve ALT 

düzeylerinde artış kaydedilmiştir [73]. Parkinson hastalığında oral selejilin kullanımının 

gözden geçirildiği literatürde ise, bu ajanla ilgili hepatotoksisite raporlarına 

rastlanmamıştır ve selejilin hepatotoksisitesinin bulunduğuna dair şu an için herhangi bir 

kanıt yoktur [14, 17, 31]. 

 

2.6. Klorjilin 

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

MAO-A'ya selektivite gösteren ilk MAOI olarak geliştirilmiştir [75, 106]. Depresyon, 
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anksiyete ve diğer duygudurum bozukluklarının tedavisinde kullanılan, seçici irreversibl 

MAO-A inhibitörüdür [112]. Klorjilin, rasajilin ve selejiline yapısal olarak benzerdir 

ancak bu bileşiklerden daha etkili bir MAOI’dır. Bu üç bileşiğin hepsi, flavin kofaktörüne 

kimyasal bağlanmadan sorumlu proparjilamin işlevselliği gösteren, irreversibl bir 

asetilenik MAOI sınıfına aittir [113]. Klorjilinin, melanoma hücrelerinde in vitro 

apoptozu önlediği ve beyindeki H2O2 seviyelerini düşürdüğü bildirilmiştir [114, 115]. 

Malign olmayan insan hücrelerini iyonlaştırıcı radyasyon ve kemoterapi toksisitesinden 

koruduğu çeşitli çalışmalarda gözlemlenmiştir ve aynı zamanda kültürlenmiş prostat, 

meme kanseri ve nöroblastoma hüclerinde hücre büyümesinde azalmaya neden olduğunu 

ve antikanser özellik gösterdiğini bildiren çalışmalar bulunmaktadır [116-118]. Fare ve 

insan sinir hücrelerinde aşırı MAO aktivitesinin inhibe edilmesiyle oksidatif stresin 

azaldığı ve hücresel canlılığın arttığını gösteren çalışmalar mevcuttur [112]. Aynı 

zamanda nöroprotektif özellikte olduğu çalışmalarla rapor edilmiştir [100]. 

Bununla birlikte; zararlı hipertansif krizlerin varlığı, klorjilin gibi ikinci nesil 

MAOI'ların kullanımını sınırlamıştır [69]. Klinik çalışmalar norepinefrin, epinefrin, 

dopamin ve serotoninin beyin seviyelerini arttırdığını ve depresyon tedavisinde 

etkinliğini bildirmesine rağmen; klorjilin kullanımı, ilaç-diyet etkileşimlerinden 

kaynaklanan ciddi yan etkiler nedeniyle gölgede kalmıştır [119]. Bu durum klinik 

faydasını sınırlamasına rağmen; şu anda MAO-A'yı inhibe etmek için preklinik olarak 

yaygın şekilde kullanılmaktadır [67, 120]. Literatürde bu ajanla ilgili yapılmış herhangi 

bir hepatotoksisite çalışması mevcut değildir. 

 

2.7. Rasajilin 

Rasajilin (N-proparjil-1-R-aminoindan), 2001 yılında başka bir proparjilamin 

bileşiği olarak Youdim vd. tarafından keşfedilmiştir [108]. İyi tolere edilebilen, güçlü, 

selektif ve irreversibl bir MAO-B inhibitörüdür [71]. MAO izoform aktivitesinin spesifik 

inhibisyonu, inhibitörün belirli bir konsantrasyon aralığında (1 mg/gün) mümkündür; bu 

spesifite yüksek dozlarda (2 mg/gün) kaybolur ve MAO-A da inhibe edilir [121]. 

Parkinson hastalığında monoterapide veya L-dopa'ya ek tedavi olarak geliştirilmiştir. İn 

vitro ve in vivo olarak nöroprotektif aktiviteye sahiptir [109]. MAO-B selektif dozları, 

afektif bozuklukların tedavisi için etkili değildir [75]. Fare modellerinde ALS tedavisinde 

faydalı olduğu bildirilmiştir [122]. Akut ve kronik uygulamada in vivo sıçan beyninde ve 
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karaciğerde, MAO-B'nin inhibisyonu için selejilinden 3 ila 15 kat daha etkili olmasına 

rağmen; in vitro olarak benzer etkilere sahip olduğu belirtilmektedir [108]. 

Rasajilin, oral uygulamadan sonra iyi absorbe edilir ve kolayca kan-beyin bariyerini 

geçer.  Oral biyoyararlanımı %35’tir ve maksimum konsantrasyona ulaşma süresi (Tmax) 

0,5–1 saattir ve bu değer gıda alımı tarafından değişmez. Farklı raporlara göre dağılım 

hacmi (Vd) 87-243 L arasında değişmektedir. Plazma albümin bağlanması %60-70 olarak 

kabul edilmektedir.  Yarılanma ömrü 1,5-3,5 saattir. Başlıca CYP1A2 ile hepatik 

metabolizmaya uğrar. MAO-B inhibitörlerinin prototipi olan selejilinin aksine, potansiyel 

olarak toksik amfetamin ürünlerine değil; aminoindana metabolize edilir. İlacın oral 

klirensi 94,3 L/saattir [102]. 

Rasajilin tedavisi ile yaygın olarak görülen yan etkiler; baş ağrısı, uykusuzluk, 

keyifsizlik, senkop, karaciğer fonksiyon bozukluğu, kserostomi, abdominal rahatsızlık, 

bulantı ve diyare, postüral hipotansiyon, diskinezi, artralji, kilo kaybı, anoreksi, 

depresyon, kusma, denge bozukluğu ve halüsinasyondur. Ancak tüm bu etkilere rağmen, 

iyi bir yan etki profiline sahiptir ve iyi tolere edilir. Hipertansif kriz riski tüm MAOI’lar 

ile mevcut olduğundan, rasajilin ile tedavi edilen hastalarda diyet tiramininin (örneğin; 

peynir ve şarap) ve sempatomimetik aminlerin (örneğin; fenilefrin) kısıtlanması 

önerilmektedir. Bununla birlikte, klinik çalışmalar selejilin gibi rasajilinin de terapötik 

dozajlarda “peynir etkisi” ile ilişkili olmadığını göstermektedir. Hafif karaciğer 

yetmezliği olan hastalarda rasajilin plazma konsantrasyonu-zaman eğrisi altında kalan 

alan (AUC) %80 ve Cmax %38 oranında artar. Orta derecede karaciğer yetmezliğinde 

AUC %568 ve maksimum serum konsantrasyonu (Cmax) %83 oranında artmaktadır. Bu 

nedenle, orta veya ağır karaciğer yetmezliği olan hastalarda rasajilin tedavisi 

önerilmemektedir [102, 111]. Literatürde bu ajanla ilgili yapılmış herhangi bir 

hepatotoksisite çalışması bulunmamaktadır. 

 

2.8. Parjilin 

Bir başka proparjilamin türevi bileşik olan parjilin; özellikle parkinson hastalığında 

endike, irreversibl seçici olmayan MAO inhibitörüdür (MAO-A için IC50 0,01152 

µmol/L, MAO-B için 0,00820 μmol/L'dir). Parjilin, serotonin birikimini arttırdığı için, 

klinik bağlamda depresyon modelleriyle yapılan çalışmalarda kullanılmaktadır. 

Yapısındaki proparjilamin parçası, nöroprotektif özelliklerde önemli rol oynar [123-125]. 

İn vivo deneyler neticesinde mitokondriyal hasara yol açan enerji bozulmasına karşı 
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nöroprotektif özelliğe sahip olduğu bildirilmiştir [126]. Parjilinin aynı zamanda çeşitli 

meme kanseri hücre hatları tarafından oluşturulan tümör büyümesini azalttığı, hücre 

proliferasyonunu inhibe ettiği ve insan meme kanseri tedavisi için antikanser potansiyele 

sahip olduğunu belirten çalışmalar mevcuttur [117, 127]. Tiramin etkisine neden olmaz 

[128]. 

Parjilin, hepatik CYP450 enzimleri tarafından yüksek reaktif hepatotoksik ara ürün 

reaktif α, β doymamış aldehit olan propiolaldehite metabolize edilir. Propiolaldehitin, 

parjilinin toksik etkilerini ortaya çıkaran muhtemel metabolit olduğu düşünülmektedir. 

Propiolaldehitin dolayısıyla, parjilinin hepatotoksik etkilerinin incelendiği sıçanlar 

üzerinde yapılan bir çalışmada çeşitli parjilin doz aralıklarında, sıçanların GSH 

seviyelerinin ciddi şekilde tükendiği, serum transferazlarının ve karaciğerin vücut 

ağırlığına oranının doza bağlı bir şekilde önemli ölçüde arttığı, ışık mikroskopisi ile 

incelenen histolojik bölümlerinde yüksek dozda önemli nekroz ortaya çıktığı 

belirtilmiştir. Çalışmada parjlininin yüksek dozlarda hepatotoksik potansiyele sahip 

olabileceği ve santrilobüler nekrozun gösterdiği toksisiteye, parjlininin reaktif metaboliti 

propiolaldehitin aracılık ettiği belirtilmektedir [129]. 

 

2.9. Safinamid 

Oral olarak aktif bir alfa-aminoamid türevi olan, erken evre parkinson hastalığında 

dopamin agonistlerine, orta ve geç evre parkinson hastalığında levodopaya ek tedavi 

olarak etkili; hem dopaminerjik hem de nondopaminerjik etki mekanizmalarına sahip; bu 

sayede motor semptomlarda ve bazı motor olmayan semptomlarda iyileşmeler 

sağlayabilen, faz III klinik deneme aşamasında olan,  güçlü, reversibl ve yüksek düzeyde 

seçici yeni bir MAO-B inhibitörüdür [130, 131]. Tüm bu özellikleriyle çoklu etkilere 

sahip tek reversibl MAO-B inhibitörü olma özelliğini taşır [132, 133]. Dopaminerjik 

etkisi; güçlü MAO-B inhibisyonu ile beyin dopamin konsantrasyonunun artmasına neden 

olur. Safinamid, aynı zamanda sodyum kanalı antagonisti ve glutamat salınımı 

inhibitörüdür [105]. MAO inhibisyonuna ek olarak dopaminerjik olmayan etkisini, 

voltaja duyarlı sodyum ve N tipi kalsiyum kanalları üzerindeki sırasıyla blokaj ve 

modülasyon etkileriyle glutamat salınımının inhibisyonuyla gösterir. MAO-A'yı 

etkilemeden gösterdiği MAO-B inhibitör aktivitesi, parkinson hastalığında dopamin 

biyoinaktivasyonunu önlediği için önemlidir [74]. Çeşitli hayvan modellerinde 

glutamaterjik nöronları in vitro inhibe etme kabiliyeti sayesinde güçlü nöroprotektif ve 
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antikonvulsan aktivite gösterdiği, parkinson hastalığının erken döneminde motor 

fonksiyonlarını iyileştirirdiği ve bilişsel gelişme sağladığı çalışmalarla bildirilmiştir [119, 

134]. Klinik çalışmalar güvenli, iyi tolere edilebilir özellikte, eşsiz ve çeşitli farmakolojik 

bir profile sahip olduğunu ve bu nedenle parkinson tedavisi için umut verici yeni bir ajan 

olduğunu göstermektedir [133]. 

Günde bir kez 50-100 mg oral dozda uygulanır, suda çözünür, doza bağımlı, 

terapötik doz aralığında dozajla orantılı lineer farmakokinetik profil gösterir ve böylelikle 

enteral emilimi, doğrusal ve uygulanan dozla orantılıdır [105]. Yaygın olarak 

biyotransforme edilir ve %95 oranında yüksek bir mutlak biyoyararlanıma sahiptir. Oral 

dozda 1,8-2,8 saatte pik plazma konsantrasyonuna ulaşarak hızla absorbe edilir ve kararlı 

durumda herhangi bir birikme yapmaz. İnsanlarda eliminasyon yarı ömrü 21-24 saattir ve 

total klirensi 4,6 L/s’tir [133]. Plazma proteinlerine %92 oranında bağlanır ve sadece 

küçük bir kısmı (sırasıyla idrar ve dışkıdan %7 ve %1,5 oranında) değişmeden atılır. 

Dağılım hacmi yaklaşık 165 L'dir, bu değer vücut hacminin 2,5 katıdır ve safinamidin 

geniş kapsamlı ekstravasküler dağılımının göstergesidir. Metabolizması ağırlıklı olarak 

iki ana yoldan oluşur. Potansiyel olarak CYP 3A4 ve 2C19 enzimlerini, MAO-A’yı ve 

aldehit dehidrogenaz (ALDH)’ı içeren bu karmaşık ve çok aşamalı süreç sonunda 

safinamidin ana dolaşımdaki plazma metabolitini temsil eden NW-1689 olarak 

adlandırılan bir karboksilik asit metaboliti ve safinamid asit oluşur. Sıçan beynindeki 

MAO-B inhibisyonu için IC50 seviyesi 0,098 uM'dır. İnsan trombositlerinde MAO-B için 

IC50 0,009 uM'dır. Sıçanlarda yapılan çalışmalar MAO-B için MAO-A'ya göre 5000 kat, 

insanlarda ise 1000 kat daha seçici olduğunu göstermiştir. Bu seçiciliği sayesinde, yüksek 

dozlarda bile tiramin ilişkili hipertansiyon riski düşüktür, peynir reaksiyonunu 

indüklemez ve kayda değer bir gıda etkisi bulunmamaktadır [135]. İn vitro deneyler 

CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYD2E1 ve CYP3A4 tarafından kontrol edilen oksidatif 

metabolik yolaklarla ilgili herhangi bir etkileşime neden olmadığını göstermektedir [133]. 

Bildirilen advers etkileri arasında bulantı, baş dönmesi, düşme, uyku hali, baş 

ağrısı, sırt ağrısı, idrar yolu enfeksiyonları ve geçici hafif diskinezi bulunmaktadır [105]. 

