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OZET

Asetaminofene Bagh Hepatotoksisitesinin Onlenmesinde CoQ10 ve Melatonin
Etkisi: Deneysel Calisma

Amag: Mevcut caligmanin amaci: Asetaminofen (APAP) hepatotoksisitenin
onlenmesinde koenzim Q10 (CoQ10) ve melatonin (MLT) etkisini arastirmayi
amagcladik. Hepatotoksisite olusan olgularda bu maddelerin antioksidan etkilerinin
tedavide kullanilip kullanilamayacaklar1 ve koruyucu etkilerinin olup olmadig1 ortaya
konulmaya c¢alisilacaktir. Ayrica hepatotoksisitenin  olusum mekanizmalarinda
apoptozisin rolii degerlendirilecektir.

Materyal ve Metot: Her grupta 10’ar tane olmak tizere Sprague Dawley (N=40)
cinsi rat kullamilmistir. Grup | (Kontrol grubu), Grup Il (Asetaminofen grubu), Grup 111
(Asetaminofen-Koenzim Q10 grubu), Grup IV (Asetaminofen-Melatonin grubu)
seklinde gruplara ayrilmistir. Asetaminofen tek doz oral yoldan (1gr/kg) verildi.
Asetaminofen verildikten 30 dk sonra melatonin (10 mg/kg) intraperitoneal uygulandi.
Asetaminofen verildikten 30 dk sonra koenzim Q10 (10 mg/kg) intraperitoneal
uygulandi. Histopatolojik parametreler 1sik mikroskobunda semi-kantitatif olarak
skorland1. Immiinohistokimyasal (IHK) calismada her olguya ait preparatlarda caspase3
ve Bax antikorlar1 igin sitoplazmik boyanma esas alindi. Serum ALT ve AST o6lglimi
tam otomatik biyokimya cihazinda yapildi. Serum nitrik oksit diizeyi ELISA yontemiyle
caligildi.

Bulgular: Histopatolojik parametrelerde, IHK, biyokimyasal serum ALT ve AST
caligmas1 sonrasinda kontrol grubuyla asetaminofen verilen grup arasinda anlamli
farkliliklar vardi. Gruplar arasi serum NO diizeylerinde bir fark yoktu. Ayrica serum
NO ortalamalar1 birbirine yakin ve istatistiksel anlamli iliski saptanmadi (p>0,05).
Koenzim Q10 ve melatonin verilen grup ile karsilastirildiginda melatonin tedavi edici
etkisi daha fazlayd: ve istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05).

Sonug: Yuksek dozda asetaminofen karacigerde sentrolobiiler nekroza neden
olmaktadir. Hepatotoksisite reversible olup tedaviye yanit vermektedir. Melatonin
verilen grup ile koenzim Q10 verilen grup karsilastirildiginda melatonin koruyucu ve
tedavi edici etkisi daha belirgindir.

Anahtar Kelimeler: Asetaminofen, hepatotoksisite, sentrolobiler nekroz,
koenzim Q10, melatonin
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ABSTRACT

The effect of CoQ10 and Melatonin for Prevention Hepatotoxicity Induced by
Asetaminophen: An Study Experimental

Aim: With this study we aimed to the effect of coenzyme Q10 and melatonin for
Prevention hepatotoxicity induced by asetaminophen. In cases of hepatotoxicity,
antioxidant effects of these substances should be tried and used to determine whether
they can be used therapeutically and whether they have protective effects. In addition,
the role of apoptosis in the mechanisms of hepatotoxicity will be evaluated.

Material and method: The groups consisted of: In each group there were 10
Sprague Dawley rats (N=40). Group | (Control group), Group Il (Acetaminophen
group), Group I (Asetaminophen-Coenzyme Q10) and Group IV (Asetaminophen-
Melatonin). Acetaminophen was single doze oral administration (1gr/kg). Melatonin
treatment was given as intraperitoneal injections, 10 mg/kg each, at 30 minutes
following acetaminophen administration. Coenzyme Q10 treatment was given as
intraperitoneal injections, 10 mg/kg each, at 30 minutes following acetaminophen
administration. The histopathological parameters were scored semi-quantitative using
light microscope. For every slides related to each case in immunohistochemical (IHC)
studies caspase3 and Bax antibody were used to cytoplasmic staining. The semi-
quantitative scoring was done with 20 objective microscope. The ALT/AST
measurement in blood serum was conducted with full-automatic biochemistr analyzer.
The nitric oxide in blood serum was analyzed with ELISA method.

Results: There were significant differences between the groups, control group
and the group with acetaminophen in histopathologic parameters, IHC, biochemical
serum levels of ALT and AST studies. There was no difference between serum NO of
the groups. Besides, the mean of serum NO of groups were close and it was not found to
be statistically significant (p>0,05). When groups with coenzyme Q10 and melatonin
was compared, melatonin was found to have statistically significant impact on healing
(p<0,05).

Conclusion: Over doze of acetaminophen causes centrilobular necrosis.
Heptatotoxicity was reversible and responded to treatment.When groups with melatonin
and coenzyme Q10 were compared, melatonin was found to be protective and have
more healing effects.

Key words: Acetaminophen, hepatotoxicity, centrilobular necrosis, coenzyme
Q10, melatonin
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

- N-asetil-N-formil-5-metoksi kniiramin
: Alanin Transaminaz

: Asetaminofen

. Aspartat Transaminaz

: Kalsiyum

- Yapisal Nitrik Oksit Sentaz

: Koenzim Q10

: Siklooksijenaz

: Sitokrom

: Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
: Fas Ligand1

: Glutatyon

: Glutatyon Peroksidaz

: Hemotoksilen Eosin

: Hidroksiindol-o-metiltransferaz
. Interlokin

: Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
: Immiinohistokimya

: Karaciger

: Melatonin

- Merkezi Sinir Sistemi

. N-Asetil Sistein

- N-asetil-p-benzokinin imin

: N-asetiltransferaz

: Noronal Nitrik Oksit Sentaz

> Nitrik Oksit

: Non-steroidal Antiinflamatuvar ilag
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1. GIRIS

Karacigerin (KC) vucut ic¢in 6nemli bir yeri ve rolii vardir. Diyetle alinan
aminoasitlerin, karbohidratlarin, lipidlerin ve vitaminlerin islenmesini, splanknik
kandan sistemik sirkiilasyona giden mikroplarin ve toksinlerin atilmasini, bir¢ok plazma
protein sentezini, endojen atiklarin ve zararli ksenobiyotiklerin (yabanci maddelerin)
detoksifikasyonunu ve safra ile atilmasini saglayarak viicudun metabolik homeostazinda
gorev alir (1). Karaciger hasarinin en sik nedenlerinden biri, ilaglara bagli olusan
toksisitedir. Bunun da nedeni bircok ila¢ veya kimyasal ajan metabolizmasi i¢in temel

organ olmasidir (2).

Asetaminofen (APAP; N-asetil-p-aminofenol), parasetamol olarak da bilinen ve
tim diinyada en yaygin olarak oral yoldan kullanilan analjezik ve antipiretiktir (3).
Terapotik dozlarda kullanildiginda oldukga etkili ve glvenilir ancak yiiksek dozlarda
kullanildiginda deney hayvanlari ve insanlarda hepatik nekroz, bobrek toksisitesi ve

oliimle sonuglandigr gosterilmistir (4).

Asetaminofene bagli toksisite mekanizmalar1 arasinda, protein arilasyonu,
oksidatif stres, kalsiyum dengesizligi, inflamasyonun baslamasima onctlik eden bir ¢ok

sinyal ve hiicre 6liim yollaklarinin aktivasyonu sayilmistir (5).

APAP, karaciger tlizerindeki toksisitesi hepatik sitokrom P450 sistemi tarafindan
uretilen N-asetil-p— benzokinin imin (NAPQI) olan toksik metaboliti ile gdsterir. Bu
toksik metabolit antioksidan olan glutatyon (GSH) ile reaksiyona girerek etkisiz hale
gelmektedir. Asetaminofenin asirt doz alimi glutatyon (GSH) azalmasina yol agar ve bu
durumda da GSH ortamdaki fazla NAPQI’1 baglanamayacagindan detoksifiye edilemez.
Bu reaktif metabolit artis1 hiicresel makromolekdller ile 6zellikle mitokondriyal
proteinlere kovalent olarak baglanir ve sentrilobuler nekroza, karaciger hasari ve dliimle
sonuclanabilir (6). Glnlumuzde, GSH seviyesini ylkselten ve karaciger hasar1 dnlemede
antidot olarak N- asetilsisteinin (NAC) kullanilmaktadir. Yakin zamanda yapilan
caligmalarda, asetaminofene bagli karaciger hasarlanmasit NAPQI’nin dogrudan agiga
c¢ikan etkilerine baglanamaz. Bu c¢alismalarda, bazi sitokinlerin ve nitrik oksidin (NO)

de bu siirecte rol oynayabilecegine iliskin veri de bulunmaktadir (7).



NO, otokrin ve parakrin bir hiicresel molekiil olup normal fizyolojik kosullar ile
birgok patofizyolojik durumda homeostazin siirdiiriilmesinde 6nemli bir etkendir. Nitrik
oksit sentaz enzimi araciligiyla iiretilen ve yliksek miktarda oksidan kapasiteye sahip bir
bilesendir (8, 9). Karacigerdeki NO’in etki mekanizmasi tam olarak bilinmemesine
ragmen, bu molekilun sitokrom P450’yi azalttigi, DNA sentezini baskiladigi, apopitozu
ve nekrozu uyardigr gosterilmistir (10, 11, 12). Ote yandan, NO’in karaciger iizerinde
koruyucu etkisi oldugu ¢alismalar da bulunmaktadir (13). Bundan dolay1 hastalik ve

sonuglarina iliskili olarak NO’in zararh veya yararli etkileri gosterilebilir.

Melatonin (MLT), pineal bez, retina ve diger vertebra dokular tarafindan
salgilanan bir indolamin aile iiyesi olup, karanlik fazda en yiksek seviyesine ulasir.
Melatonin'in mevsimsel {ireme kontrolii, termoregiilasyon, enerji metabolizmasi,
sirkadyen ritim diizenleme ve uyku kontrolii gibi c¢esitli fizyolojik fonksiyonlar
sergiledigi gosterilmistir. Melatonin (MLT) gii¢lu bir antioksidan olup serbest radikal

olusumunu engeller (14, 15).

Koenzim Q10 (CoQ10), yagda ¢6ziinen endojen benzokinon olup mitokondriyal
solunum zincirinde elektron tasiyicisi olarak fonksiyon goriir. Ayrica serbest radikal
olusumunu engelleyen gucli bir antioksidandir. Hucresel membranda lipid
peroksidasyonunu onler ve o—tokoferol rejenerasyonuna yardim eder. CoQ10, birgok

modelde oksidatif ve inflamatuar hasarda koruyucu etkisi gosterilmistir (16).

Alanin aminotransferaz (ALT) ve Aspartat aminotransferaz (AST) karaciger
hiicreleri olan hepatositlerinden salgilanmaktadir (17). ALT, hepatosit sitozoliinde, AST
ise mitokondriyada tretilmektedir (17).

Yapilan ¢alismada, asetaminofen hepatotoksisitesinde ALT ve AST duzeylerinin

belirgin bir sekilde arttig1 gosterilmistir (18).

Hucreler, nekroz veya apoptoz yoluyla en sonunda 6lmektedirler. Nekroz;
mekanik hasar, oksijen yoklugu, toksik maddeler etkisiyle hiicrelerin gruplar halinde
ayni anda Olmeleri ile sonuclanan patolojik bir siiregtir. Apoptoz; komsu hiicreler
hasarlanmadan veya inflamasyona neden olmadan bireysel hicrelerin ortadan
kaldirilmasini saglayan normal ve fizyolojik bir siirectir. Apoptozis ¢ok sayida ve ¢esitli
mediator tarafindan diizenlenir. Bu mediatorler BCL-2 aile dyeleridir. Bir kisminin
apoptozu indiikledigi (Bax, Bad, Bcl-Xs), bir kisminin ise inhibe ettigi (Bcl-2, Bcl-XL)

genis bir ailedir.



Kaspazlar, zimojen (inaktif prekirsur) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif

merkezlerinde sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup enzimlerdir (19).

Mevcut calismanin  amact:  Asetaminofen (APAP) hepatotoksisitenin
Oonlenmesinde koenzim Q10 (CoQl10) ve melatonin (MLT) etkisini arastirmayi
amagladik. Hepatotoksisite olusan olgularda bu maddelerin antioksidan etkilerinin
tedavide kullanilip kullanilamayacaklar1 ve koruyucu etkilerinin olup olmadig1 ortaya
konulmaya c¢alisilacaktir. Ayrica hepatotoksisitenin olusum mekanizmalarinda

apoptozisin rolii degerlendirilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger Histolojisi

Karaciger yetiskinlerde 1400-1600 gram agirliginda olup viicut agirliginin
%2.5’unu olusturur. KC, ekzokrin ve endokrin sekresyon yapan énemli bir organdir.
KC, gerektiginde depoladigi maddeleri direkt kan dolasimina salgiladigindan dolay1
endokrin bir organ olarak gorev yapar. Ayrica salgiladigi safray1 kanallar arciligiyla
duodenuma akittigindan dolayr da ekzokrin organ olarak gorev yapmaktadir. KC,
glisson kapsilu denilen fibroz bag dokusu ile digtan kusatilmistir. Glisson kapsuliinden
uzanan bag dokusu uzantilar1 KC’1 lob ve lobiillere ayirir. Karaciger lobiilleri, KC’in
yapisal ve fonksiyonel birimleridir. KC lobult fonksiyonel olarak ii¢ farkli sekilde

tanimlanmagtir:

e Klasik karaciger lobiilii: En yaygin olarak kullanilan klasik tanimdir.
Ortasinda santral ven, periferde portal alanlarla siirli hekzagonal yapidir. Bu yapi,
santral venden baslayarak perifere radyal ve birbirlerine anastomozlasarak ilerleyen
hepatosit kordonlarin1 ve sintzoid kapillerlerini icermektedir. Santral ven, kani
sinizoidlerden alan bir damardir. Santral ven, hepatik ven, sublobuler ven yoluyla
acilmaktadir. Lobullerin koselerinde (portal alanda), portal ven, hepatik arter, safra
kanali bulunmaktadir. Ayrica lenf damarlarmi ve sinirleri igceren bag dokusundan

olugsmaktadir (Sekil 1).



Sekil 2.1. Karaciger histolojisi

SV: Santral ven, PA: Portal alan, Oklar: Hepatositler, Ok basi: safra kanali, Cift ok:
Sinusoidler

e Portal lobiil: Ucgen seklinde ve komsu ii¢c santral ven arasinda yer alan
alanlardir. Portal alan tiggen seklin tam orta kisimda bulunur. KC’in ekzokrin
fonksiyonunu vurgulamak i¢in bu tanimlama kullanilmistir. Hepatositlerde (retilen
safra, ekzokrin bir rln olup, safra kanalikilleri ve safra kanallart yoluyla duodenuma

akatilir.

o Karaciger asiniisii: Kisa ekseni, iki portal alan ve uzun ekseni iki santral ven
arasinda bulunan oval seklindeki alandir. KC asiniisii ti¢ zondan olusur. Portal gevresine
yakin alan zon 1, santral ven gevresi zon 3 ve her iki zon arasindaki alan ise zon 2
bolgesidir. Ugiincli zon bolgesindeki hiicrelerin yerlesimleri beslenmelerini ve zararli
maddelere maruz kalma derecelerini etkiler. Ayrica hiicrelerin dejenerasyon ve
rejenerasyon derecelerini onemli derecede etkilemektedir. ilk olarak birinci zon
bolgesindeki hiicreler, portal alandaki kan damarlarindan besin maddelerini ve toksik
drlnleri alir. Aym1 zamanda ilk rejenerasyonun ve en son hicre 8lumunin oldugu
bolgedir. Yine bu bolgedeki hiicreler, safra kanali tikaniklarinin en hizli etkilendigi ve
morfolojik degisikliklere ugradigi bolgedir. Iskemiden en ¢abuk clinci zondaki
hiicreler etkilenirler. Ayrica yag birikimi yine en erken bu zondaki hticrelerde olur.
Aksine, Uclncl zon bolgesindeki hicreler, toksik etkilerden ve safra kanal
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tikaniklarindan en ge¢ etkilenirler. Hicrelerin, zonlar arasindaki organel dagilimlari,
enzim aktiviteleri ve glikojen biriktirme kapasiteleri olarak farkliliklar bulunmaktadir
(1, 20).

2.2. Asetaminofen

Asetaminofen (APAP; N-asetil-p-aminofenol) parasetamol olarak da bilinen ve
gunimizde en sik kullanilan analjezik (agr1 kesici) ve antipiretik (ates disiiriicti) bir
ilagtir. Asetaminofen, non-steroidal antiinflamatuvar ilag (NSAII) grubu ilaclardan

fenasetinin etkin metabolitlerinden biri olan para-aminofenol tirevidir.