Safinamid ile tedavi edilen sağlıklı gönüllüler ve placebo grubunun vital bulgular, 

kan/idrar biyokimyasal analizler ve advers etkiler yönünden karşılaştırıldığı çalışmada; 

iki grup arasında sadece bir olguda zaman zaman gözlenen, tamamen geri dönüşümlü 

olan ALT artışının dışında, klinik olarak anlamlı herhangi bir fark bulunmadığı 
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gösterilmiştir ve böylece safinamidin güvenli ve iyi tolere edilen bir ilaç profili sergilediği 

kabul edilmiştir [136]. 

Parkinson tedavisinde rasajilinin kullanımının ardından, Profesör Moussa Youdim 

vd. tarafından proparjilamin farmakoforu temel alınarak, spesifik farmakolojik etkilere 

sahip, içerisinde ladostigil ve M30'un da bulunduğu yeni bileşiklerin üretimi için 

çalışmalar başlamıştır [103]. 

 

2.10. Ladostigil 

Ladostigil (TV-3326), MAO-B inhibitörü rasajilin ve karbamat kolinesteraz 

inhibitörü rivastigminin bir kombinasyonudur. Böylelikle, asetilkolinesteraz/MAO'yu 

birlikte inhibe eder ve nöroprotektif özellik gösterir [137]. Bu bileşik MAO-A ve MAO-

B'ye karşı yaklaşık olarak benzer aktivite gösterir ve santral sinir sistemi için seçiciliğe 

sahiptir. Periferik dokularda düşük MAO inhibisyonu sayesinde; tavşanlarda yapılmış 

çalışmalarda önemli tiramin potansiyeline neden olmadığı gösterilmiştir [138]. MAO-A 

ve MAO-B'nin neredeyse tamamının inhibisyonuna neden olan 52 mg/kg gibi yüksek bir 

dozda, sıçanlarda dopaminin striatal seviyelerini arttırdığı ve bu dozda sıçanlarda beyin 

MAO'sunun yüksek derecede inhibisyonu ile davranışsal hiperaktiviteyi inhibe ettiği 

gösterilmiştir. Ladostigil’in, ana bileşik olan proparjilamin türevli rasajilinde gözlenen 

nöroprotektif ve antiapoptotik özellikleri de koruduğu çalışmalarla gösterilmiştir [139]. 

Ladostigil, şu anda demans ile birlikte parkinsonizm tedavisi için geliştirilme 

aşamasındadır [140]. Literatürde bu ajanla ilgili yapılmış herhangi bir hepatotoksisite 

çalışması mevcut değildir. 

 

2.11. M30 

M30 (5-[N-metil-N-proparjilaminometil]-8-hidroksikinolin), 8-hidroksikinolinine 

bir proparjil grubu ilave edilerek sentezlenen, in vitro olarak ladostigilden daha güçlü 

beyin selektif irreversibl MAO-A ve MAO-B inhibitör aktivitesine ve ayrıca demir 

şelasyon özelliğine sahip lipofilik bir moleküldür [103, 141]. Karaciğer ve ince bağırsak 

gibi periferal MAO enzim aktiviteleri üzerine etkileri çok düşük düzeydedir [142]. M30, 

ayrıca tiraminin kardiyovasküler etkisini güçlendirmeyerek peynir etkisine neden olmaz 

[119]. IC50 değeri MAO-A için 0,037 ± 0,02; MAO-B için 0,057 ± 0,01'dir. M30 ile akut 

ve kronik tedavide; dopamin, serotonin ve noradrenalin düzeylerinin arttığı çalışmalarda 

gösterilmiştir.  Bu nedenle, diğer seçici olmayan MAO-A ve MAO-B ve seçici MAO-A 
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inhibitörlerine benzer şekilde antidepresan aktiviteye sahip olduğu çalışmalarda 

vurgulanmaktadır. Dopamin ise eşit olarak MAO-A ve MAO-B ile metabolize 

edildiğinden, geliştirilmekte olan beyin dopaminini değiştirmeyen seçici MAO-B 

inhibitörlerine kıyasla daha yüksek bir dopamin nörotransmisyon potansiyeline sahip 

olduğu çeşitli çalışmalarda belirtilmektedir [143-145]. Parkinson hastalığında 

gangliyonlarda ve diğer bazı nörodejeneratif hastalıklarda yüksek düzeyde seyreden 

demir düzeyleri için, molekülün sahip olduğu demir şelasyon özelliği, nöroprotektif etkisi 

sayesinde potansiyel kullanım için umut verici bir strateji olarak görülmektedir [146]. 

Ayrıca, çalışmalar M30'un insülin üreten beta-hücrelerinde oksidatif stres ile indüklenmiş 

sitotoksisiteye karşı önemli bir sitoprotektif etkinlik sergilediğini ve bu durumun 

diyabetes mellitus tedavisinde terapötik kullanım için faydalı olabileceğini 

göstermektedir [147]. Literatürde bu ajanla ilgili yapılmış herhangi bir hepatotoksisite 

çalışması bulunmamaktadır. 

 

2.12. Hepatotoksisitenin Biyogöstergeleri 

Biyolojik belirteçler (biyobelirteçler, biyogöstergeler); hayvanlarda veya 

insanlarda fizyolojik, farmakolojik veya hastalık süreçlerini yansıtan; ölçülebilir 

özellikler olarak tanımlanmaktadır. Biyobelirteçler toksikolojide; zararlı bir maddeye 

maruziyeti doğrulamak, toksikanta karşı bireysel duyarlılığı ve tedavi etkinliğini izlemek 

ve toksikantın organizmaya zararlı etkilerini kantitatif olarak değerlendirmek için 

kullanılır. Karaciğer, ilaçların ve diğer kimyasalların advers etkileri için genel bir hedef 

olduğu için; ksenobiyotiklere karşı istenmeyen karaciğer yanıtının biyobelirteçleri 

özellikle önemlidir [15]. 

Karaciğer hasarı biyogöstergelerinin ideal özellikleri arasında karaciğer için organ 

spesifitesi, histopatoloji ile güçlü bir korelasyon, serum transaminazlarının performansı 

veya ALT ve/veya AST ile ölçüldüğünde karaciğer toksisitesi hakkında ek bilgi sağlama 

yeteneği, tarama testlerinin ticari olarak temin edilebilen yüksek verimli yöntemlere 

uyarlanabilirliği, serum veya idrar gibi kolayca toplanan biyosıvılarda bulunabilirliği ve 

preklinik türlerden insanlara translasyonu yer almaktadır [148]. 

Hali hazırda kullanılan biyobelirteç paradigması, hasarı oluştuktan sonra tespit eder 

ve sınırlı prognostik değere sahiptir. Hayvan çalışmaları ve geleneksel klinik patoloji 

ölçümlerini kullanan ilaç adaylarının preklinik değerlendirmesinin, insanlarda potansiyel 

olarak hepatotoksik bileşiklerin %40'ına kadarını tespit etmediği tahmin edilmektedir 
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[149]. Omik yöntemler ise; hepatotoksisite için istenen özgünlüğe sahip ve potansiyel 

olarak mevcut serum belirteçlerinden daha erken bir hasarı gösteren yeni prognostik 

biyobelirteçleri belirlemek; karacaciğere özgü translasyonel tanı sağlamak ve yeni toksik 

yolakları ortaya çıkarmak için çok uygundur. Toksikogenomik, proteomik ve 

metabolomik dahil olmak üzere omik teknolojideki gelişmeler; ilacın karaciğer 

üzerindeki potansiyel advers etkilerinin erken teşhisi için hepatotoksisite paternlerinin 

tanımlanmasında, yeni biyokimyasal yolları ve hepatotoksisite biyobelirteçlerini ortaya 

çıkarmada çok önemli bir rol oynamaktadır. Bu teknolojiler, preklinik hayvan 

çalışmalarında ve idrar ve serum gibi kolayca elde edilen biyosıvılardaki hepatotoksisite 

belirteçleri için klinik çalışmalarda kullanılmaktadır [150-152]. 

Değişmiş karaciğer fonksiyonunu gösteren konvensiyonel biyobelirteçler arasında; 

hepatoselüler hasarın [ALT, AST, glutamat dehidrogenaz (GLDH), total safra asitleri] 

veya hepatobiliyer yaralanmanın [gama-glutamil transpeptidaz (GGT), ALP, 5’-

nükleotidaz (5’-NT), TBILI veya total safra asitleri) göstergeleridir. Ek testler albümin, 

total protein, trigliserit ve pıhtılaşma ölçüm testlerini içerebilir [15, 153]. 

Serum hepatik sızıntı enzimleri; ALT, AST, sorbital dehidrogenaz (SDH) ve 

GLDH’ı içerir. ALT, AST, GLDH ve SDH hepatosit sitoplazmasında bulunurken; GLDH 

ve AST'nin bazı bileşenleri mitokondri içerisinde de bulunur. Hepatosit hasarına bağlı 

hepatoselüler ve mitokondriyal membranların membran bütünlüğünün değişmesi, bu 

enzimlerin periferal kan içine sızmasına ve böylelikle kandaki enzim düzeylerinin 

yükselmesine yol açar [15, 154]. Plazma enzim aktivitesindeki artışın büyüklüğü ve 

süresi; normal doku aktivitesine, hücresel lokasyona, plazmadan çıkış oranına ve tipine 

ve hasarın ciddiyetine ve süresine bağlıdır [155]. 

 

2.12.1. Hepatoselüler hasar göstergeleri: ALT ve AST 

ALT aktivitesi, hepatoselüler hasar için en sık kullanılan biyobelirteçtir ve 

karaciğer hasarının saptanması için klinik altın standarttır [156]. Amino asit 

metabolizmasında ve glukoneogenezde önemli bir rol oynar [157]. ALT; esas olarak 

karaciğerde lokalize olup, iskelet kası ve kalp dokusunda düşük aktiviteye sahiptir. 

Karaciğer, kas ve kırmızı kan hücreleri gibi çeşitli dokularda daha yüksek seviyelerde 

bulunan AST'ye kıyasla daha spesifik ve duyarlı bir hepatoselüler hasar göstergesi olarak 

kabul edilir [155]. Hepatoselüler hasara bağlı olarak her iki enzim düzeyi artmasına 

rağmen ALT artışı; ALT'ın uzun yarılanma ömrü (ALT 40-60 saat, AST 12 saat) ve 
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AST'nin mitokondriye bağlı oranın (ALT sitozolik, AST hem sitozolik hem de 

mitokondriyal lokasyon) daha yüksek olması nedeniyle genellikle AST'den daha 

büyüktür ve ölçümü potansiyel olarak daha güvenilirdir [158].  

Spesifik olarak, ALT aktivitesindeki >2xULN düzeyindeki artışlar, hepatoselüler 

hasarın göstergesi olarak kabul edilirken;  ALT aktivitesindeki >3xULN ve TBILI 

konsantrasyonunda >2xULN düzeyindeki artış daha ciddi ve potansiyel olarak yaşamı 

tehdit eden hepatoselüler hasar durumunu göstermektedir [158]. 

 

2.12.2. Hepatoselüler hasarın ek göstergeleri: SDH ve GLDH 

SDH; sorbitol, fruktoz ve nikotinamid adenin dinükleotit (NADH)'in reversbil 

oksidasyon-redüksiyonunu katalize eder. Başlıca karaciğer, böbrek ve seminal 

veziküllerin sitoplazması ve mitokondrilerinde bulunmasına rağmen diğer dokularda da 

yaygın olarak bulunur. Kemirgenlerde akut hepatoselüler hasarın spesifik bir göstergesi 

olarak ve aynı zamanda insanlarda da önemli bir biyogösterge olarak kabul edilir [157]. 

GLDH, karaciğer hasarının ve toksisitesinin öngörülmesinde duyarlı bir enzimatik 

serum biyobelirtecidir. GLDH mitokondride bulunur ve glutamatın oksidatif 

deaminasyonunda rol oynar. İnsanlarda böbrekte de eksprese edilmesine rağmen esas 

olarak karaciğerde bulunur ve böylece serum aktivitesi hemen hemen sadece 

karaciğerden kaynaklanır. ALT'ye benzer şekilde, aktivitesi hepatoselüler hasarla artar. 

Serum GLDH aktivitesi karaciğere, transaminazlardan daha özgüdür ve iskelet kası 

hasarından büyük ölçüde etkilenmez [156, 159]. 

Serum SDH ve GLDH aktivitelerinin karaciğer hasarı için spesifik olduğu 

gösterilmiştir ancak uygun standartlaştırılmış reaktiflerin eksikliği nedeniyle hepatik 

hasarı değerlendirmek için yaygın ve rutin olarak kullanılmamaktadır [158]. 

Laktat dehidrogenaz (LDH) ve ornitin karbamiltransferaz (OCT); hepatoselüler 

toksisitenin potansiyel göstergeleri olarak kullanımı için literatürde zaman zaman 

karşılaşılan diğer sızdırma enzimleridir; ancak bu enzimlerin hepatik özgüllüğü 

tartışmalıdır ve bu nedenle rutin olarak kullanılmamaktadır [155]. 

 

2.12.3. Hepatobiliyer hasarın göstergeleri: ALP, GGT, 5’-NT ve TBILI 

Hepatobiliyer fonksiyonu değerlendirmek için yapılan testler, karaciğer sentetik 

kapasitesini ve hepatoselüler alımı; metabolik işlem ve atılımının ölçümünü yapan testler 
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olarak sınıflandırılır. ALP, GGT ve 5’-NT hepatobiliyer kökenli kolestatik-indüksiyon 

enzimleri olarak kabul edilir [155]. 

ALP ve GGT, bozulmuş safra akımını (kolestaz) tespit etmek için yaygın olarak 

kullanılmaktadır [155]. 

ALP, özellikle hepatositler olmak üzere çoklu dokularda hücre zarlarıyla ilişkilidir. 