H
N\ﬂ/
O
HO

Sekil 2.2. Asetaminofenin kimyasal yapis1 (21)

APAP’m kimyasal formilu C,H,NO, olup molekiler agirlhigi 151,17 g/mol’dur
(Sekil 2). Yogunlugu 1,263 g/cm® ve erime noktasi 169°C’dir. APAP yapisal olarak
beyaz kokusuz kristal toz seklindedir. Doymus sulu ¢ozelti pH derecesi 5.5-6.5 olup
kararli bir yapidadir. Asit veya alkali ortamlarda bu kararliligi azalmakta ve bu tir

ortamlarda yavas bir sekilde asetik aside ve para aminofenole doniismektedir (21).

APAP, agr esigini yiikseltmek yoluyla agri kesici olarak kullanilir. Ayrica
hipotalamustaki 1s1 diizenleyici merkez {izerindeki etkisi ile de ates diisiiriici bir etki

gosterir (22).

APAP ilk kez klinik olarak Von Mering tarafindan 1893 yilinda kullanilmustir.
Ancak 1949 yilindan sonra yaygin bir sekilde kullanilmaya baglanmistir (23).

Yetiskinlerde onerilen maksimum doz 4 g/giin’diir (24).

APAP, ates diisiiriicii ve agr1 kesici etki yoniiyle NSAII gibi diisiiniilmektedir.
Ancak APAP, NSAII trombosit agregasyonu énleyici ve gastrotoksisite gibi tipik yan
etkisi yoktur (25). APAP’in agr1 kesici ve ates diisiirticti etkilerini, merkezi sinir sistemi
(MSS) Uzerinde santral siklooksijenaz-3 (COX-3) enzim inhibisyonu ve prostaglandin
sentezini baskilayarak gosterir. APAP diger NSAII gibi az miktarda COX-1 ve COX-2

inhibisyonu yapmakta fakat antiinflamatuar etkisi yoktur (26).



2.2.1. Asetaminofenin Metabolizmasi

APAP’in metabolizmasi glukuronidasyon ve siilfasyon yoluyla KC’de
olmaktadir. Terapétik dozlarda alman APAP’in  %80-85’1  sulfat-glukronit
konjugasyonuyla, %10-15’i sitokrom P450 enzim sistemi (CYP450; CYP2E1,1A2, 3A4
ve 2A06) ile bir reaktif metabolit ve hiicre makromolekiillerine baglanabilen oldukca
toksik olan N-asetil-p-benzokinon imin (NAPQI)’e doniistiiriilerek detoksifiye edilir.
Glutatyon (GSH) hizli bir sekilde NAPQI’a baglanarak toksik olmayan sistein veya
merkaptiirik asit konjugatlarina doniisttiriilerek detoksifiye edilir (Sekil 3, 27).

Asetaminofen
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Sekil 2.3. Asetaminofen metabolizmasi (27)

2.2.2. Asetaminofenin Farmakokinetik Ozellikleri

APAP; viicuda alinmasindan 30-60 dk sonra kandaki en yiiksek yogunluguna
ulagir. Alman ilk dozun analjezik etkisi 3-4 saat devam etmektedir. APAP’in
dolasimdaki plazma proteinlerine hafif sekilde baglanan % 95°lik kismi, karacigerdeki
enzimler tarafindan siilfat ve glukronit bilesenlerine ¢evrilir. APAP’1in geriye kalan %
5’1 ise degismeden atilmaktadir. APAP’in plazmadaki yar1 6mrii 2-3 saat olup, bobrek
islevlerinden goreceli olarak etkilenmez. Toksik dozlarda alindiginda veya karaciger

rahatsizliklarinda, bu siire iki katina kadar ¢ikabilir (26, 28).



2.2.3. Asetaminofenin Endikasyonlari

Bas agrisi, kas agrilari, sirt agrisi, artrit, soguk alginligi, dis agrisi, menstriiel
kramplardan dolay1r olusan orta ve hafif agri ve atesi diistirmede tedavi amacl
kullanilmaktadir. Iyi bir analjezik ve antipretik ilactir. APAP bircok analjeziklerle
karsilagtirilmistir ve aspirine (asetilsalisilik asit) esdeger kabul edilir. Ancak anti-
iflamatuar etkisi bulunmamaktadir. Cocuklarda kullanim i¢in olduk¢a uygundur.
Aspirine kontrendikasyon (zit etki) gosteren hemofili, peptik Ulser ve viral enfeksiyon
gecirmis cocuklarda alternatif olarak tercih edilmektedir. Kanin pihtilasmasini

engelleyici etkisi yoktur (29).

2.2.4. Asetaminofenin Ates Diisiiriicii veAgr Kesici Etkisi
APAP, cocuklarda yiiksek atesi diisiirmek i¢in en ¢ok kullanilan ilagtir. APAP’1n
analjezik etkisinin etki mekanizmasi siklikla siklooksijenazlarin mobilize edilmesine ve

daha yakin zamanlarda serotonerjik yolaklara dayali oldugu diistiniilmektedir (30).

APAP’m ates disiiriicii, agr1 kesici ve inflamasyon (sisme ve kizariklik) etki

mekanizmas prostaglandinlerin (PGI) yapimini engelleyerek gergeklestirmektedir (31).

2.2.5. Asetaminofenin Yan Etkileri

APAP, non-steroid anti-antiiflamatuar (NSAII) ilaglarla karsilastirildiginda
astimin kotliye gitmesine veya astim krizlerine neden olmasina daha az rastlanmaktadir.
Deri dokintuleri, allerji belirtileri ve kan bozukluklari gibi yan etkileri nadirdir.
Terapotik dozda alindiginda; bazen karaciger enzimlerinde 1liml bir yiikselmeye neden
olabilir ve ilaca bagh olan bu durum, geri doniisliidiir. Yiksek dozlarda alinmasi
durumunda; bas donmesine, huzursuzluga ve yonelim bozukluguna neden olabilir.
APAP’m kronik olarak kullanilmasi bobrek sorunlarina neden olmaktadir. YUksek
dozlarda alinmasi karacigerde sentrilobiiler nekroz ve Oliimle sonug¢lanmaktadir.
Karacigerdeki hasarlanmanin erken belirtileri arasinda; bulanti, kusma, ishal ve karin

agris1 yer almaktadir (28).

2.2.6. Asetaminofenin Doz Kullanim Bilgileri

APAP, giinliik kullaniminda tablet, siv1 siispansiyon, fitil veya flakon seklinde
bulunur. Yetiskinlerde Onerilen doz her 4 saatte 500-1000 mg’dir. Ancak giinliik 4000
mg iizerinde alinmamalidir. Cocuklarda, 1-5 yas araligindakilere her 4 saatte 120-250
mg olup giinliik 4 dozdan fazlas1 verilmemelidir. 6-12 yas ¢ocuklarda her 4 saatte 250-

500 mg verilmelidir. 1 yasin altindaki ¢ocuklara doktor kontroliinde verilmelidir. APAP
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tok karina alindiginda biyoyararlanimi diismektedir; bundan dolay1 a¢ karna alinmasi

Onerilmektedir (31).

2.2.7. Asetaminofen Toksisitesi

APAP doz asimi1 yasayan hastalar ilk olarak asemptomatik olurlar ¢linki uc
organ toksisite klinik semptomlar1 akut sindirim ardindan 24-48 saate kadar kendini
gostermeyebilir. Bu nedenle, klinisyenin hepatotoksisite riski tasiyan bir hastayi
tanimlamak icin APAP aldigi zamani ve miktarin1 agik bir sekilde belirlemelidir.

APAP’m tek seferde alindiginda ciddi hepatotoksisite dozlart:
e Yetiskinlerde 7.5-10 gram (g)
e Saglikli 1-6 yas ¢ocuklarda 150-200 miligram/kilogram (mg/kg)

APAP toksisitesinin klinik gidisi genel olarak dort evreye ayrilir. Fiziksel
bulgular, hepatotoksisite derecesine bagli olarak degisebilir (3, 32).

1. Evre (ilk 0.5-24 saat): Hasta asemptomatik olabilir. Bulanti, kusma,

istahsizlik ve halsizlik goriilebilir. ALT/AST enzimlerinde yiikselme goriilebilir (3, 32).