Monofosfatazları alkali pH'ta hidrolize eder. Öncelikle hepatobiliyer etkilerin ve 

kolestazın bir göstergesidir [157]. İnsanlarda, serum ALP aktivitesi kolestaz ile artar fakat 

genel olarak <3xULN düzeyinde kalır [158]. 

GGT, serum aktivitesi kolestatik karaciğer hastalığında artan kanaliküler bir 

enzimdir. Karaciğere, böbreğe ve pankreas dokularına lokalizedir; ancak karaciğerdeki 

enzim konsantrasyonu böbreğe göre düşüktür [157]. Dolaşımdaki GGT aktivitesindeki 

artışlar safra akışı ve biliyer epitelyal nekrozdan kaynaklanabilir [158]. Kandaki serum 

GGT aktivitesinin çoğu karaciğere aittir ve bu nedenle tanısal olarak önemli bir enzimdir 

[154]. GGT aktivitesi, özellikle kolestaz ve safra etkileri olmak üzere hepatobiliyer 

yaralanmanın belirtecidir ve yüksek hassasiyet göstermektedir [157]. 

Bahsi geçen kolestatik enzimlere ek olarak kolestazı tespit etmek için TBILI de 

kullanılabilir [154]. 

TBILI, indirekt (nonhepatik) ve direkt (hepatik) bilirubinin bileşimidir. 

Hemoglobin degradasyonunun bu ürünü, özellikle kolestaz ve safra etkileriyle birlikte 

hepatobiliyer yaralanmanın belirtecidir [160]. Serum TBILI konsantrasyonundaki artışlar 

genellikle safra retansiyonunun sonucudur ve intrahepatik veya ekstrahepatik safra 

akımının bozulmasının ve artmış eritrosit tahribatı veya değişmiş bilirubin metabolizması 

ile ilişkili artan üretimin ardından ortaya çıkmaktadır [158]. Bilirubin, karaciğer hasarı 

için oldukça spesifik olmasına rağmen düşük hassasiyete sahiptir ve karaciğerin 

ekskretuar kapasitesinin yaklaşık yarısı kaybedildikten sonra önemli düzeyde artmaktadır 

[156]. 

 

2.12.4. Karaciğer fonksiyon parametreleri 

Karaciğer fonksiyon belirteçleri, hepatik sentetik ve sekretuar aktivitelerin periferal 

göstergelerini, enterohepatik fonksiyonu veya karaciğer alımını ve dolaşımdaki 

biyomoleküllerin atılımını ifade eder [15]. Karaciğer sentez kapasitesinin azalmasını 

tespit edebilen karaciğer fonksiyon testleri arasında albümin, glikoz, koagülasyon 

faktörleri, amonyak ve üre nitrojen bulunur [155]. Total protein, albümin, trigliseritler, 
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kolesterol, glikoz, üre, aktive parsiyel tromboplastin zamanı ve protrombin zamanı 

hepatik sentetik fonksiyonun ek göstergeleri olarak kabul edilir. Bu analitlerin sentezi için 

çok büyük düzeyde rezerv kapasitesi olduğundan; bu parametrelerin kandaki 

değişiklikleri genellikle karaciğer fonksiyonunda önemli bir kayıp (>%70-80) olduğunda 

kendini gösterir [14]. Serum albümin seviyesinde veya protrombin zamanındaki 

değişiklik, karaciğer fonksiyonundaki azalma ile ilişkili olabilmesine rağmen karaciğer 

hastalığına özgü değildir [161].  

Safra asitleri, fonksiyonel olarak katabolizmaya ve kolesterol eliminasyonuna 

katkıda bulunur; temelde pankreatik sekresyonları düzenler, gastrointestinal peptitlerin 

salınımını ve ince bağırsakta yağın (ve dolaylı olarak yağda çözünen vitaminlerin) 

sindirilmesine ve emilmesine yardımcı olur. Safra asidi homeostazının bozulması; 

İİKH'nin erken bir göstergesidir ve karaciğer hasarı ve fonksiyonel değişimi ile 

artmaktadır. Dolaşımdaki seçilmiş safra asitleri, potansiyel olarak hassas ve erken İİKH 

preklinik biyobelirteçleri olarak kullanılabilir [162].  

Serum F proteini (HPD), karaciğer hasarını gösteren bir başka duyarlı ve spesifik 

biyobelirteçtir [156]. Tirozin katabolizmasında anahtar bir enzim olan 4-hidroksifenil 

piruvat dioksigenaz olarak tanımlanmıştır. Sağlıklı bireylerde, düşük serum 

konsantrasyonlarında bulunur ve esas olarak karaciğerde, daha az miktarda böbreklerde 

üretilir. Hepatoselüler hasarlı hastaların serumlarında ise yüksek düzeyde bulunur. Bazı 

çalışmalar, konvensiyonel karaciğer fonksiyon testlerinden (AST, ALP, GGT aktiviteleri) 

daha duyarlı ve spesifik bir karaciğer hasarı göstergesi ve karaciğer hasarının histolojik 

değerlendirmesiyle yakın ilişkili olduğunu göstermektedir [157]. 

Glutatyon-S-transferaz alfa (GSTα) plazma seviyeleri de karaciğer hasarının 

biyogöstergesi olarak kullanılabilir. Ekspresyonu karaciğer ve böbrek ile sınırlıdır, 

karaciğerde sentrilobüler hücrelerde yüksek bir konsantrasyona sahiptir. Bu nedenle, 

karaciğer hasarına özgü bir belirteç olarak kullanılma ihtimali yüksektir [156]. GST'ler, 

GSH metabolizmasının I. fazı sırasında oluşan reaktif metabolitlerle konjugasyonunu 

katalize eden, indüklenebilir faz II detoksifikasyon enzimleridir. Bu etki toksisiteyi azaltır 

ve idrar atılımını kolaylaştırır [157, 163]. 

Arginaz, arginini üre ve ornitine katalize eden bir hidrolazdır. Serum arginaz I, 

karaciğere yüksek düzeyde özgüdür ve bu özelliğiyle diğer karaciğer enzimlerine kıyasla 

daha yüksek preklinik hassasiyet gösterir ancak pratikte preklinik arginaz I tahlili mevcut 

değildir [157, 164]. 
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2.13. İn Vitro Hepatotoksisitenin İncelenmesi ve Önemi 

Karaciğer, sistemik dolaşımdaki doğal ve sentetik bileşiklerin detoksifikasyonunda 

primer göreve sahiptir. Diğer biyolojik ve fizyolojik fonksiyonları arasında albümin, safra 

tuzları ve kolesterol gibi kritik kan ve safra bileşenlerinin üretimi ve salgılanması yer alır. 

Ayrıca protein, steroid ve yağ metabolizmasının yanı sıra vitamin, demir ve şeker 

depolamasında da görev alır. Parankimal hücreler veya hepatositler, karaciğere atfedilen 

fonksiyonların çoğunu yerine getiren, oldukça farklılaşmış epitelyal hücrelerdir. 

Hepatositler, iki farklı membranın korumasında yüksek derecede polarize edilmiş 

hücrelerdir. Sinüsoidal ve kanaliküler membran alanları sıkı bağlantılarla ayrılır; önemli 

ölçüde yapısal, bileşimsel ve fonksiyonel farklılıklar gösterir. Polarize hücre ve membran 

yapısının korunması, normal safra atılımını ve ksenobiyotik eliminasyonu sağlamak için 

gereklidir [45, 165]. 

İlaç endüstrisi için daha az advers etkiye, öngörülebilir farmakokinetik özelliklere 

ve ölçülebilir ilaç-ilaç etkileşimleri ile daha güvenli ilaçları üretme temel amaçlardan 

olduğundan; potansiyel hepatotoksisitenin değerlendirilmesi yeni ilaçların 

geliştirilmesinde kritik bir adımdır. Bileşik optimizasyonu, ilaç geliştirme aşamasında 

önemli bir aşamadır ve insan in vivo toksisitesini yansıtan in vitro tarama sistemlerinin 

oluşturulması, erken güvenlik değerlendirmesi için gereklilik arz eder. İnsan hücresel 

modelleri, ilaca bağlı karaciğer hasarını ve altta yatan yatkınlığın moleküler ve hücresel 

süreçlerini anlamak için değerli araçlar oluşturur [43]. 

Pek çok preklinik aday bileşik, organ toksisitesini indüklemesi nedeniyle Gıda ve 

İlaç Dairesi (FDA) ve Avrupa İlaç Ajansı (EMA) gibi düzenleyici kuruluşlar tarafından 

onay alamaz [158]. Organ toksisitesi yüzünden çalışmaları sonlanan preklinik aday 

bileşiklerin yarısından fazlası; nekroz, steatoz, kolestaz, proliferasyon, enflamasyon ve 

safra kanalı hiperplazisi dahil olmak üzere hepatotoksik etkiler göstermektedir. Yeni 

terapötiklerin insanlarda karaciğer hasarına yol açma potansiyelinin değerlendirilmesi, 

preklinik türlerde hepatotoksisitenin histomorfolojik ve klinik patolojik uç noktalarının 

kapsamlı bir şekilde değerlendirilmesine dayanmaktadır. Ayrıca tahminler; mevcut klinik 

öncesi test rejimlerinin, klinik çalışmaların yapıldığı vakaların sadece %50'siyle hepatik 

advers olaylar yönünden ilişkili olduğunu göstermektedir [157]. 

Ulusal Araştırma Konseyi (NRC) tarafından 2007 yılında yayımlanan, “21. 

Yüzyılda Toksisite Testi: Bir Vizyon ve Strateji” başlıklı raporu, in vivo toksikolojik 

çalışmalar yerine in vitro sistemlerin kullanımını desteklemekte ve in vivo araştırmalara 
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alternatif stratejiler geliştirmeyi sağlamaktadır. Raporda in vivo çalışmaların; insanların 

maruz kaldığı kimyasalların çok daha düşük konsantrasyonlarını ve bileşimlerini 

değerlendiremediği, etki mekanizmalarına ilişkin yeterli bilgi sağlamadığı, yanıtlarda ve 

duyarlılıkta kişiler arası değişkenliği açıklayamadığı belirtilmektedir. Raporda ayrıca, in 

vitro çalışmanın; hücresel yanıt ağlarını, toksisite yollarını, etki mekanizmalarını açığa 

çıkarabildiği; yüksek hızlı çalışmalara ve genom temelli araştırmalara olanak sağladığı, 

doz-yanıt ilişkilerini geliştirdiği, in vivo çalışmadan çok daha fazla konsantrasyonların 

değerlendirebildiği, farmakokinetik ve dinamik modellerin üretimi için bilgi sağladığı 

vurgulanmaktadır [166]. 

Preklinik türler ile diğer dokuları etkileyen insan toksisiteleri arasındaki yüksek 

korelasyonun aksine; hepatotoksisite hayvan çalışmaları ile düşük bir uyum 

göstermektedir. Toksisite testlerinde in vitro modellerin kullanılması; hayvan sayısında 

azalma, hayvan idame ve bakım maliyetlerinin azaltılması, test için gerekli kimyasalların 

düşük miktarı, ihtiyaç duyulan sürenin kısaltılması, hepatik olmayan faktörlerin etkisi 

olmaksızın kesin olarak kontrol edilen bir ortamda spesifik parametrelerin araştırılması 

ve çoklu kimyasalları ve metabolitlerini değerlendirmedeki verimde artış dahil olmak 

üzere birçok avantaja sahiptir. İn vitro sistemler ayrıca araştırmacıların kimyasal 

metabolizmayı incelemeleri, toksisite mekanizmalarını değerlendirmeleri, enzim 

kinetiklerini ölçmeleri ve doz-cevap ilişkilerini incelemelerini sağlar [166, 167]. İn vitro 

veriler, geleneksel in vivo yöntemlerle kombinasyon halinde yeni bileşiklerin 

güvenlik/risk potansiyelini tahmin etmek ve optimizasyon ve klinik izlemede öneriler 

üretmek için kullanılabilir. İn vitro sistemlerin basitliği, etik kabullerini arttırır ve 

verilerin daha kolay analiz edilmesine ve yorumlanmasına olanak sağlar; ancak 

sonuçların uygunluğunu ve düzenleyici otoriteler tarafından kabul edilebilirliğini azaltır 

[168]. 

Tarihsel olarak, toksisite testinin amacı; basit sitotoksisite analizleri (canlı/ölü 

boyalar, LDH sızıntısı, adenozin trifosfat, MTT kullanarak HepG2, HepaRG veya 

kemirgen primer hepatositleri gibi belirlenmiş hücre hatlarında akut toksinleri ve ilaçları 

basitçe değerlendirmektdir. İİKH'nin birçok formu, insan spesifik metabolizması 

tarafından üretilen reaktif metabolitlerden kaynaklandığı için; çalışmaların metabolik 

açıdan yetkin insan hepatositleri ve parankimal olmayan hücrelerle yapılması önemlidir. 

Bu yaklaşım, genel olarak ilgili faz I metabolik aktivitesi, faz II konjugasyonu, ilaç 

klirensi ile ilgili taşıyıcı fonksiyonları eksik olan insan hücre hatlarını veya farklı 
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metabolik ilaç klirensi yollarına sahip olabilen kemirgen primer hepatositlerinin 

kullanımını ekarte etmektedir [169]. 

Hassas kesilmiş karaciğer dilimleri, izole edilmiş ve kültürlenmiş hepatositler, 

ölümsüzleştirilmiş hücre hatları ve hepatik hücre dizileri olmak üzere karaciğer kaynaklı 

in vitro sistemler, in vivo hepatotoksisiteye vekil modeller olarak; kimyasalların ve 

ilaçların potansiyel advers etkilerinin araştırılmasını sağlamak ve hepatotoksisite ile ilgili 

mekanizmaları tanımlamak için yaygın olarak kullanılan en önemli sistemlerdir. Dokular, 

hücresel ve hücre içi preparatlar, hepatotoksisite çalışmaları için uygulanmakta olup her 

biri belirli avantajları ve kısıtlamaları barındırmaktadır. Her iki modelde de sınırlamalar 

olmasına rağmen; ölümsüzleştirilmiş hücre hatları ve izole primer insan hepatositleri, 

karaciğer toksisitesi testleri içinde şu anda en yaygın kullanılan in vitro modellerdir [170]. 