2. Evre (18-72 saat): Hastalar sag iist kadran karin agrisi, istahsizlik, mide
bulantis1 ve kusma gelistirir.Sag Uist kadranda hassasiyet mevcut olabilir. Tasikardi ve

hipotansiyon gorilebilir. Bazi hastalarda idrar ¢ikisinda azalma (oligiiri) gorullr (3, 32)

3. Evre (72-96 saat): Hepatik evre: Hastalarda mide bulantisi, kusma ve karin
agris1 gorilebilir. Hepatik nekroz, sarilik, koagiilopati, hipoglisemi ve hepatik
ensefalopati olarak ortaya c¢ikabilir. Bazi kritik hastalarda akut bobrek yetmezligi
gelisir. Coklu organ yetmezligi nedeniyle 6liim gerceklesebilir (3,32).

4. Evre ( 4 giin ile 3 hafta arasi1): Kurtarma asamasi; Evre 3 hastalardaki hasar

geri donerse tam rezoliisyon, hasar geri donmezse karaciger nakli gerekebilir (3, 32).

Ik 10 saat icerisinde, GSH aktivitesini artiran N-asetil sistein (NAC) verilmesi
etkili olabilir. Fulminan karaciger yetmezligine giren olgulara, KC transplantasyonu
gerekebilir (3, 32).

2.3. Melatonin
Melatonin ilk kez pineal bezden Lerner ve ark. (33) tarafindan 1958’te
kesfedildi. Melatonin bu ismini, kurbaga derisindeki melanoforlarin beyaz goériiniimiine

neden oldugundan ve serotoninden tiiredigi i¢in almistir (34). MLT hormonu, pineal



bezden, overden, retinadan, kemik iligi hiicrelerinden, safra ve gastrointestinal

sistemden sentezi yapilmaktadir (35).

Retinada sentezlenen MLT retinal pigment epitel fonksiyonun diizenlenmesinde
rol oynamaktadir. Ayrica fotoreseptorlerdeki gece-giindiiz varyasyonundan dolayi
retinanin  verecegi yanitin diizenlenmesinde Onemli rol oynamaktadir. Deride
sentezlenen MLT, giinesin zararli etkilerine kars1 cildi korumaktadir. Gastrointestinal
kanalda enterokromofin hiicrelerde sentezlenip ve dolasima postprandial (yemek
sonrasi) olarak verilmektedir. Safrada sentezlenen MLT, safra yollar1 mukozasini ve
epitelini, okside kolesterol tiirevlerine ve safra asitinin oksidatif hasarma karsi

korumaktadir (36).

2.3.1. Melatonin Sentezi
MLT (N-asetil-5-metoksitriptamin) sentezindeki ilk basamak triptofanin
pinealositler igine alinmasiyla N-asetiltransferaz (NAT) enzimi tarafindan N-asetil

serotonine doniistlriilmesidir (Sekil 4).

Sekil 2.4. Melatonin kimyasal yapisi (37)

N-asetil serotoninin MLT’e doniisiimii hidroksiindol-o-metiltranferaz (HIOMT)
enzimi tarafindan olmaktadir. Sentezin diizenlenmesi karanliga baglidir. Pineal bezdeki

endokrin hiicreleri olan pinealositler tarafindan MLT hizli bir sekilde sentezlenmektedir

(37).

2.3.2. Melatonin Farmakokinetigi

Kismen suda ve yagda c¢oziinebilen MLT, kolaylikla doku ve hiicrelere
girebilmektedir. Tablet ve jelatin kapsiiller seklinde oral olarak uygulanan MLT
insanlarda yaklagik 1 saatte plazma pik diizeyine ulasmaktadir. Bifazik yarilanma ve
eliminasyon 6mri 3-45 dakikadir. KC’de hizli bir sekilde 6-hidroksidopamine doniistir.

Daha sonra bir dizi reaksiyonla N-asetil-5-metoksi-6-hidroksitriptamin’e ve sonra da
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silfat veya glukronidle konjuge bir sekilde 6-siilfatoksimelatonin’e doniiserek idrar

yoluyla atilir. Idrarda %1 degismemis sekilde bulunmaktadir (38).

2.3.3. Melatonin Antioksidan Etkileri

MLT gicli bir antioksidan ve serbest radikal engelleyicisidir (15). MLT
hidroksil (OH") ve peroksit (ROO™) serbest radikallerin gii¢li bir sipirtcusudir. MLT,
OH™ radikalini notralize etkisi GSH’dan 5 kat daha etkilidir. Ayrica ROO~
inaktivasyonunda ise E vitamininden 2 kat daha fazla etkilidir. Fakat MLT’in peroksi
radikali iizerindeki etkisi tartigmalidir. Bazi arastirmacilar MLT, peroksil radikaline
kars1 siipiiriici etkisinin E vitamininden daha diisiik oldugunu ve bundan dolay1
lipoperoksil radikaline karsi daha diisiik notralize etkisini oldugunu bulmuslardir (39,

40).

MLT inflamasyon sirasinda makrofajlar tarafindan salinan ve toksik bir oksijen
tirevi olan hipoklordz asit (HOCI)’e kars1 da engelleyici etkisi vardir. MLT hidrojen
peroksit (H202) ve stperoksit radikali (O27) iizerine direkt engelleyici etkisi zayiftir.
MLT’in Hy0, ile reaksiyon sonucunda N!-asetil-N2-formil-5-metoksi kniramin
(AFMK) olusur. AFMK nin ise katalaz ile N*-asetil-5-metoksi kniiramine déniisiir. Bu
antioksidan metabolitler, MLT etkisini artirdig1 gosterilmistir (41).

MLT, glutatyon peroksit (GSH-Px) enzimini aktive ederek hidroperoksitleri
metabolize eder. Ayrica Oz radikalini H202’ye kataliz eden superoksit dismutaz (SOD)
aktivitesini artirir. Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimini inhibe ederek NO olusumunu
onleyip antioksidan etki gosterir (42). MLT, sitokrom P450 enzim aktivitesini diistirtir,

serbest radikal olusumunu ve dolayisiyla oksidatif hasar1 engellemektedir (43, 44, 45).

MLT, APAP’a bagl hepatotoksisite ve bobrek toksisitesine karst ve NO, IL-6,

notrofil filtrasyonu ve lipid peroksidasyonunu 6nledigi rapor edilmistir (15, 46).

2.4. Koenzim Q10

Koenzim Q10 (CoQ10) enzimlerin aktivitesini artiran kiiglik molekiiler
yapilardir. CoQ10, protein ile baglanan (apoenzim) ve aktif enzim (holoenzim) forma
doniistiiriren non-protein molekilerdir. CoQ10, ubikinon, ubidekarenon ve mitokinon
olarak da bilinmektedir. CoQ10 yapisindaki “Q” kinon grubunu ve “10”ise poliisopren
zinciri ifade etmektedir (Sekil 5).
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Sekil 2.5. Koenzim Q10 kimyasal yapisi (47)

ilk kez Dr. Fredrick L. Crane tarafindan 1957°de kesfedilmistir (47). Koenzim
Q10 yaygin olarak tiim hiicresel membranlarda bulunmaktadir. Lipofilik bir
molekildir. Bazi nadir istisnalar disinda CoQ10 hayati 6nem tasimaktadir. Koenzim
Q10’nun yapis1 halkasal bir kinon grup ile karakterizedir. Ancak farkli uzunlukta ve
yapida olusmus hidrofobik kuyruk mevcuttur. Karekteristik kinonun CoQ10’a elektron
tagiyict Ozelligini kazandirmistir. Mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda rol alir.
CoQ10, mitokondriyal elektron transfer zincirinde onemli rol almaktadir. Elektron
transfer zincirinde kompleks I (nikotinamid adenin dinukleotid dehidrogenaz)-kompleks
Il (sliksinat dehidrogenaz)’den kompleks III (ubikinon - sitokrom c rediiktaz)’e elektron
aktarimin1 yapar. Surekli olarak yukseltgenip indirgenmekte ve bu sirada ATP
uretilmektedir (Sekil 6). Bundan dolayr CoQ10, hicresel enerji igin hayati 6nem

tasimaktadir.

ATP ATP ATP
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Sekil 2.6. Koenzim Q 10’un ATP sentezindeki rolii (48)
12


https://thumbs.dreamstime.com/z/coenzyme-q10-formula-23796153.jpg

Yapilan ¢alismada (48), CoQ10’un reaktif oksijen tirevlerinin (ROT) Uretimini
engeledigi gosterilmistir. Ayrica serbest radikal engelleyicisi olup hiicresel membrani
lipid peroksidasyonundan korumaktadir. Ayn1 zamanda gii¢lii bir antioksidan oldugu
gosterilmektedir. CoQ10’un yaslanma ve bazi hastaliklarda diisiik seviyelerde
bulunmasi, antioksidan etkisinden dolay1 yaygin bir sekilde gida takviyesi olarak

kullanilmasinin gerekgesidir (48).