 

2.14. İn Vitro Toksisite Değerlendirmesinde Kullanılan Yöntemler 

2.14.1. Sitotoksisite değerlendirmesi 

İn vitro toksisite testleri incelendiğinde en geçerli olanlarından ilki sitotoksisite 

testleridir. Bu testler diğer ileri düzeyde mekanistik yaklaşımlara temel oluşturmaktadır 

ve yeni bileşikleri karşılaştırmak için yararlı bir araçtır [171]. Sitotoksisite, çok bölmeli 

plakaların (96, 384 ve 1536 yuvalı) kullanımıyla çeşitli hücre tiplerinde kolaylıkla 

ölçülebilir. Sitotoksik etki mekanizması çeşitli son noktaların kullanımıyla 

değerlendirilebilir. Örneğin; MTT metabolizması ve hücresel ATP içeriği, mitokondriyal 

bozulmadan kaynaklanan sitotoksisiteyi ölçmek için; plazma membran hasarı için LDH, 

AST ve ALT gibi sitoplazmik enzimler; apoptoz için kaspaz aktivasyonu ve reaktif 

metabolitlerin oluşumu için hücresel indirgenmiş GSH kullanılır. Bu son noktaların 

yüksek içerikli çoklu parametre sitotoksisite analizleriyle kombinasyon halinde 

kullanılmasının toksisite tahmininin doğruluğunu arttırdığı çeşitli çalışmalarda 

bildirilmiştir [172, 173]. 

MTT testi, sitotoksisitenin değerlendirilmesinde standart ve güvenilir bir yöntem 

olarak önem taşımaktadır. Yaygın olarak kullanılan diğer sitotoksite testleri ise nötral 

kırmızı, propidiyum iyodür (PI) testi, membran bütünlüğü/LDH salınımı, GSH tükenmesi 

ve tripan mavi testidir [174, 175]. 

 

2.15. Hücresel Ölüm Çeşitlerinin Belirlenmesi 
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Çok hücreli organizmalarda homeostaz, hücre proliferasyonu ve hücre ölümü 

arasındaki denge ile sağlanır. Ölüm türünden bağımsız olarak in vivo hücre ölümü, 

fagositik kapasiteyi aşmadığı ya da fagositozun deregülasyonu ya da işlevsel olmadığı 

zaman aralığı boyunca genellikle tespit edilmeden kalır. Literatürde hücre ölümünün 

apoptoz (tip I), otofaji (tip II) ile ilişkili hücre ölümü ve nekroz (tip III) olmak üzere üç 

ana morfolojisi tanımlanmıştır [176]. Hücre ölümlerini tanımlamak ve birbirinden ayırt 

etmek için çeşitli teknikler geliştirilmiştir. Bu teknikler; (1) morfoloji (hızlandırılmış ve 

transmisyon elektron mikroskobu ve akış fluorositometrisi); (2) hücre yüzeyi belirteçleri 

(akış fluorositometrisi ile membran geçirgenliğine karşı fosfatidilserin maruziyeti); (3) 

hücre içi belirteçler (akış fluorositometrisi ile oligonükleozomal DNA fragmantasyonu, 

kaspaz aktivasyonu, Western blotting ile sitokrom c salımı); (4) hücre dışı belirteçlerin 

süpernatant içinde salınımı (kaspazlar, yüksek mobilite grubu protein 1 ve sitokeratin 18) 

başlıca olmak üzere çeşitli hücre ölüm parametrelerine dayanmaktadır [177]. 

Apoptoz; çok hücreli organizmalarda gelişim sırasında gereksiz hücrelerin atılması 

ve doku homeostazının korunmasında (enfekte olmuş ve hasar görmüş hücrelerin yok 

edilmesi için) önemli rol oynayan bir programlanmış hücre ölümü şeklidir. Moleküler 

düzeyde kaspaz adı verilen özel bir proteaz dizisi tarafından gerçekleştirilir. Apoptoz 

geçiren hücreler; plazma membran şişmesi, hücre büzülmesi, plazma zarının 

bütünlüğünün bozulması, kromatinin nükleer membrana marjinlenmesi ile kromatin 

yoğunlaşması, fosfatidilserin dışlanması, apoptotik cisimlerin oluşumunu takip eden 

karyoheksis (çekirdek parçalanması), internükleozomal DNA bölünmesine ve geniş DNA 

fragmantasyonuna neden olan endonükleazların aktivasyonu, kaspazların mutlak bir 

hücre ölümü belirteci olarak aktivasyonu ve apoptotik cisimlerin oluşumu gibi tipik iyi 

tanımlanmış ortak morfolojik değişiklikler sergiler [171, 178, 179]. 

Otofaji, çift membranlı otofajik vakuolların varlığı ile karakterize edilir ve besin 

maddesi veya büyüme faktörü yoksunluğu bulunan hücrelerde aktive olan hayatta kalma 

mekanizmasıdır. Uzun ömürlü proteinler ve bütün organeller için hücre içi toplu bozulma 

sistemidir. Hücresel stres devam ettiği sürece hücre ölümü, tek başına otofaji ile devam 

edebilir veya apoptotik veya nekrotik hücre ölümü özellikleri ile ilişkili hale gelir [180]. 

Nekroz (onkozis), hızlı sitoplazmik şişlik ile karakterize edilir ve plazma membran 

rüptürü ve organel yıkımı ile sonuçlanır. Nekroz; sıcaklık, ozmotik şok, mekanik stres, 

donma-çözdürme ve yüksek H2O2 konsantrasyonu gibi aşırı fizikokimyasal stresin bir 

sonucu olarak da ortaya çıkmaktadır. Bu nedenle hücre ölümü, stresin hücre üzerindeki 
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doğrudan etkisi nedeniyle hızlı bir şekilde gerçekleşmekte ve hücre ölümü süreci kazara 

ve kontrolsüz olarak tanımlanmaktadır. Nekroz, özellikle insan patolojilerinde sıklıkla 

istenmeyen hücre kaybıyla ilişkili olduğundan diğer hücre ölümü biçimlerinden ayırt 

edilmesi önem taşımaktadır [177, 181]. 

 

2.16. Genotoksisite Değerlendirmesi 

Gen ve kromozom üzerindeki farklı mutasyon aşamalarını içeren in vitro 

genotoksisite testleri yardımıyla genotoksik potansiyel belirlenebilmektedir. DNA 

hasarının değerlendirilmesinde sıklıkla kullanılan yöntemler; Comet (Tek hücreli jel 

elektroforez yöntemi) tahlili, genellikle genotoksik ajanların toksik potansiyelini 

değerlendirmek için kullanılan mikronükleus testi, hücre bölünmesi bozukluğu tespiti 

için kullanılan kromozomal sapma testi, hücre ölümünü belirlemek için çok sık kullanılan 

hücre döngüsü ve DNA içerik analizidir. Hücre döngüsü analizi ve hücrelerin DNA içerik 

ölçümü, PI gibi nükleik asit boyama boyaları kullanılarak akış sitometrisi ile 

değerlendirilebilir [171]. Akış sitometrisi, kimyasalların toksik etkilerinin taranmasında; 

hücre döngüsü, apoptoz ve nekroz gibi çeşitli parametreleri kümülatif olarak anlama 

imkanı sunan önemli bir yöntemdir [182]. 

 

2.17. Flow (Akış) Sitometrisi 

Akış sitometrisi hücre ölümünü çeşitli şekilleriyle ölçmek ve karakterize etmek için 

güçlü bir seçimdir ve sağlam bir veri tekrarlanabilirliği sağlar. Akış sitometresi, 

hücrelerin bir ışık kaynağının önünde tek tek akışını aydınlatan ve daha sonra 

aydınlatmadan kaynaklanan hücrelerden gelen sinyalleri tespit edip ilişkilendiren bir 

yöntemdir [183]. 1960'larda kullanılmaya başlanmasından günümüze kadar hücre 

biyolojisi araştırmaları için vazgeçilmez bir araç olmuştur. Teşhis, araştırma ve ilaç keşif 

uygulamalarında yüksek doğruluktaki nicel ölçümlere imkan sağlamaktadır [184]. 

Başlangıçta partiküllerin sadece boyutlarının ölçülebildiği akış sitometrileri ile 

günümüzde çeşitli boyalar ve antikorlar kullanılarak pek çok durum (bütün hücre ve 

organeller, mikroorganizmalar, çekirdekler, DNA, RNA, kromozomlar, sitokinler, 

hormonlar ve protein içeriği gibi); optik ve floresans özelliklerine göre tespit 

edilebilmektedir. Hücre proliferasyonu ve hücre döngüsü analizi, kalsiyum akışı ve 

membran potansiyelleri ölçümleri gibi hücresel bileşenler de akış sitometrisinde sık 

araştırılan örneklerdir [185]. 
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 Akış sitometrisinin temel prensibi, hareket eden parçacıklara çarpan uyarma 

kaynağından (genellikle bir lazer ışını) gelen ışık saçılımı ve floresans emisyonu ile 

ilgilidir. Elde edilen veriler parçacıkların biyokimyasal, biyofiziksel ve moleküler yönleri 

hakkında değerli bilgiler verebilir. Multiparametre analizi sayesinde sitometri, ışık 

saçılımı ve floresans ölçümlerine dayanan birçok hücre özelliği korele ederek sonuç verir.  

Işık saçılması hücrenin yapısal ve morfolojik özellikleri ile doğrudan ilişkiliyken, bir 

floresans probundan türetilen floresan emisyonu, hücreye veya hücresel bileşene bağlı 

floresan prob miktarı ile orantılıdır [180, 185]. Akış sitometrisinin başlıca avantajları 

arasında belirli bir hücre proliferasyonu veya apoptoz profili ile ilgili redoks durumunun 

hızlı (saniyede bin hücre) ve doğru bir şekilde değerlendirilmesi için farklı ilaç 

muameleleri altında çok sayıda örneğin eşzamanlı ölçümüne izin veren yüksek verimlilik 

sağlaması ve bir seferde farklı hücresel olayların korelasyonuyla çoklu ölçüm 

yapabilmesi bulunur [186, 187].  

 

2.18. Oksidatif Stres 

İn vitro olarak toksisitenin ve mekanizmasının belirlenmesi için mutlaka 

değerlendirilmesi gereken bir belirteç de oksidatif strestir. İn vitro deneylerde oksidatif 

stresin aydınlatılması, olası toksik etki mekanizmalardan biri olarak önem taşımaktadır 

[171, 174]. Reaktif oksijen türlerinin (ROT) oluşumu hücresel stres için ortak bir işarettir. 

ROT hücrenin savunma sistemini aştığında ve redoks homeostazında değişiklik 

olduğunda, sonuç oksidatif stres olur [188]. ROT ve oksidatif hasarın kanser, 

ateroskleroz, diğer nörodejeneratif hastalıklar ve diyabet gibi birçok hastalıkta önemli 

rolü olduğu düşünülmektedir. Bu nedenle, ROT'un ve oksidatif hasarın doğru bir şekilde 

ölçülebilmesi son derece önem taşır [189].  

Oksidatif stres terimi ilk olarak 1985 yılında Helmut Sies tarafından ROT 

seviyelerinin; biyolojik sistemdeki potansiyel hasara yol açan, antioksidan savunmaların 

kapasitesini önemli ölçüde bastırdığı bir durumu ifade etmek için tanımlanmıştır. Orta 

derecedeki oksidatif stres hücre disfonksiyonuna ve değişmiş davranışa (hızlandırılmış 

yaşlanma, anormal proliferasyon, düzensiz iltihaplı enflamatuar cevaplar ve hücre 

tümörijenezi) neden olurken, son derece artmış oksidatif stres genellikle hücre ölümüne 

neden olabilir [190-194]. 

Hücreler içindeki oksidatif stresi ölçmenin yaygın yolları, GSH ölçümü, oksidatif 

strese duyarlı transkripsiyon faktörleri, oksijen radikallerinin kolorimetrik veya floresan 
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bazlı problarla ölçülmesi yöntemleridir [174]. Hücre içi ROT seviyelerinin uygun şekilde 

ölçülmesi; hücre fonksiyonunun ve ilaç toksisitesinin redoks düzenlenmesini 

anlayabilmek için oldukça önemlidir [186]. 

 

2.19. Reaktif Oksijen Türleri 

Serbest radikallerin hücre fizyolojisi ve patolojisindeki faydalı ve zararlı rollerini 

inceleyen çalışmaların ana odağını, ROT adı verilen oksijen içeren yüksek güçlü 

oksidanlar oluşturur. ROT terimi; süperoksit anyon radikali (O2
-) ve hidroksil (HO-) 

radikal gibi oksijensiz radikalleri ve H2O2 ve singlet oksijen (1O2) gibi radikal olmayan 

oksidanları kapsar. ROT, aerobik solunumun bir sonucu olarak normal şartlar altında 

sürekli olarak üretilir; enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalarla birbirlerine 

dönüştürülebilir. ROT'un temel iç kaynağı mitokondriyal elektron taşıma zinciridir ve 

hemen hemen her memeli hücre tipi tarafından iyonlaştırıcı radyasyon, nikotinamid 

adenin dinükleotit fosfat (NADPH) oksidaz, sitokrom P450 redüktaz, ksantin oksidaz ve 

nitrik oksit sentaz gibi çeşitli endojen kaynaklardan üretilmektedir [186, 188]. Bununla 

birlikte ROT seviyeleri sadece üretilen oranla değil aynı zamanda hücresel antioksidan 

savunmaların varlığı ve aktiviteleri ile de belirlenir.  Bazı çevresel kimyasallarının yanı 

sıra ilaçlar da elektrofilik metabolitler oluşturmak üzere metabolize edilir [190, 191]. 