CoQ10, antiinflamatuar 6zellige sahiptir. Ayrica proinflamatuar, tiimor nekroz
faktor-a (TNF-a) gibi proinflamatuar sitokinlerin Uretilmesini azaltir. CoQ10, oksidatif

stres ve inflamatuar kaynakli doku hasarini 6nledigi gosterilmistir (47, 48).

CoQ10, APAP asir1 dozunun yarattig1 hepatotoksisiteye karst koruyucu etkisi
gosterilmistir (49).

2.4.1. Koenzim Q10’un Farmakokinetigi

Diyetle aliman CoQ10’un emilimi, hidrofobik kuyruga sahip olmasi ve biiyiik
molekiiler kiitlesinden dolay1 oldukc¢a yavas ve sinirlidir. Biyoyararlilig yaklasik olarak
6 saattir ve yarmmlanma siiresi ise yaklasik olarak 33 saattir. Emilimi ince bagirsakta

olur. CoQ10 yagla emilimi daha iyi olmaktadir (47).

2.5. Nitrik Oksit

Otokrin ve parakrin hiicresel bir ajandir. Fizyolojik kosullar ve patofizyolojik
durumlarda homeostazi saglayan molekiildiir. Daha once endotel kaynakli gevseme
faktoru (EDRF) olarak bilinirdi. Nitrik oksit (NO), azot monoksit olarak da bilinen
renksiz ve toksik bir gazdir. ilk olarak memelilerde 1916 yilinda kesfedilmistir. NO
sentezi, aktive olmus makrofajlarda 1985’te bulunmustur. NO, L-argininden sitrulin
olustugu zaman, L-argininin guanidine nitrojen grubunun hidroksilasyonuyla olusmus
bir ara rtindir. Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile bir dizi reaksiyonla katalizlenir.
NOS enzimleri, yapisal nitrik oksit sentaz (cNOS) ve induklenebilir nitrik oksit sentaz
(iNOS) diye iki gruba ayrilmaktadir. Yapisal NOS vaskuler endotelde, plateletlerde ve
noronlarda bulunmaktadir. NOronlarda bulunanlara, néronal nitrik oksit sentaz (nNOS),
endotelde bulunana endotelial nitrik oksit sentaz (eNOS) adi verilmektedir.
Indiiklenebilir NOS kardiyomiyositlerde, hepatositlerde, noronlarda, microglial
hiicrelerde, noétrofillerde, vaskiiler endotelde ve diiz kas hiicrelerde bulunmaktadir.
Yapisal NOS tarafindan {iiretilen NO, hiicreler aras1 ve hiicre i¢i haberlesmede gorev

alir. iINOS ortamdaki kalsiyum konsantrasyondan etkilenmez ancak yapisal NOS
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etkilenir. NO, suda ve yagda c¢oziinebilen bir molekiildir. Solusyon icerisindeki
yarinlanma omrii 5-30 saniyedir. NO, renksiz ve stabil bir gaz olup nitrit ve nitrata
okside olabilmektedir. Tiol gruplartyla reaksiyona girerek depolanmaktadir. NO,
pankreasin asiner htcrelerinde guanozin 3°, 5’-siklik monofosfat (cGMP) sentezini

duzenlemektedir (8).

Guanozin 3°, 5’-siklik monofosfat, beyin ve bobreklerde atrial natritiretik faktor
olarak diiz kaslarin gevsemesini saglar. Ayrica retinadan fototransdiiksiyon saglar ve
enterotoksinlerle iliskili olarak ince bagirsaga sivi salimmi etkilemektedir. Arterlerde
venlere oranla daha fazla NO uretilmektedir. NO konsantrasyonu, normal fizyolojik
sartlarda endotoksin, a-interferon, IL-1 ve TNF-o gibi molekiillerle INOS’un
indklenmesi sonucunda seviyesi artar. Hastaliklarda ve sonuglartyla iliskili olarak NO

zararli ya da yararl etkileri gosterilebilmektedir (8).

Nitrik oksit, NOS tarafindan L-argininden sentezlenmektedir. NOS, sitokrom
P450 enzimi gibi demir (Fe) iceren protoporfirin IX’a sahiptir. NO, nétiir elektrik yike

sahip oldugundan, reseptore bagimsiz olmaksizin membranlardan kolayca gegebilir (8).

NO’in nérotransmitter olarak, timdor hiicre éliminde ve inflamasyonda 6nemli
rolii vardir. Makrofajlardaki NO’in antitiimoral ve antimikrobiyal etkisini tmor hicresi
ve mikroorganizmalardaki Fe-S tasiyan enzimleri nitrilleyerek gostermektedir. Ayrica
vazodilatasyona ve trombosit yapigsmasmin engellemesiyle mikrosirkiilasyonunda
rahatlama ile dokularin oksijenlenmesiyle viicuda katki saglamaktadir. Mitokondriyal
elektron transport sisteminin aktivitesini azaltmaktadir. Tiimor hiicresindeki

ribonukleotid reduktaz enzimini inhibe etmesiyle DNA sentezini engellemektedir (8).

NO, superoksit ile reaksiyona girerek oncelikle peroksinitrit (ONOQO~) daha
sonra nitrojen dioksit (NO27) ve hidroksil radikali (OH) olusturur. Bu reaksiyonda
tirozin, 3-nitrotirozine (NO:Tyr) doniigiir. Oksidatif hasarin olustugu durumlarda
NO:Tyr diizeyi armaktadir. Ayrica aterosklerozisde, septik sokda, norodejeneratij
hastaliklarda, akut karaciger hasarinda, organ transplantasyonunda, yangisal bagirsak
enfeksiyonlarinda, romatoid artiritde, bakteriyel ve viral enfeksiyonlarda, yaslanmada

ve sigara i¢enlerde arttig1 gorilmistiir (6, 8).

Yapilan calismada, APAP hepatotoksisitesinde NO ve nitrotirozin sentezinin

arttig1 gosterilmistir (50).
NOS enzimininin iki izoenzimi bulunmaktadir:
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1. Yapisal (konstitiif) NOS (cNOS): Bu enzimin aktivitesi Ca™ bagimlidir.
Insanlarda, damar endotel hiicrelerinde, iirogenital sistem dokularinda, santral ve
periferik sistem noronlarinda, adrenal kortekste, trombositlerde ve barsak
intersitisyumunda bulunmaktadir (8). Yapisal NOS iki kisimda incelenmektedir;

ndronal (nNOS) ve endoteliyal (eNOS).

nNOS kaynaklit NO: Genel olarak sinir sisteminde; merkezi sinir sistemi ve periferik

sinir sisteminde bulunmaktadir.
eNOS kaynakli NO: Diiz kaslar1 gevseterek, kan basincini ve akisini diizenlemektedir.

2. Uyarilabilir NOS (iNOS): ilk olarak makrofaj (monosit, histiyosit, kuppfer
hiicreleri) ve hepatositlerde bulunmustur. Ca™ bagimli degildir. Enzimin aktiflesmesi
ve NO iiretimi, yapisal NOS gibi kisa siirmemektedir. Nonspesifik immiinitede rol
oynamaktadir. Patojenlere karst etki gostermektedir. Otoimmiin ve yangisal

hastaliklarda da rol oynamaktadir (8).

2.6.  Reaktif Oksijen Turevleri ve Oksidatif Hasar Mekanizmasi

Serbest radikal, bir veya birden fazla eslesmemis elektronlara sahip atom ya da
molekdllere verilen isimdir (51). Oksidan molekiller veya reaktif oksijen tirevleri
(ROT), yuksek aktiviteye sahip ve baska molekiiller ile reaksiyona girerek onlarin

kimyasal yapisini1 bozan molekiillerdir.

Reaktif oksijen turevleri (ROT), canlilarda neredeyse tum biyomolekdiller,
nukleik asitler, serbest aminoasitler, proteinler, lipidler, lipoproteinler, karbonhidratlar
ve bag dokusuyla reaksiyona girerek geri doniigli ya da geri doniissiiz etkiler
yaratabilir. ROT’larin igerisinde oldukga reaktif ve yari 6mrii kisa olani hidroksil (OH")
radikalidir. Bu nedenle mitokondrilerde ve mikrozomlarda olugsmus serbest radikaller
direkt olarak DNA’y1 etkilemez. Fakat serbest olan bir radikal molekili, serbest
olmayan bir molekiil ile etkileserek onun serbest bir radikale doniistiirebilir. Boylelikle
serbest radikaller, olustuklar1 yerin uzagindaki selliler komponentlere etki
etmektedirler. Stiperoksit molekili (O27) oldukga reaktif olmasina ragmen OH™ radikali
kadar hasar verici degildir. O27, hidrojen peroksit (H202) varliginda, gegis metalleri

araciligryla OH™ radikalini olusturur. Bu nedenle oldukga hasar verici potansiyeli vardir.

H20,, hiicreye direkt olarak hasar vermez. Ancak tim hucresel membranlardan
gecebilmektedir. O2~ varliginda ise OH™ radikaline doniisebilmektedir. Bu nedenle de

oldukga hasar verici olabilmektedir (8).
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OH™ radikali ise etrafindaki tim biyomolekiil ile reaksiyona girebilmektedir.
Ayrica lipid peroksidasyonunu baglatir. OH™, DNA’da kirilmalara ve hasarlanmalara
neden olmaktadir. Ayrica enzimlerin aktif merkezlerindeki SH’1n oksitlenmesine ve

polisakkaritlerin depolimerizasyonuna neden olmaktadir (8).

2.7. Antioksidan Savunma Sistemi
Antioksidan savunma, serbest oksijen radikallerinin olusumunu engelleyerek ve
canli organizma iizerinde meydana getirdikleri zarar1 Onlemek igin olusturulmus bir

sistemdir. Bu sistemi serbest radikal engelleyiciler ve bazi enzimler olusturmaktadir (8).
Antioksidan Etki Cesitleri:

1. Toplayia etki: ROT etkileyerek onlart tutma ya da daha zayif bir molekdle

cevirme islemidir. Antioksidan enzimler buna drnek olarak gosterilebilir (8).

2. Bastiricl etki: ROT ile etkileserek ROT molekiillerine bir hidrojen ekleyerek
aktivitelerini diisiiren veya inaktif sekle doniistiiren etkidir. Bunlara ornek olarak,

vitaminler, flavonoidler, trimetazin ve antasyonoidler verilebilir (8).

3. Zincir kiricr etki: ROT molekiillerini kendine baglayarak zincir kirip
fonksiyonlarin1 engelleyici etkidir. Ornek olarak, hemoglobin, seruloplazmin ve

minareller verilebilir (8).

4. Onaricr etki: Enzim olanlar: Mitokondriyal sitokrom oksidaz, stperoksid
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutamat okzaloasetat
transaminaz (GOT; AST) ve hidroperoksidazlar (8).

Enzim olmayan antioksidanlar: a-tokoferol (E vitamini), B-karoten (A
vitamini), askorbik asit (C vitamin), melatonin, Urat, sistein, seruplazmin, transferrin,

laktoferrin, myoglobin, ferritin, methionine, aloumin, bilirubin, glutatyon (GSH) (8).

2.7.1 Hiicre Dis1 (in Vivo) Ortamda Antioksidan Savunma

Hiicre dist (in vivo) ortamdaki antioksidan savunmasi sirlidir. Bu yiizden
mindr olarak enzimler, major olarak E ve C vitaminleri, transferrinler, haptoglobinler,
seruloplasmin, albumin, bilirubin, p-karoten, Urik asit, glukoz, sistein, trakeobronsiyal

mucus Ve a-1 antitripsin gibi molekiiller antioksidan savunmasindan sorumludur

Canli organizmadaki oksidan ve antioksidan seviyesi belirli bir dizeydedir.

Reaktif maddelerin yani oksidanlarin seviyesi belirli bir diizeyin Uzerinde olursa ya da
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antioksidanlar seviyesi yetersiz olursa oksidanlar makromolekullere; protein, lipid,

karbohidrat, niikleik asitlere zarar vererek oksidatif strese neden olmaktadir (51).

2.8. Hiicre Hasar1: Nekroz ve Apoptoz Mekanizmalari

Hiicre hasari, hiicreler agir bir stresle ve uyum saglayamayacaklar1 durumla
karsilastiklarinda ve intrinsik hasar olusturucu etkenlere maruz kaldiklarinda olusur.
Ayrica DNA ve proteinlerdeki anormalik olustugunda da hiicre hasart meydana

gelmektedir. Hiicre hasari, geri doniislii veya hiicre 6liimiiyle sonlanabilir (52).

e Geri doniislii hiicre hasar1: Hasar1 olusturan etken, erken donemde ya da hafif
siddette ortadan kalkarsa, meydana gelen fonksiyonel ve morfolojik degisiklik geri

dontigli olmaktadir. Agir membran hasari ve ¢ekirdek dagilmasi olmamaktadir (52).

e Hicre 0limul: Hiicrenin zedelenmesi ve hasarin devam etmesiyle geri

doniigsiiz siirece girmektedir. Iyilesmesi miimkiin olmayan hiicre sonunda 6lmektedir

(52).
Iki tip hiicre 6liimii vardir; nekroz ve apoptoz

Nekroz: Nekroz, hiicrelerin akut hasar1 ya da hastalikla tetiklenen patolojik bir
sirectir (18). Hiicre membran yapisinin bozulmasi ve hiicre igindekilerini disariya
salivermesiyle hiicrenin pargalanma strecidir. Hucre igerisindeki mitokondri,
enzimlerin ve diger bilesenlerin disariya saliverilmesi inflamatuar yaniti tetikler. Bu da
lokal konak reaksiyonuna yol a¢maktadir. Bu reaksiyon, olii hiicreleri ortadan
kaldirmay1 ve bir sonraki onarmm siirecini amaglamaktadir. Olmekte olan hiicrelere ait
lizozom enzimler ve olusan inflamatuar reaksiyondan dolay:r toplanan I6kositlerin

lizozomlari, hiicrenin liimiinden sorumlu olabilir (52).

Nekroz Morfolojisi: Hasar gormiis hiicrelerin sitoplazma ve g¢ekirdegindeki

degisikliklerle karekterize olmaktadir.

e Sitoplazmik degisiklikler; Eozinifili (eozin boyasiyla pembe renge boyanma
Ozelliginin artmasi) artis1 goriilmektedir. Bu eozinofili artisi, kismen denatiire plazma
proteinlerine baglanmasi ile kismen de sitoplazmadaki riboniikleik asit (RNA)
tarafindan saglanmig bazofilinin azalmasiyla olur. Nekroze hiicre canli bir hiicreyle
karsilastirildiginda, glikojen partikiillerinin kaybolmasi sonucunda daha camsi ve
homojen bir goriiniime sahip olmaktadir. Nekrozlu hicrenin miyelin figurleri, geri

doniisglii hasara ugrayandan daha belirgindir. Sitoplazmadaki organeller enzimler
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tarafindan sindirildiginden dolay1 sitoplazma vakuollii ve ‘giive yenigi’ gibi
gorunmektedir. Elektron mikroskopisinde; plazma ve organel membran kesintili bir
sekilde, mitokondriler biiyiik, sekilsiz dansiteler ortaya ¢ikmakta ve belirgin genisleme,

lizozomlar pargalanmistir (52).

e Hicre nlkleusundaki degisiklikler; 3 olast durum s6z konusu olabilir.
Karyoliz, deoksiriboniikleaz ( DNAaz) aktivitesi sonucunda kromatinin bazofilisi
matlasir. Piknoz, niikleus, DNA biiziilmiis, solid bir kitle halini almis ve bazofili

sergiler. Karyoreksis, piknotik ¢ekirdek pargalanir (52).

e Nekrotik hicreler; ya bir siire nekrotik hiicreler kalir ya da enzimler
tarafindan sindirilmektedirler. Nekrotik hicreler, miyelin figiirlerine doniisiirler. Bunlar
ya fagosite edilirler ya da yag asitlerine pargalanmaktadirlar. Yag asitleri kalsiyum

tuzlariyla baglanmasi sonucunda 6lii hiicreler kalsifiye olurlar (52).

Nekroz Tipleri: Nekroz tipleri makroskopik goriniim olarak farklilik gosterir

ancak fibrinoid nekroz yalnizca histolojik incelemelerle ayirt edilebilmektedir.