Son araştırmalar, ROT’un hücre içi sinyal yollarının önemli fizyolojik 

düzenleyicileri olarak işlev gördüğünü ve ROT'un büyüme faktörü stimülasyonuna 

cevaptan inflamatuar yanıtın oluşumuna kadar değişen çeşitli fizyolojik parametreleri 

düzenlediğini ve düzensiz ROT sinyalinin bir dizi insan hastalığına neden olabileceğini 

göstermektedir [195]. ROT sinyali ve rolü; hücre çoğalması, farklılaşması, migrasyon, 

immün cevap, hücre yaşlanması ve ölümü, iskemiye bağlı hastalık, ateroskleroz, 

nörodejeneratif hastalık, malign transformasyon, diabetes mellitus, romatoid artrit, 

yaşlanma gibi kalıtsal veya edinilmiş patolojilerle ilişkili hayati hücresel fonksiyonlarda 

oldukça önemlidir.  Redoks homeostazının; mitokondri, hücreler ve organizmaların 

normal çalışması için kritik bir faktör olduğu literatürde ortak olarak bildirilen görüştür 

[196, 197]. Hücrelerde bazı biyotik veya abiyotik koşullara cevap olarak ROT seviyesi 

artabilir ve böylelikle farklı hücre ölümü veya otofaji yolaklarının aktivasyonu için sinyal 

verebilir [187, 198, 199]. 

Memeliler, hayati biyomolekülleri ROT'tan ve ilgili türlerin aracılık ettiği hasardan 

korumak için bir dizi antioksidan savunma sistemi geliştirmiştir. Antioksidan terimi; bir 
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hedef biyomolekülün ROT kaynaklı hasarını önleyebilen, azaltabilen veya onarabilen 

herhangi bir madde olarak tanımlanabilir. ROT’un hedef molekülleri genellikle 

proteinler, lipitler ve nükleik asitlerdir [200]. Antioksidanların; (i) halihazırda oluşan 

ROT'u doğrudan temizleyen antioksidanlar, (ii) hücresel kaynaklardan ROT oluşumunu 

engelleyen antioksidanlar ve (iii) ROT'un neden olduğu hasar veya modifikasyonları 

ortadan kaldıran veya onarabilen antioksidanlar olmak üzere üç temel etki şekli vardır 

[190, 191]. 

 Antioksidanlar ayrıca birincil veya ikincil savunma mekanizmaları olarak da 

ayrılabilir. Primer antioksidan savunma bileşenleri, hücre içi hedeflere zarar vermeden, 

doğrudan ROT'u yakalayarak oksidatif hasarı önleme işlevini yerine getirir. Süperoksit 

dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (Gpx), katalaz ve tioredoksin redüktazdan oluşur. 

Bugüne kadar dört SOD sınıfı tanımlanmıştır. Bunlar Mn-SOD, Cu, Zn-SOD, Ni-SOD 

ve hücre dışı SOD'dur. Dört SOD enziminin tümü, serbest radikal süperoksidi, H2O2'ye 

dönüştürerek tahrip eder. H2O2, hücredeki ana ROT'tan biridir ve doğrudan hücreler arası 

haberci görevi görür. Düşük seviyeler apoptoza neden olurken, yüksek seviyeler nekroz 

veya kaspaz bağımlı apoptoza yol açabilir. H2O2'ye karşı birincil savunma 

mekanizmaları, GSH redoks döngüsü boyunca katalaz ve Gpx’tir. Katalaz bilinen en 

etkili enzimlerden biridir. Sitozolik veya mitokondriyal bölmelerde katalazın aşırı 

ekspresyonunun, hücreleri oksidatif yaralanmalara karşı koruduğu gösterilmiştir. GSH 

sistemi muhtemelen hücrede bulunan en önemli hücresel savunma mekanizmasıdır. GSH, 

sadece bir ROT tutucu olarak işlev görmez, aynı zamanda hücre içi redoks durumunun 

düzenlenmesinde de işlev görür. GSH, Gpx ve glutatyon redüktazdan oluşur. Gpx, H2O2 

ve diğer peroksidazların azalmasını katalize eder ve GSH'yi oksitlenmiş disülfür formuna 

(GSSG) dönüştürür. GSSG daha sonra glutatyon redüktaz ile GSH'ye redükte edilir. 

Hücrenin GSH'yi yeniden üretme kabiliyeti (GSSG'nin redükte edilmesi veya GSH'nin 

yeni sentezi), oksidatif stresin yönetilmesinde önemli bir faktördür [189, 197]. DNA 

bazlarının oksidatif hasarından sorumlu olan en güçlü ve agresif oksidan ise, nispeten kısa 

bir yarı ömre sahip olan hidroksil radikalidir [192, 201, 202].  
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3. GEREÇLER 

3.1. Kullanılan Maddeler 

2′,7′-Diklorofluoresin diasetat : Santo Cruz Biotechnology 

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum 

bromür (MTT) 
: Sigma-Aldrich 

Dimetil sülfoksit (DMSO) : Carlo Erba 

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

FITC Annexin V Apoptoz Kiti : BD Biosciences 

Fosfat tamponu çözeltisi : Biomatik 

Fötal sığır serumu : Capricorn Scientific 

Klorjilin : Sigma-Aldrich 

Moklobemid : Sigma-Aldrich 

Penisilin-streptomisin çözeltisi : Wisent Bio Products 

Selejilin : Sigma-Aldrich 

tert-Bütil hidroperoksit, %70 : ACROS Organics 

Tripsin-EDTA çözeltisi : Wisent Bio Products 

 

 

 

 

  

  

  

  

  

  

 

 

 



38 

 

3.2. Kullanılan Cihazlar 

Akış sitometre cihazı : BD Biosciences FACS Aria III 

Biyogüvenlik kabini : Heal Force HF Safe 1800 

Buz makinası : Kale Kd 030 

Buzdolabı : Arçelik 2470 NEX 

Derin dondurucu (-20°C ve -80°C) : Arçelik 2470 NEX 

ELISA plak okuyucusu : Biotek Eon 

Enjektör filtresi (0,2 μm por büyüklüğü) : Aisimo 

Hassas terazi : Ohaus Pioneer PA64 

Hücre kültür kabı (25 ve 75 cm2) : Nest 

Hücre plağı (6, 24 ve 96 kuyucuklu) : Nest  

Hücre Sayım Cihazı : Bio-Rad TC20 

İnkübatör (CO2 dönüşümlü) : Thermo Fisher Scientific Hera Cell 240 

Kilitli kapaklı mini santrifüj tüpleri (2 mL) : Nest 

Kriyo tüp    : Nest 

Otoklav : Hirayama HG-80 

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

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

Polipropilen tüp (15 ve 50 mL) : Nest 

Soğutmalı santrifüj : Eppendorf Centrifuge 5810 R 

Steril polipropilen santrifüj tüpü (15 ve 50 mL) : Isolab 

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

Termostatlı su banyosu : Wise Clean Wisd WUC-D06H 

Ters mikroskop : Leica DMi1 

Vorteks : Bio-Rad BR-2000 
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4. YÖNTEMLER 

Karaciğer hücre hatları, normal karaciğer hücrelerinin faz I ve faz II 

metabolizmasından sorumlu fonksiyonel enzimlere benzer genotipik ve fenotipik 

özellikler gösterdiği için toksik kimyasalların tespiti ve hepatotoksisite 

değerlendirilmesini sağlamada en iyi seçimdir. Toksisitenin anlaşılmasında birçok 

hepatik in vitro model kullanılmaktadır. Karaciğer hücre hatları HepG2, Hep3B, HBG ve 

HepaRG karaciğer toksisitesi çalışmasının in vitro değerlendirmesinde kullanılan, 

genellikle ölümsüzleştirilmiş karaciğer kökenli hücre hatlarıdır [171]. Tuschl ve Schwab, 

çalışmalarında insan karaciğer kanseri hücre hattı HepG2’nin karşılaştırıldıkları diğer 

hücrelere göre, karaciğer toksisitesinin değerlendirilmesi ve bazı kimyasal bileşiklerin 

hücre döngüsü etkilerinin karşılaştırılmasında en iyi in vitro model olduğunu bildirmiştir 

[182]. 

Tez maddelerinin hepatotoksisitesinin araştırılmasında insan hepatoselüler 

karsinoma hücre hattı HepG2 (ATCC®HB-8065™) kullanılmıştır. Besiyeri olarak %10 

fetalbovin serum ve %1 penisilin-streptomisin (100 IU/mL-100 mg/mL) ilave edilmiş 

Dulbecco's Minimum Essential Medium kullanılmıştır. 

 

4.1. Hücre Kültürlerinin Hazırlanması 

Hücre kültürü çalışmalarında steril malzemeler kullanılmıştır. Çalışmalar steril 

kabinde gerçekleştirilmiştir. Amerikan Tip Kültür Koleksiyonu [American Type Culture 

Collection (ATCC)]’dan alınan hücre hattı önerilen besiyeri kullanılarak %5 CO2 içeren 

nemli atmosferde ve 37°C’deki inkübatörlerde üretilmiştir. 25 cm2’lik ve 75 cm2’lik 

flasklarda geliştirilen hücreler, haftada bir veya iki kez tripsinlenerek alt kültürlerine 

ayrılıp çoğaltılmıştır [203, 204]. 

 

4.2. Hücrelerin Çoğaltılması 

Deneylerde kullanılan HepG2 hücrelerinin çoğaltılması ve deneye hazırlanması 

için 2-3 günde bir rutin olarak pasajlama işlemi yapılmıştır. İnkübatörden alınan hücre 

kültür şişesi, ölü hücrelerin besiyeri çözeltisine geçmesini sağlamak için hafifçe 

çalkalanmış ve ortamdaki besiyeri uzaklaştırılmıştır. Hücrelerin yıkanması için hücre 

kültür şişesine 5 mL fosfat tamponu ilave edilip yıkama çözeltisi ortamdan 

uzaklaştırılmıştır. Kültür şişesine tripsin-etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) çözeltisi 

(1X) ilave edildikten sonra inkübatörde yaklaşık 5 dakika bekletilmiştir (%5 CO2, %95 
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nem ve 37°C). İnkübatörden alınan kültür şişelerinin üzerine besiyeri ilave edilerek 

hücreler süspanse edilmiş ve 1:2, 1:3 bölünerek yeni kültür şişelerine aktarılmıştır. Kültür 

şişeleri inkübatöre konularak inkübasyona bırakılmıştır.  

 

4.3. Hücrelere MTT Sitotoksisite Testinin Uygulanması ve IC50 Değerlerinin 

Hesaplanması 

İnkübatörden alınan hücre kültürü flasklarının içindeki besiyeri uzaklaştırılmıştır. 

Flasklara tripsin-EDTA çözeltisi (1X) (75 cm2’lik flasklara 3-5 mL, 25 cm2’lik flasklara 

1-3 mL) ilave edilerek inkübatörde 3-5 dakika bekletilmiş ve inkübatörde bekletilen 

hücrelerin mikroskopta yüzeyden ayrılıp ayrılmadıkları kontrol edilmiştir. Gerektiğinde 

nazikçe vurularak yüzeyden ayrılması sağlanan hücreler üzerine tripsin-EDTA 

çözeltisinin en az iki katı hacimde besiyeri ilave edilmiş ve pipetleme ile hücre 

süspansiyonu hazırlanmıştır. Pipet yardımıyla santrifüj tüpüne alınan hücre süspansiyonu 

+4°C’de 1200 rpm hızda 5 dakika santrifüj edilerek süpernatant kısmı uzaklaştırılmıştır. 

Hücre pelleti üzerine uygun hacimde besiyeri eklenerek pipet yardımıyla nazikçe hücre 

süspansiyonu oluşumu sağlanmıştır. 10 μL hücre süspansiyonu ile 10 μL tripan mavisi 

solüsyonu karıştırılıp hücre sayımı cihaz yardımıyla gerçekleştirilmiştir. 

HepG2 hücreleri 96 kuyucuklu plaklara her bir kuyucukta 1x104 hücre/100 μL 

olacak şekilde hesaplama yapılarak kuyucuklara ekilmiş ve 24 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon süresi sonunda hücre kültür plakalarının üst kısmı ters 

çevrilerek uzaklaştırılmış, hücreler fosfat tamponu ile yıkanmış ve yıkama çözeltisi 

ortamdan uzaklaştırılmıştır. İnkübasyonun ardından çözücü ve besiyeri ile hazırlanmış 

tez maddelerinin (moklobemid, selejilin, klorjilin) 1-0,000316 mM aralığında olacak 

şekilde hazırlanmış 8 farklı konsantrasyonu 8 tekrarlı olacak şekilde hücre kültür 

plakasının her bir kuyucuğuna; büyüme (sadece besiyeri içeren) ve çözücü kontrol 

çözeltileri (test maddelerinin çözülmesinde kullanılan çözücüler ve besiyeri içeren) 

kuyucuklara ilave edilmiş ve 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

Süre sonunda kuyucuklardaki çözeltiler uzaklaştırılmıştır. 5 mg/mL 

konsantrasyonda fosfat tamponu çözeltisi (PBS) ile hazırlanmış MTT çözeltisi, 1:10 

oranında besiyeri ile seyreltilerek 100 μL hacimde (0,5 mg/mL) kuyucuklara eklenmiştir. 