Koagulasyon nekrozu; en sik goriilen nekroz tipidir. Bu nekroz tipinde doku
sertlesmektedir. Koaglilasyon nekrozuna yol agan hasar, hem yapisal proteinleri hem de
enzimlerin yapisint bozarak 6li hucrelerin ortadan kalkmasini 6nlemektedir. Sonug
olarak ginlerce devam eden, niikleusu kaybolmus ezonofilik hiicreler kalmaktadir.
Nekrozun oldugu yerde Idkositlerin infiltrasyonu gériiliir. Olmiis hiicreler,
lokositlerdeki lizozomal enzimler tarafindan ortadan kaldirilir. Geriye kalan debris
(hiicre artig1) fagositle uzaklastirilmaktadir. Bu nekroz tipi beyin disinda tiim solid

organlarin iskemik nekroz (infarktiis) alanlarda bulunur (52).

Likefaksiyon nekrozu; bakteri ve mantar enfeksiyonlarinda goriilir.
Likefaksiyon nekrozda mikroplar inflame hiicrelerin o bdlgeye toplanmasini uyarmakta
ve lokositlere ait enzimler dokuyu ‘sivilastirir, eritir’. MSS hicrelerinin bilinmeyen
nedenlerden dolay1 ¢ogu kez hipoksi ile 6lmesi likefaksiyon nekrozuna yol agmaktadir.
Fagositler tarafindan, sindirilmis doku uzaklastirilir. Likefaksiyon nekroz siirecinde,
bakteri enfeksiyonlarinda oldugu gibi akut inflamasyonla baslamis ise olusan sivi

madde krem saris1 renginde olur ve puy (irin) olarak isimlendirilir (52).

Gangren6z nekroz; bu nekroz tipi daha cok arteriel kanlanmasin1 kaybetmis alt
bacak ekstremitelerde gorulir. Bu nekroz, bir ¢ok doku katmaniyla iligkili olan

koagiilasyon nekrozunu anlatmaktadir. Buna bakteri enfeksiyonu da ilave edilirse
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bakterilerin ve l6kositlere ait enzimlerin sivilastirict etkisinden dolayr degisiklige

ugrayarak ‘yas gangren’ ile sonuglanir (52).

Kazeifikasyon nekrozu; ‘Peynirimsi’ anlamina gelmektedir. Bu nekroz en ¢ok
tiilberkiiloz enfeksiyonu odaklarinda karsimiza g¢ikmaktadir. Nekroz alanmin kirillgan
olmasi, sarimsi-beyaz rengini de tanimlamaktadir. Nekroz odagi, mikroskobik
incelemede hematoksilen-eozin boyasiyla pembe renge boyanan, amorf (sekilsiz),
grandler, parcalanmis ya da sivilasmis hiicre topluluklar1 géze ¢arpar. Bu nekroz tipi,
koagiilasyon nekrozuyla karsilagtirildiginda doku yapis1 tamamen silinmis ve hiicreler
ayirdedilemez goriinimiindedir. Kazeifikasyon nekroz alanmi belirgin bir inflamatuar
reaksiyonuyla sinirlanmistir. Bu goriiniim, graniilom adi verilen bir inflamasyon odagi

icin karekterizedir (52).

Yag nekrozu; yag nekrozu tipik olarak pankreas dokusunun aktif pankreas
lipazlarinin periton bosluguna yayilmasiyla gelisen yag yikimi olan bolgelerdeki
nekrozdur. Bu nekroz akut pankreatit ve acil batin sorunu gelistiginde goriilmektedir.
Pankreatik enzimler, hem asiner hiicrelerden hem de duktuslardan disar1 salgilanir ve
peritondaki yag hiicrelerin membranlarimi sindirmektedir. Daha sonra pankreasdaki
lipazlar, yag hiicrelerinde bulunan trigliserid esterlerini parcalar. Serbest hale gelen yag
asitleri kalsiyumla birlesir ve olusan lezyonlar1 cerrah ve patologun makroskopik olarak
tanimasint saglayan tebesirimsi beyaz bolgeler olusturur. Mikroskopik incelemelerde
nekroz odaklarinda inflamatuar bir reaksiyonla kusatilmig, sinirlart belirgin olmayan ve

nekrotik yag hiicreleriyle bazofilik kalsiyum birikimleri goriilmektedir.

Fibrinoid nekroz; genellikle arter duvarinda biriken antijen-antikor kompleksleri,
bagisiklik reaksiyonlarinda gelisen ve 1g1k mikroskopuyla goriilebilen nekrozdur. Daha
sonra damar disina sizmis olan fibrin ile arter duvarindaki antijen-antikor kompleksi
birlesir ve H.E. ile boyanmis preparatlarda fibrinoid (fibrinimsi, fibrin-benzeri) yapi
goriiliir. Bu fibrinimsi yapi, parlak pembe renkte ve sekilsiz goriiniim olusturur. Bu tip

nekroz, bagisiklik sistemi hastaliklarda (6r. Poliarteritis nodosa) goriiliir (52).

Apoptoz Mekanizmalari: Apoptoz, kaspaz denilen enzimlerin aktiflesmesiyle
gerceklesir. Kaspaz enzimleri, proteinleri aspartik residiilerin ardindan pargalayan
sistein proteazlar olmalarindan dolay: bu isim verilmistir. Kaspazlarin aktivasyonu, pro-
apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin tiretim ve yikimlari arasindaki dengeye baglidir.

Kaspaz aktivitesiyle sonuglanan iki yolak, mitokondrial yolak ve &liim reseptorii yolagi
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mevcuttur. Bu iki yolak birbirleriyle kesisebilmelerine ragmen, genellikle fakl
molekdllerin rol oynadigi ve fizyolojik ve hastalik durumunda fakli kosullar altinda

harekete gecen ve farkli roller oynayan yolaklardir (Sekil 7, 52).

Apoptozun Mitokondri (Intrensek) Yolagi: Apoptoz, mitokondrilerdeki cesitli
proteinler tarafindan baglatilir. Bu proteinler, endojen apoptoz inhibitdrleri ve sitokrom
c’yi notralize ederler. Hiicrenin 6liim ya da yasamasina, prototipi Bcl-2 olan ve sayisi
20’den fazla olan protein tarafindan denetlenen ve mitokonrial gegirgenlikle

belirlenmektedir.

Hicreler biiyime faktorlerinden yoksun kaldiklarinda, DNA’ya zarar verici
etkenler ile karsilastiklarinda veya ¢ok sayida yanlis katlanmig proteinler biriktiginde
bir cok sensor aktif hale gelir. Bunlar Bcl-2 aile tiyelerinin ‘BH3 proteinleri’dir. Bu
proteinler, Bcl-2 aile Uyesine ait pro-apoptotik olan Bax ve Bak proteinlerini aktive
eder. Bu proteinler dimerize olurlar ve sonra mitokondri membranina gegip sitokrom c
gibi mitokondrial proteinlerin  sitoplazmaya ge¢mesini saglayan kanallar
olusturmaktadirlar. Yine ayn1 sensor tarafindan anti-apoptotik protein olan Bcl-2 ve
Bcl-xL genlerini inhibe ederek mitokondrial proteinlerin sitozole geg¢mesini saglar.
Sitozole gecen sitokrom c, diger kofaktorler ile kaspaz-9’u aktif hale getirir. Fizyolojik
apoptozun inhibitorleri olarak gorev alan kaspaz antagonistleri, mitokondriden sitozole
geemis diger proteinler tarafndan bloke edilirler. Biitiin bu olaylarin sonucu, hiicre
niikleusunun pargalanmasi ile sonuglanan kaspaz dizisinin aktive olmasiyla olmaktadir.
Oysa ki, hiicreler blylime sinyalleri almay siirdiiriirlerse Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik
uyelerini sentez etmektedirler. Bu anti-apoptotik proteinlerden biri Bcl-2’nin kendisi
digeri ise Bel-x. dir. Bunlar Bax ve Bak proteinlerin antagonisti olarak gorev alirlar ve
pro-apoptotik proteinlerin mitokondriden ¢ikisina engel olurlar. Blyume sinyallerinden

yoksun kalmis hiicreler Bax ve Bak aktive etmekle kalmazlar (Sekil 7, 52).

Ayrica, Bcl-2 ve Bel-x. seviyesini de azaltarak hicrenin 6limu yonde degismesi

ve dengenin saglanmasinda rol oynar (52).