3 saatlik inkübasyon süresi sonunda hücre kültür plakasının üst kısmı ters çevrilerek MTT 

çözeltisi uzaklaştırılmıştır. Daha sonra hücre kültür plakasının her bir kuyucuğuna 100 

μL dimetilsülfoksit (DMSO) ilave edilerek kuyucuklarda oluşan formazan tuzları 



41 

 

çözülmüştür. Hafifçe çalkalanan plakların, mikroplak okuyucuda 540 nm’de absorbans 

değerleri okunmuştur. Tez maddelerinin (moklobemid, selejilin, klorjilin) her bir 

konsantrasyonu için % inhibisyon değerleri hesaplanmıştır. Non-lineer regresyon analizi 

ile maddelerin IC50 değerleri belirlenmiş ve sitotoksik özellikleri yorumlanmıştır [175, 

205-208]. MTT sitotoksisite testi, tez maddeleri için 3 kez tekrarlanmıştır.  

İn vitro modeller ile toksisitenin belirlenmesinde kullanılan önemli yöntemlerden 

biri de hücre ölüm yolağının aydınlatılmasından geçmektir. Bu test yöntemleri ile hem 

hücre ölümünün seviyesi belirlenebilmekte hem de apoptotik düzeye geçişin yolağı 

aydınlatılabilmektedir [209]. 

 

4.4. Apoptotik/Nekrotik Hücre Ölümünün Belirlenmesi 

Yukarıda anlatıldığı gibi hazırlanan hücre süspansiyonu içindeki hücre sayısı 

belirlendikten sonra HepG2 hücreleri, her bir kuyucukta 1x106 hücre olacak şekilde 6 

kuyucuklu hücre kültür plakasına ekilmiş ve 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. MTT 

sitotoksisite sonuçlarına göre tez maddelerinden selejilin ve moklobemid için 0,316-0,1-

0,0316 mM ve klorjilin için 0,15-0,1-0,05 mM olacak şekilde hazırlanmış 3 farklı 

konsantrasyonu 2 tekrarlı olacak şekilde hücre kültür plakasının her bir kuyucuğuna 

uygulanmış ve 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süresi sonunda hücre kültür 

plakasındaki besiyerleri farklı santrifüj tüplerine aktarılmış ve hücre pelleti fosfat 

tamponu ile 2 kez yıkanmıştır. Hücre kültür plakasının her bir kuyucuğuna tripsin-EDTA 

çözeltisi (1X) ilave edilmiş ve plaka inkübatörde yaklaşık 5 dakika bekletilmiştir. 

İnkübatörden alınan hücre kültür plakasının her bir kuyucuğuna besiyeri ilave edilmiş ve 

pipetleme ile hücre süspansiyonu hazırlanmıştır. Her bir kuyucuktaki hücre süspansiyonu 

ilgili santrifüj tüpüne aktarılarak +4°C, 1200 g, 5 dakika santrifüj edilmiştir.  

Supernatant ortamdan uzaklaştırıldıktan sonra hücre pelletine 100 μL “Binding 

buffer” ilave edilmiştir. Daha sonra tüpe 5 μL Anneksin-5, floresan izotiyosiyanat (FITC) 

ve 10 μL PI ilave edilerek 15 dakika karanlık ortamda oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon süresi sonunda tüpe 400 μL “Binding buffer” ilave edilerek hücreler tekrar 

süspanse edilmiştir. Anadolu Üniversitesi Bitki, İlaç ve Bilimsel Araştırmalar Merkezi, 

Hücre Kültürü Laboratuvarında bulunan Akış Sitometri cihazında analiz 

gerçekleştirilmiştir. Akış sitometri testi tez maddeleri için 3 kez tekrarlanmıştır [208]. 

 

4.5. Biyokimyasal Parametrelerin Seviyelerinin Belirlenmesi 
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4.5.1. AST, ALT, üre ve total bilirubin analizi 

Yukarıda anlatıldığı gibi hazırlanan hücre süspansiyonu içindeki hücre sayısı 

belirlendikten sonra 25 m2 flasklara 5x105 HepG2 olacak şekilde hücreler ekilmiş ve 24 

saat inkübasyona bırakılmıştır. Süre sonunda besiyeri uzaklaştırılmış ve MTT 

sitotoksisite sonuçlarına göre tez maddelerinden selejilin ve moklobemid için 0,316-0,1-

0,0316 mM ve klorjilin için 0,15-0,1-0,05 mM olacak şekilde hazırlanmış 3 farklı 

konsantrasyonu farklı hücre kültür şişelerine eklenmiş ve 72 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon süresi sonunda hücre kültür şişesindeki besiyerleri toplanmış 

ve +4°C, 1200 g, 5 dakika satrifüj edilmiştir. Süpernatantta ELİSA kit prosedürüne uygun 

olarak AST, ALT, üre ve TBILI seviyeleri belirlenmiştir [204]. 

 

4.5.2. Reaktif oksijen türleri analizi 

Yukarıda anlatıldığı gibi hazırlanan hücre süspansiyonu içindeki hücre sayısı 

belirlendikten sonra her bir kuyucukta 5x104 hücre olacak şekilde 96’lık hücre kültür 

plakasına hücre süspansiyonu ekilmiş, 24 saat inkübasyona bırakılmış ve süre sonunda 

besiyeri uzaklaştırılmıştır. MTT sitotoksisite sonuçlarına göre tez maddelerinden selejilin 

ve moklobemid için 0,316-0,1-0,0316 mM ve klorjilin için 0,15-0,1-0,05 mM olacak 

şekilde hazırlanmış 3 farklı konsantrasyonu ve pozitif kontrol olarak 0,5 mM tert-Bütil 

hidroperoksit (t-BOOH) hücre kültür plakasına uygulanmış ve 24 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon süresi sonunda hücre kültür plakasının her bir kuyucuğuna 

besiyerinde hazırlanmış 20 μM 2′,7′-diklorofloresein diasetat (DCFH-DA) çözeltisi ilave 

edilmiş ve 30 dakika inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süresi sonunda hücre kültür 

plakasının üst kısmı ters çevrilerek besiyeri uzaklaştırılmıştır. Hücre kültür plakasının her 

bir kuyucuğuna 100 µL fosfat tamponu çözeltisi ilave edilerek yıkama çözeltisi ortamdan 

uzaklaştırılmıştır. Hücre kültür plakasının 485 nm eksitasyon ve 530 nm emisyon dalga 

boylarında floresans ölçümü gerçekleştirilmiştir [204, 210]. 

 

4.5.3. İstatistiksel Analiz 

Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak sunulmuştur. İstatistiksel 

değerlendirmeler GraphPad Prism 5 programında tek yönlü varyans analizi ve ardından 

Tukey çok yönlü karşılaştırma testi ile gerçekleştirilmiştir. P<0,05 değerler istatistiksel 

olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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Yukarıda sözü edilen yöntemlerin uygulanması ile bu bileşiklerin insan üzerindeki 

toksisiteleri ile ilgili kapsamlı bir in vitro değerlendirme yapılmıştır. Seçilen tüm 

yöntemler in vitro olarak toksisitenin ve mekanizmasının belirlenmesinde kabul görmüş 

hassas, ekonomik ve güvenilir yöntemler olup maddelerin toksisite profillerinin 

çıkarılması için gereken tüm ihtiyacı karşılamaktadır. 
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5. BULGULAR ve TARTIŞMA 

Bu tez çalışmasında haklarında hepatotoksisite gelişimi açısından şüphe duyulan fakat 

haklarında limitli çalışma verisi bulunan moklobemid, selejilin ve klorjilinin 

hepatotoksisitenin HepG2 hücre dizisinde değerlendirilmesi amaçlanmıştır. Hepatotoksik 

bileşiklerin belirlenmesine yardımcı olan hepatosit kültür sistemlerinin kurulması için 

uzun yıllardır çok fazla çaba harcanmıştır ve son dönemde hepatoselüler karsinoma insan 

hücre hattı HepG2 hücrelerinin bu amaçla kullanımı giderek daha popüler hale gelmiştir 

[166]. 1970'lerde üretilen insan hepatoblastoma hücre hattı HepG2 hücreleri, ilaçların 

hepatik kökenli hücrelerin metabolizmasına etkileri üzerine yeni veriler elde etmek ve 

preklinik çalışmalarda hepatotoksisite riskini değerlendirmek için yararlı bir model olarak 

kullanılır [212, 213]. İnsan hepatoblastomunun iyi tanımlanmış fonksiyonu nedeniyle 

insan karaciğer modeli olarak kullanımı en faydalı hücre dizilerinden biridir ve en yaygın 

kullanılan insan hepatom hücrelerindendir [214, 215]. HepG2 hücreleri, yüksek 

proliferasyon oranında ve pek çok farklılaşmış hepatik fonksiyonları yerine getiren epitel 

benzeri morfolojide nontümorijenik hücrelerdir ve normal karaciğer hücrelerinin birçok 

tipik özelliğine sahiptir [216, 217]. HepG2 hücre hattının kullanımı kolaydır, 

tekrarlanabilir bir sistem sağlar ve kolayca bulunabilirdir. Bununla birlikte, ilaç 

metabolize edici enzimlerin ifadesi in vivo durumdan farklı olduğu için HepG2 hücreleri 

yetişkin insan karaciğer hücre metabolizmasını tahmin etmek için daha az uygundur [57, 

218, 219]. Temel sınırlamaları, ana molekülün toksisitesini test etmek için uygun olan 

ancak metabolit toksisite tayini için daha az uygun olan primer hepatositlere kıyasla 

düşük metabolik kapasiteye sahip olmasıdır [220, 221]. HepG2 hücrelerini kullanan basit 

sitotoksisite deneylerinin, insan hepatotoksik ilaçlarını tespit etmek için nispeten az 

duyarlı olduğunu bildiren çalışmaların yanında O’Brien vd. tarafından 2006 yılında 

yayımlanan çalışma; HepG2 hücrelerinde hepatotoksik ilaçların saptanması için % 90'lık 

bir duyarlılık hesaplamıştır [222, 223]. 

 

5.1. MTT Yöntemi ile Bileşiklerin Sitotoksik Etki Sonuçları 

1983 yılında Mosmann tarafından, canlı hücrelerin metabolik aktivitesini ölçmek 

için geliştirilen kolorimetrik MTT mikroplaka testi (metil-tiyazolil-tetrazolyum), 

memeliden mikrobiyal kökene kadar değişen hücrelerin sitotoksisite, hücre canlılığı ve 

proliferasyon çalışmalarının değerlendirilmesinde günümüzde en çok kullanılan 

yöntemlerden bir tanesidir [224]. Tetrazolyum halkası, sadece metabolik olarak aktif 
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hücrelerde mitokondriyal süksinik dehidrogenazların aktivitesi sonucu açıldığı için; bu 

testle sadece oksidatif metabolizma varlığı gösteren canlı hücreler tanımlanır ve nicel 

olarak ölçüm sağlanır. Meydana gelen formazan miktarı, numunede bulunan canlı hücre 

sayısı ile doğru orantılıdır. Bu yöntemde canlı hücrelerin MTT reaktifini azaltma yeteneği 

spektrofotometrik olarak ölçülerek hücre canlılığını hızlı ve kesin olarak belirlenmektedir 

[225-227].  

Hücrelerin mitokondriyal aktivitesi; sarı tetrazolyum tuzunun homojen ölçüm için 

çözünebilen mor formazan kristallerine dönüştürülmesiyle yansıtılır ve hücre sayısındaki 

herhangi bir artış veya azalma, 540 ve 720 nm'de bir plaka okuyucu kullanılarak optik 

yoğunluktaki (OD) formazan konsantrasyonunun ölçülmesiyle tespit edilir. İlaçlarla 

inkübe edilen hücrelere sahip kuyucukların OD değerleri, ilaçlara maruz kalmayan 

hücrelere sahip olan kuyucukların OD değerleri ile karşılaştırılarak ilaç duyarlılıları 

hesaplanır. Hücre sayısındaki azalma, hücre büyümesinin inhibisyonunu yansıtır ve ilaç 

hassasiyeti ilaçla muamele edilmemiş kontrolün büyümesine kıyasla %50 büyüme 

inhibisyonu elde etmek için gereken ilacın konsantrasyonu olarak belirlenir [227, 228]. 

Spektrofotometre ile ölçülen mor renkli bir ürün olan çözünmeyen formazan kristalini 

çözmek için bir organik çözücü (genellikle DMSO) kullanılır. Absorbans, hücre sayısı ile 

doğrudan ilişkili olup daha mor renk daha canlı hücrelerin varlığını göstermektedir [206]. 

MTT sitotoksisite sonuçlarına göre moklobemid ve selejilin HepG2 hücrelerinde 

24 saatlik inkübasyon süresi sonrasında test edildikleri konsantrasyonlarda %50 hücre 

inhibisyonuna ulaşamamışlardır. Çalışma sonuçlarına göre HepG2 hücre dizisi üzerinde 

en fazla sitotoksisite gösteren ilaç 0,369±0,002 mM IC50 değeri ile klorjilin olarak 

bulunmuştur. Klorjilin ile ilgili primer hepatositlerde bizim çalışmamıza benzer olarak 

sitotoksisiteyi düşük dozlarda indükleyebileceği gösterilmiştir [229]. Maddelerin her bir 

konsantrasyon için yüzde hücre inhibisyon değerleri Şekil 5.1, Şekil 5.2 ve Şekil 5.3’de 

sunulmuştur. 

  

 



46 

 

 

Şekil 5.1. Moklobemid ile inkübe edilen HepG2 hücrelerinin canlılık yüzdeleri 

 

Şekil 5.2. Selejilin ile inkübe edilen HepG2 hücrelerinin canlılık yüzdeleri 

 

 

Şekil 5.3. Klorjilin ile inkübe edilen HepG2 hücrelerinin canlılık yüzdeleri 
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5.2. Anneksin V/PI Yöntemi ile Bileşiklerin Apoptotik Etki Sonuçları 

Kanser ilaç keşfi çalışmalarında, her zaman nekrozdan ziyade hedef hücrelerde 

apoptozu indükleyen bileşikler aranmaktadır. Günümüze kadar apoptoz ve nekrozun 

tespiti ve ayırt edilmesi için çok sayıda analiz yapılmıştır ve apoptoz için en popüler ve 

en yaygın kullanılan yöntem, fluoresan konjuge edilmiş anneksin V kullanılarak 

membrana maruz kalan fosfatidilserin (PS) tespitini içeren yöntem olmuştur [230]. 

Anneksin V bağlanma deneyi, erken/geç apoptoz ve apoptoz/nekroz arasındaki farkı 

tespit etmek için kullanılan en hassas ve en yaygın tekniklerden biridir [179]. 

Apoptotik olmayan canlı hücrelerde; plazma zarı fosfolipidleri, plazma zarı iç ve 

dış yaprakçıkları arasında asimetrik olarak dağıtılır ve PS’nin neredeyse tamamı sadece 

zarın iç yüzeyinde bulunur. Apoptozun başlarında bu asimetride bir bozulma meydana 

gelir ve PS plazma zarının dış yapraklarına doğru yönlenir. Bir Ca+2 bağımlı antikoagülan 

protein olan Anneksin V, bir fosfolipid PS bağlayıcı proteindir; negatif yüklü PS için 

yüksek afiniteye sahiptir ve bir florokrom ile konjüge edildiğinde apoptozu tanımlamak 

için bir gösterge olarak kullanılır. Apoptotik olmayan hücreler Anneksin V negatif ve 

erken apoptotik hücreler Anneksin V pozitif şekilde boyanır. Anneksin V testi; hücre zarı 

bütünlüğünün kaybolmasından önce apoptozun erken evrelerini tespit etme imkânı sunar 

ve apoptotik ölüm kinetiklerinin hücre döngüsü ile ilişkili olarak ölçülmesine olanak 

tanıyan çok kolay ve hızlı bir yöntemdir [231-233]. 

Anneksin V ayrıca nekrotik hücreleri de boyayabilir çünkü bu hücreler Anneksin 

V'nin tüm plazma membranına erişmesine izin veren yırtılmış membranlara sahiptir. 

Bununla birlikte, apoptotik hücreler PI ile birlikte boyanarak nekrotik hücrelerden ayırt 

edilebilir, çünkü PI nekrotik hücrelere girer, ancak apoptotik hücrelerden çıkarılır. PI 

bozulmamış hücre zarlarından geçemediği için canlı hücrelerin boyanması için uygundur 

[234]. Apoptotik hücreler önce anneksin V pozitif ve PI negatif olur, PI alımı daha sonraki 

zaman noktalarında olur. Buna karşılık, nekrotik hücreler doğrudan bir Anneksin V/PI 

çift pozitif durumuna geçerler [181, 235]. 

Akış sitometrisi çalışmaları ile moklobemid, selejilin ve klorjilin için stimüle 

edilmiş hücresel ölüm yolağının apoptoz olduğu belirlenmiştir. Karaciğerdeki apoptotik 

hücrelerin ksenobiyotik metabolizmasının toksisitesinde önemli rol üstlendiği literatürde 

çeşitli çalışmalarla bildirilmiştir [182]. Yüksek düzeyde düzenli bir mekanizma olan 

apoptoz, herhangi bir advers enflamatuar cevap olmadan hücre ölümünü indükler ve 

dolayısıyla nekroza göre tercih edilir [236]. Nekrotik hücre ölümü, endojen “tehlike 
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sinyalleri” ve sonraki inflamasyonun salınması ile karakterize edilirken, apoptoz büyük 

ölçüde tolerjeniktir. Bu nedenle, ilaç keşfi ve sonrasındaki aşamalarda ana zorunluluk, 

apoptozu nekrozdan ayırmaktır [176, 235]. Sonuçlarımıza göre incelenen MAOI ilaçlar 

karaciğerde apopotozu indükleyerek hücre ölümüne neden olmaktadır. Bu noktada tolere 

edilebilirliklerinin görece nekrozu indükleyen diğer ajanlara göre fazla olduğunu 

söylemek mümkündür. 

Moklobemid’in 0,0316 mM konsantrasyonu için apoptotik hücre popülasyonu %14 

ve nekrotik hücre popülasyonu %1,8; 0,1 mM konsantrasyonu için apoptotik hücre 

popülasyonu %9,5 ve nekrotik hücre popülasyonu %4,4; 0,316 mM konsantrasyonu için 

apoptotik hücre popülasyonu %13,1 ve nekrotik hücre popülasyonu %3,8 olarak 

belirlenmiştir. Moklobemidin akış sitometrik analiz diyagramı Şekil 5.4'te sunulmuştur.  

 

 

Şekil 5.4. HepG2 hücre hattı için moklobemid’in akış sitometrik analiz diyagramı 

Üst sol kadran nekrotik (Q1; Anneksin V-negatif/PI-pozitif); üst sağ kadran geç apoptotik 

hücreler (Q2; Anneksin V-pozitif/PI-pozitif); alt sol kadran canlı hücreler (Q3; Anneksin V-

negatif/PI-negatif) ve alt sağ kadran apoptotik hücreler (Q4; Anneksin V-pozitif/PI-negatif). 

 

Selejilin’in 0,0316 mM konsantrasyonu için apoptotik hücre popülasyonu %8,4 

ve nekrotik hücre popülasyonu %7,7; 0,1 mM konsantrasyonu için apoptotik hücre 

popülasyonu %12,5 ve nekrotik hücre popülasyonu %4,5; 0,316 mM konsantrasyonu için 
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apoptotik hücre popülasyonu %24,4 ve nekrotik hücre popülasyonu %0,4 olarak 

belirlenmiştir. Selejilinin akış sitometrik analiz diyagramı Şekil 5.5’te sunulmuştur.  

 

 

Şekil 5.5. HepG2 hücre hattı için selejilin’in akış sitometrik analiz diyagramı 

Üst sol kadran nekrotik (Q1; Anneksin V-negatif/PI-pozitif); üst sağ kadran geç apoptotik 

hücreler (Q2; Anneksin V-pozitif/PI-pozitif); alt sol kadran canlı hücreler (Q3; Anneksin V-

negatif/PI-negatif) ve alt sağ kadran apoptotik hücreler (Q4; Anneksin V-pozitif/PI-negatif). 

 

Klorjilin’in 0,05 mM konsantrasyonu için apoptotik hücre popülasyonu %13,3 ve 

nekrotik hücre popülasyonu %4,4; 0,1 mM konsantrasyonu için apoptotik hücre 

popülasyonu %20,1 ve nekrotik hücre popülasyonu %1,2; 0,15 mM konsantrasyonu için 

apoptotik hücre popülasyonu %30,2 ve nekrotik hücre popülasyonu %2,6 olarak 

belirlenmiştir. Klorjilinin akış sitometrik analiz diyagramı Şekil 5.6’da sunulmuştur.  
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Şekil 5.6. HepG2 hücre hattı için klorjilin’in akış sitometrik analiz diyagramı 

Üst sol kadran nekrotik (Q1; Anneksin V-negatif/PI-pozitif); üst sağ kadran geç apoptotik 

hücreler (Q2; Anneksin V-pozitif/PI-pozitif); alt sol kadran canlı hücreler (Q3; Anneksin V-

negatif/PI-negatif) ve alt sağ kadran apoptotik hücreler (Q4; Anneksin V-pozitif/PI-negatif). 

 

Analiz edilen 3 farklı konsantrasyon için, canlı/apoptotik/nekrotik hücre yüzdeleri 

Tablo 5.1’de sunulmuştur. 

 

Tablo 5.1. Moklobemid, selejilin ve klorjilin için farklı konsantrasyonlarda canlı/apoptotik/nekrotik 

                     hücre yüzdesi 

Madde µM Q1 Q2 Q3 Q4 

 

Moklobemid 

31,6 1,8 6,6 84,2 7,4 

100 4,4 4,7 86,2 4,8 

316 3,8 5,9 83,0 7,2 

 

Selejilin 

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

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/PI-pozitif): nekrotik hücreler; Q2 (Anneksin V-pozitif/PI-pozitif): geç 

apoptotik hücreler; Q3 (Anneksin V-negatif/PI-negatif): canlı hücreler; Q4 (Anneksin V-

pozitif/PI-negatif): apoptotik hücreler. 

Apoptozun düzenlenmesinde genel olarak; kalsiyum, seramid, Bcl-2 protein ailesi, 

p53, kaspazlar, ve sitokrom-c önemli rol oynar. Bir hücrenin apoptoza eğilimini ve doku 

homeostazını; Bcl-2 ailesi genlerinin birbirine zıt özellik gösteren proapoptotik ve 

antiapoptotik üyeleri arasındaki denge belirler. Hücrede proapoptotik proteinlerin 

fazlalığı apoptoza eğilimi arttırırken; antiapoptotik proteinlerin fazlalığı ise hücrenin 

apoptoz ihtimalini düşürür. Proapoptotik üyeler Bad, Bax, Bid, Bcl-Xs, Bak, Bim, Puma 

ve Noxa’dır. Bu proteinlerin tümör süpresör gen olarak görev yaptığı düşünülmektedir. 

Antiapoptotik üyeler ise Bcl-2, Bcl-xL, A1 ve Mcl-1’dir. Antiapoptotik üyeler özellikle 

hücredeki Ca+2 oranını kontrol ederler ve ayrıca hücreyi parçalayan proteazların 

(kaspazların) öncü formlarıyla Apoptoz indükleyici faktör ve sitokrom-c salınımını bloke 

ederek apoptozu inhibe ederler ve hücre yaşamını destekler [237-239]. Bcl-2,  keşfedilen 

ilk hayatta kalma yanlısı proteindir ve çalışmalarda bu proteinin proliferasyonu arttırmak 

yerine hücre ölümünü sınırlandırarak kanseri teşvik ettiği, hücreleri indüklenmiş 

apoptozdan koruduğu belirtilmektedir [240]. Ayrıca, Bcl-2 proteinin,  mitokondriyal 

ve/veya sitozolik ROT seviyelerinin düzenlenmesinde etkileri olabileceği çalışmalarda 

belirtilmektedir [104]. Tümörojenik olmayan hücre kültürlerinde selejlinin ve klorjilin 

ile yapılan çalışma; her iki ilaçla muamelenin ardından Bcl-2 protein seviyesinin 

önemli ölçüde arttığını; ancak tümör hücrelerinde bu proteinin zaten yüksek olan 

seviyelerinde herhangi bir değişikliğe sebep olmadığını göstermiştir. Bcl-2'nin bir 

apoptoz/programlanmış hücre ölümü inhibitörü olduğu literatürde kabul gören bir 

gerçek olduğundan; selejilin ve klorjilinin protektif etkilerinin normal hücre içinde 

antiapoptotik yolların aktivasyonunu yoluyla meydana geldiği düşünülmektedir [104]. 

Fakat bu tez çalışmasında tümörojenik bir hücre hattı olan HepG2 ile çalışıldığını göz 

önüne aldığımızda bir çeşit regülasyon sağlama mekanizması sonucunda ajanların 

apoptozu indükleme potansiyelleri olduğu düşünülebilir.  

 

5.3. Reaktif Oksijen Türlerinin Ölçümünün Değerlendirmesi 

Hücrelerde serbest radikal üretimini ölçmek için birçok yöntem vardır. En basit 

teknikler içerisinde hücre geçirgen fluoresan ve kemilüminesan probları bulunur. ROT'un 

hücresel konsantrasyonunu/dağılımını daha fazla araştırmak için; ROT ile etkileşime 
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girdikten sonra 2′,7′-diklorofloresin (DCF)'e dönüşebilen DCFH-DA fluorometrik prob 

yöntemi, 1965 yılında Brandt ve Keston tarafından geliştirilmiştir [188, 200, 241]. 

DCFH-DA yöntemi, DCFH-DA'nın hücre membranı boyunca yayıldığı ve hücre içi 

esterazlar tarafından hücre içinde sıkışıp kalan DCF'ye hidrolize edilmesi esasına 

dayanmaktadır [242]. Bu yöntem, bir hücrenin redoks durumunu doğrudan ölçmek için 

kullanılan en yaygın yöntemlerden biridir. Geliştirilen diğer tekniklere göre; kullanımı 

çok kolaydır, hücredeki redoks değişikliklerine karşı son derece hassastır, ucuzdur ve 

zaman içinde ROT'taki değişiklikleri takip etmek için kullanılabilir. DCFH-DA floresan 

problarıyla, H2O2 ve O2
- oluşumu ölçülebilir [189, 243]. Bu prob, hücrelere kolayca 

dağılan, stabil, lipofilik, fluoresan olmayan, nonpolar bir bileşiktir. DCFH-DA, hücrelerin 

içine girdikten sonra, hücre içi esterazlar tarafından deasetilizasyona uğrayarak hücre içi 

ROT ile reaksiyona giren, nispeten polar, fluoresan olmayan ve zarı geçirmeyen bir 

bileşik olan DCFH üretir [186]. Hücre içi H2O2 veya düşük moleküler ağırlıklı peroksit, 

DCFH'yi, yüksek oranda fluoresan bir bileşik olan DCF'ye oksitlemektedir [204, 244]. 

DCF floresansının akış sitometri tespiti ile hücrelerde ROT üretimi hücreler tarafından 

üretilen peroksit miktarıyla orantılıdır ve bu sayede dolaylı bir şekilde ölçümü 

sağlanabilmektedir [199, 245]. 

Çalışma sonuçlarına göre, HepG2 hücrelerinde selejilin ve klorjilin ile DCF’nin 

floresans yoğunluğunda herhangi bir belirgin artış görülmez iken; moklobemid 0,1 mM 

konsantrasyonlarında pozitif kontrol t-BOOH’ya göre belirgin olarak DCF floresans 

yoğunluğunu arttırmıştır (p<0,01). Ayrıca pozitif kontrol de büyüme kontrolüne göre, 

anlamlı olarak DCF floresans yoğunluğunu arttırmıştır (Şekil 5.7). Bu sonuçlara göre, 

moklobemid ROT üretimini arttırırken, selejilin ve klorjilin büyüme kontrolüne göre 

ROT artışına sebep olsa da pozitif kontrole göre anlamlı olarak ROT artışına neden 

olmamıştır.  
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Şekil 5.7. Farklı konsantrasyonlarda moklobemid, selejilin ve klorjilinin uygulanan hücrelerde reaktif 

oksijen türleri seviyeleri 

 *kontrolden farklı (p<0,05) 

 

Bunun yanı sıra moklobemidin primer olarak %99 oranında oksidatif 

metabolizmaya uğradığını unutmamak gerekir [246]. Bu noktada ROT oluşumunun 

gerekçesi oksidatif yolakların varlığına da bağlanabilir. Ayrıca yine selejilin de hepatik 

biyotransformasyona ve oksidatif metabolizmaya uğrayan bir bileşiktir [247]. Bu durum 

da büyüme kontrolüne oranla daha fazla ROT üretimine sebep olmuş olabilir. Klorjilin 

ise CYP2B6'nın metabolizmaya dayalı inhibitörüdür ve CYP2B1'i de 

etkisizleştirmektedir [110, 248]. Klorjilin ve CYP2B1 ile ara metabolit oluşumu 

gösterilmiş olup [249], bu çalışmada da ROT oluşumunu büyüme kontrole göre 

indüklemiştir. 
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5.4. Biyokimyasal Analiz Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

Karaciğer hasarının konvensiyonel biyobelirteçleri temel olarak normal karaciğer 

fonksiyonunun veya homeostazının değişimini ve doku ve hücre bütünlüğünün 

değişimini gösteren spesifik biyobelirteçleri içerir. Karaciğer hasarını tespit etmek için 

klinik pratikte kullanılan dolaşımdaki en yaygın biyobelirteçler, TBILI ve total safra 

asitlerinin seviyelerindeki değişiklikler gibi normal karaciğer fonksiyonundaki değişimin 

ölçülmesiyle veya ALT, AST ve ALP gibi hücre spesifik bileşenlerin serum içine 

sızmasıyla hücre ve doku bütünlüğünün değişiminin ölçülmesiyle saptanır [148]. 

Yapılan test sonuçlarına göre, AST seviyelerinde kontrol grubuna göre selejilin 0,1 

mM konsantrasyonunda ALT seviyesini azaltırken; klorjilin 0,15 ve 0,1 mM 

konsantrasyonlarında anlamlı olarak arttırmıştır. ALT seviyeleri açısından ise klorjilin 

0,15 ve 0,1 mM konsantrasyonlarında ALT seviyelerini anlamlı olarak arttırırken; 

selejilin 0,1 mM konsantrasyonunda ALT seviyesini azaltmıştır. Üre seviyeleri 

ölçüldüğünde kontrol grubuna göre selejilin 0,1 mM konsantrasyonda üre miktarını 

azaltırken; klorjilin 0,1 ve 0,15 mM konsantrasyonlarında anlamlı artışlara neden 

olmuştur. TBILI seviyeleri açısından gruplar arasında herhangi bir farklılığa 

rastlanmamıştır.  

 

Tablo 5.2. Farklı konsantrasyonlarda moklobemid, selejilin ve klorjilinin uygulanan hücrelerde 

                     biyokimyasal parametre seviyeleri 

 

 Kontrol Moklobemid (µM) Selejilin (µM) Klorjilin (µM) 

31,6 100 316 31,6 100 316 50 100 150 

AST 8,91 

± 

0,67 

8,27 

± 

0,75 

8,20 

± 

1,06 

 

7,07 

± 

1,10 

 

9,10 

± 

1,15 

5,17 

± 

0,76 

(*) 

 

8,01 

± 

1,01 

 

7,03 

± 

1,05 

15,07 

± 

1,01 

(*) 

15,03 

± 

0,95 

(*) 

ALT 5,99 

± 

0,81 

5,23 

± 

1,08 

5,03 

± 

0,95 

4,13 

± 

1,01 

4,17 

± 

1,26 

3,13 

± 

1,21 

(*) 

4,27 

± 

0,64 

3,0 

± 

1,0 

(*) 

7,07 

± 

1,01 

7,30 

± 

1,13 

 

Üre 3,29 

± 

0,08 

3,30 

± 

0,09 

3,20 

± 

0.09 

3,40 

± 

0,09 

3,50 

± 

0,09 

2,41 

± 

0,08 

(*) 

3,30 

± 

0,09 

3,20 

± 

0,09 

3,79 

± 

0,13 

(*) 

3,90 

± 

0,09 

(*) 

TBILI  0,01 

± 

0,006 

0,01 

± 

0,001 

0,02 

± 

0,009 

0,023 

± 

0,001 

0,01 

± 

0,005 

0,01 

± 

0,005

4 

0,01 

± 

0,005

3 

 

0,03 

± 

0,008

9 

0,04 

± 

0,004

9 

0,009 

± 

0,0005 
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 Moklobemid hepatotoksisitesinin gözden geçirildiği literatürde; tek dozdan sonra 

%40, çoklu dozdan sonra %85'e kadar artış gösteren sistemik yararlanımda bile 

hepatotoksisite vakası bildirilmediği ve moklobemid hepatotoksisitesi hakkında şu an için 

herhangi bir kanıt olmadığı belirtilmektedir [17, 73]. Prada vd. tarafından sıçanlar 

üzerinde yürütülen çalışmada hepatotoksik etkisi bulunmadığı belirtilmektedir [250]. 

Hilton vd. tarafından moklobemid kullanan hastalarda 3 yıl boyunca yürütülen klinik 

çalışma sonucunda; en sık bildirilen advers etkilerin psikiyatrik, nörolojik ve 

gastrointestinal bozukluklar olduğu, hepatobiliyer advers etkilerin nadir olarak 

gözlemlendiği ve moklobemidin büyük ölçüde hepatotoksik potansiyelden yoksun 

olduğu ifade edilmektedir [251]. Bununla birlikte moklobemid, kolestatik tipteki İİKH 

ile ilişkilendirilmiş; Timmings ve Lamont tarafından, moklobemid kullanımıyla ilişkili 

ölümle sonuçlanan intrahepatik kolestaz vakası rapor edilmiştir [32]. Vakada hastanın 

seri karaciğer fonksiyon testlerinin hepatik ve obstrüktif bir görüntü sergilediği; aynı 

zamanda karaciğer fonksiyon testlerinin normalden 10 kat, GGT düzeyinin ise normalden 

20 kat daha yüksek seyrettiği bildirilmiştir. Çalışmada daha eski, geri dönüşümsüz MAOI 

kullanımının karaciğer fonksiyon testleri ve hepatoselüler hasar olmak üzere %1'lik 

karaciğer hasarı insidansı ile sonuçlandığı ve benzer etkilerin moklobemid ile de ilişkili 

olabileceği vurgulanmıştır [252]. Tüm sonuçlar gözden geçirildiğinde moklobemidin 

görece ROT oluşturma potansiyelinin dışında herhangi bir hepatotoksisite belirtecinde 

değişikliğe yol açmadığı görülmektedir. Moklobemidin bir ölümcül İİKH vakasına sebep 

olduğu ve serum transaminaz seviyelerini arttırabildiği fakat bu durumun immünoalerjik 

mekanizmalar ile oluştuğuna dair veriler mevcuttur [246, 253]. Bu noktada sonuçlarımıza 

göre moklobemide ilişkin hepatotoksisite ihtimalinin düşük olduğu söylenebilir. 

Selejilin ile yapılmış klinik çalışmalarda serum AST ve ALT düzeylerinde artış 

kaydedilmiştir [73]. Karaciğer ve böbrek fonksiyonları üzerine etkisinin incelendiği 

başka bir çalışmada, kontrol grubunun ve İİKH bulunan hastaların laboratuvar testlerinin 

sonuçları (ALT, AST, ALP, GGT); klinik olarak anlamlı bir anormallik göstermemiştir 

ve çalışma esnasında hiçbir advers etki bildirilmemiştir [107]. Ancak çalışma sonucunda 

anormal karaciğer fonksiyonuna sahip hastalara reçete edildiğinde doz azaltımı 

gerekebileceği vurgulanmıştır [14]. Parkinson hastalığında oral selejilin kullanımının 

gözden geçirildiği literatürde ise, bu ajanla ilgili hepatotoksisite raporlarına 

rastlanmamıştır ve selejilin hepatotoksisitesinin bulunduğuna dair şu an için herhangi bir 

kanıt yoktur [14, 17, 31]. Bu tez çalışmasının sonuçlarına göre ise selejilin ALT, AST ve 
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üre düzeylerinde anlamlı azalmalara yol açmıştır. ALT’nin karaciğere spesifik oluşu, 

AST’nin de hepatoselüler hasar göstergeleri arasında önemini taşıması ve ürenin de 

hepatik sentezin ek göstergelerinden olması sebebiyle selejilinin bu belirteçler düzeyinde 

azalmaya yol açması literatürde bu enzimlerin sentezi için gerekli olan piridoksal-5'-

fosfat (Vitamin B6) eksikliğinden kaynaklanmış olabilmesine bağlanmıştır [161]. Üre 

siklusunun görevi ise amino asit katabolizmasının bir ürünü olan amonyağı detoksifikiye 

etmektir [254]. Bu noktada da üre miktarındaki azalmalar, bu katabolizmanın ve 

detoksifikasyonun azaldığına işaret edebilir.  

Klorjilin şu anda MAO-A'yı inhibe etmek için preklinik olarak yaygın şekilde 

kullanılmakta olsa da herhangi bir hepatotoksisite çalışmasının olmadığı dikkat çekmiştir 

[67, 120]. Ayrıca, klorjilin metabolizmasının gözden geçirildiği literatür taramasında bu 

ajana dair herhangi bir metabolizma/biyotransformasyon verisi olmadığı dikkat 

çekmiştir. Ayrıca, yine hepatoselüler toksisitenin göstergeleri olan ALT, AST ve hepatik 

sentezin ek göstergelerinden olan üre miktarını belirgin olarak arttırmıştır. Üre miktarı 

üzerinde etkili olabileceği de başka bir çalışma ile gösterilmiştir [229]. Klorjilinin de hem 

hepatik biyogöstergelerde artışı hem de hücre ölümünü tetiklemesi hepatotoksisite 

potansiyelinin olabileceğini ortaya koymaktadır. 
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6. SONUÇLAR ve ÖNERİLER 

Moklobemid; geniş spektrumdaki depresif bozuklukların tedavisinde endike olan, 

hali hazırda kullanılan tek reversibl MAO-A inhibitörüdür. Selejilin, parkinsonda en çok 

kullanılan selektif irreversibl MAO-B inhibitörüdür. Klorjilin ise, günümüzde klinikte 

kullanımı bulunmayan; ancak preklinik olarak depresyon, anksiyete ve diğer duygudurum 

bozuklukları tedavisi çalışmalarında sıkça kullanılan, etkinliği otoritelerce kabul görmüş 

seçici reversibl MAO-A inhibitörüdür. Tez kapsamında çalışılan bu ajanların karaciğer 

hasarını indüklediği yönünde yaygın bir şüphe olmasına rağmen; haklarında yapılmış 

yeterli sayıda hepatotoksisite çalışması bulunmamaktadır. Bu noktadan hareketle; 

ajanların sitotoksik etkileri, hepatik hasarın biyogöstergeleri olarak kabul edilen 

biyokimyasal parametreler ve ROT seviyeleri insan karaciğerini iyi reflekte eden ve 

dünyaca kabul gören in vitro bir model olan HepG2 hücre hatları üzerinde incelenmiştir. 

Bu sonuçlar doğrultusunda, moklobemidin diğer ajanlara ve pozitif kontrole kıyasla ROT 

oluşumunu indüklediği; selejilinin ALT, AST ve üre düzeylerinde anlamlı azalmalara yol 

açtığı; klorjilinin HepG2 hücreleri üzerinde sitotoksik etki gösterdiği, hepatik 

biyogöstergelerde artışa yol açtığı ve hücre ölümünü tetiklediği sonucuna ulaşılmıştır. 

Tüm bu parametreler göz önünde bulundurulduğunda; klorjilinin hepatotoksisite 

potansiyelinin bir adım daha önde olabilme ihtimali ortaya çıksa da bu ajanların 

hepatotoksisite potansiyaline sahip olabileceği gerçeği, ihmal edilmemesi gereken önemli 

bir advers etki alanı oluşturmaktadır. Sonuçlarımıza göre tez kapsamında incelenen 

MAOI ilaçlar; patolojik etkiler sonucu gerçekleşen ve enflamasyona neden olan hücre 

ölüm şekli olan nekrozdan ziyade, karaciğerde apopotozu indükleyerek amacı hücreyi 

korumak olan hücre ölümüne neden olmaktadır. Bu sonuçlar, nörodejeneratif 

hastalıklarda endikasyonu sıklıkla araştırılan bu ilaçların kullanımını doğrulamaktadır. 

İlerleyen çalışmalarda tez kapsamında değerlendirilen parametrelerin yanı sıra; in vitro 

hepatotoksisitenin değerlendirilmesi için faydalı olabilecek yeni biyobelirteçlerden olan 

total keratin18 (K18) ve kaspazla parçalanmış keratin18 (ccK18), makrofaj koloni uyarıcı 

faktör reseptörü ve microRNA-122’nin kullanımı; olası toksisite mekanizmalarını 

aydınlatmada ve tüm ilaçlar için yeni bir izlem yöntemi ortaya koymada gelecekte 

yapılacak olan çalışmalar açısından son derece umut vaat edici olacaktır. Klinikte hepatik 

biyotransformasyona sahip ve hepatik enzimler üzerinde etkileri bulunan ajanların 

terapötik izleminin yapılmasına, klinisyenlerin de bu konuda hassas davranmasına ve 
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hepatotoksisite riskini tam olarak belirleyebilmek için epidemiyolojik çalışmaların 

yapılmasına ihtiyaç vardır.  
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