Apoptozun Oliim Reseptorii (Ekstrensek) Yolagi: Hiicrelerin g¢ogunun
yuzeyinde apoptozu tetikleyen, 6liim reseptor molekiilleri bulunmaktadir. Bunlarin
birgogu, tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptor ailesinin Uyesidir. Bu molekillerin
sitoplazma bolgesinde, hiicrenin 6liimiinde rol oynayan diger proteinler ile etkilesime

giren ‘0lim bolgesi” bulundugundan dolayr bu ismi almiglardir. Tip 1 TNF ve Fas
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(CD95), olum reseptor prototipleridir. Fas liganlar1 (FasL), aktive olmus T lenfositlerin
membranlarinda eksprese olurlar. T hiicreleri, Fas tagiyan hedef molekiilleri taniyinca,
Fas mollekiilleri FasL ile ¢apraz baglar kurarlar. Fas-FasL, 6liim bolgeleri araciligiyla
adaptor proteinlere baglanir. Bu capraz baglanma, kaspaz-8 enzimini aktive ederek
bolgede toplanmasini saglar. Birgok hucre tipinde, kaspaz-8, Bcl-2 aile Uyesi olan pro-
apoptotik Bid adli protetini bolerek aktive eder ve mitokondriyal apoptoz yolagini
beslemektedir. Her iki apoptoz yolagin aktive olmasiyla, hiicrelere oliimciil bir son
hazirlar. Bazi hiicre proteinleri, 6zellikle kazpaz antagonisti olan FLIP proteinleri, 61im

reseptoriiniin kaspaz tarafindan aktive olmasini 6nler (Sekil 7, 52).

MITOKONDRIYAL YOLAK OLOM RESEPTORU YOLAGI
(INTRENSEK YOLAK) (EKSTRENSEK YOLAK)
I 1
u Reseptor-ligand etkilegimlerl
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* TNF reseptdri

Hiicre hasan Mitokondri l
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Sekil 2.7. Apoptoz Mekanizmasi (52)

Kaspazlarin Aktivasyonu ve Fonksiyonu: Kazpazlar, apoptoz slrecinde
oldukga 6nemli proteaz enzim ailesinin Uyesidir. Kaspaz enzimi, katalitik bolgesinde
bulunan sistein aminoasit kalintisina gore isimlendirilen bir sistein proteazdir. Kaspazlar
proenzim seklinde sentezlenirler. Ancak ihtiyag oldugunda fonksiyonel proteazlara

dontigiirek aktiflesirler (52).
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Kaspazlarin Simiflandirilmasi: Insanlarda kaspaz ailesine ait onbir (ye
bulunmustur. Bunlarin bir kismi apoptoz siirecinde yer alirlar. Kaspaz 1, sitokinin
olgunlagmas1 siirecinde yer almaktadir. Kaspaz 4 ve kaspaz 5 inflamatuar
reaksiyonunda yer alir. Kaspaz 14, derinin gelismesinde rol oynar. Kaspazlarin geride

kalan kismi ise apotozda ya baslangic ya da efektor gruplari arasinda yer alir.

Baslangi¢ kaspazlary; 2, 8, 9 ve 10 kaspazlarini icerir. Kaspaz 2-9, kaspaz
guclendirme bélgeleri (CARD) bulunmaktadir. Kaspaz 8-10’da DED gibi karekteristik
alanlara sahiptir. Baslangi¢ kaspazlari, inaktif proenzim formlar1 olan, efektor

kaspazlar1 bolerek onlari aktif hale getirirler.

Efektor kaspazlar, kaspaz 3, 6 ve 7 formlaridir. Efektdr kaspazlar, protein
subsratlarini hiicreyle birlikte proteolitik olarak bdlerler. Boylece hiicrenin apoptotik

6liimiine neden olmaktadirlar (19).

Kaspaz Kaskadi: Bu siireg, apoptozun baslamasiyla bir kaspazin diger bir
kaspazin ardindan proteolitik olarak aktive olmasidir. Bu prosesi kaspaz inhibitorleri
duzenlemektedir. Kaskad; apoptozom, 6lim reseptorleri ve sitotoksik T hicrelerinden
salinan granzim B gibi uyaranlarla aktive olabilir. Apoptozom ve 6lim reseptorleri
baslangi¢ kaspazlar aktive ederler. Oliim reseptdrleri kaspaz 8 ve kaspaz 10’u aktive
ederler. Apoptozom kaspaz 9’u aktive eder. Granzim B, kaspaz 3 ve kaspaz 7 gibi

efektor kaspazlari aktive eder (19).

Kaspazlarin Hedefleri: Kaspazlarin hedefleri, ¢ekirdek ve sitoplazmik
proteinlerdir. Cekirdek laminalar1 ve ¢ekirdekte bulunan yapisal fibréz proteinler
kaspazlarin hedeflerindendir. DNaz, kaspaz tarafindan aktive olur. Aktive olan DNaz,
cekirdek ve DNA pargasi igine girer. DNA, bir endonuleazla pargalara ayrilir ve ‘gorap
sokiigii’ modeli meydana gelir. Poli ADP riboz polimerazi da kaspazlar tarafindan

proteolitik olarak bolunar (19).

Yapilan ¢alismalarda, APAP’1n asir1 doz uygulanan farelerde, H&E boyanmis
KC kesitlerinde, apoptotik hepatositler morfolojik kriterlerine gore; hiicrenin blzilmesi,
kromatin yogunlagsmasi ve marjinasyonu ve apoptotik cisimler oldugu gosterilmistir
(53).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu ¢alismada Hayvan Etik Komitesinden 2016/A-97 nolu onay alindiktan sonra
Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan desteklenen 2016/138 numarali bagvusuru ile
Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’nden
temin edilen, 4 aylik Sprague Dawley cinsi ve agirliklar1 yaklasik olarak 300-350 gram
arasinda degisen 40 erkek rat ¢alismaya alindi. Ratlar tel kafeste 12 saat karanlik 12 saat
aydinlik siklusu saglandi. Deneye baglamadan 1 hafta 6nce, ratlar standart laboratuvar
sartlar1 olan 23 + 2 °C sabit oda sicakliginda, %50-60 nem oraninda ve standart yem ve

su verilerek beslendi.

3.1.2. Deneyde Kullanilan flaclar

Calismamizda asetaminofen hazirlamak i¢in 60 mL distile suda 9 g toz
asetaminofen (Sigma, katalog no: A3035, USA) cozdiruldi. Koenzim Q10 ( CHEM-
IMPEX INT’L INC, katalog no: 00077, USA) uygulanacak grup icin 50 pL Tween 80
ve bmL serum fizyolojik icinde 30 mg koenzim Q10 ¢dzduruldi. Melatonin (Santa
Cruz, katalog no: SC-207848, USA ) ¢ozeltisi hazirlamada oncelikle 250 pL etanol
icerisinde 30 mg melatonin ¢6zdirildi daha sonra bu ¢6zelti 5 mL serum fizyolojik

icerisinde ¢o6zdurald.

3.1.3. Serum ALT ve AST Calismasi icin Kullanilan Kit ve Cihazlar

Rat kanlarma ait serum ALT ve AST tayini igin Abbott hazir kit (Abott
laboratories IL, USA) kullanilarak Abbott Architect C16000 (Abott laboratories IL,
USA) cihazinda 6l¢cuimi yapildi.

3.1.4. Serum Nitrik Oksit Analizi I¢in Kullamlan Kit ve Cihazlar:
Rat kanlarina ait serum NO ELISA tayini i¢in Rat nitric oxide ELISA Kit (Rel

Assay Diagnostics, katalog: EA0703Ra) kullanilarak numuneler hazirland1 ve
SYNERGY H1 microplate reader (BioTek, Winooski, USA) ELISA cihazinda 6l¢timii
yapildi.
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3.1.5. Histokimyasal ve immﬁnohistokimyasal Cahismalar icin Kullanilan

Kit ve Cihazlar:

Histokimyasal ve imminohistokimyasal ¢alismalar icin doku takip cihazi (LEICA
ASP3005), mikrotom cihazi (LEICA RM2255), H&E boyamasi igin tam otomatik
boyama cihazi (LEICA ST5020) ve tam otomatik immiinohistokimya cihaz1 (Ventana,
Benchmark ULTRA) kullanildi.

3.2. Metot

3.2.1. Deney Calisma Plam
Ratlar, rastgele ve esit sayida (n=10) dort gruba ayrildi. Ilaglar kodlanmis

enjektorler ile butln gruplara intraperitoneal ve gavaj yoluyla uygulandi.

1. Grup (Kontrol): Kontrol grubuna 2 mL/kg distile su gavaj verildi ve 0,5 cc
serum fizyolojik (%0,9 NaCl) intraperitoneal uygulandi.

2. Grup (APAP): Hepatotoksisite olusturulan bu grup igin distile suda

¢ozdiiriilmiis toz asetaminofen tek doz 2 mL/kg gavaj uygulanda.

3. Grup (APAP + Co0Q10): Tedavi amach koenzim Q10 verilen grup i¢in
oncelikle distile suda ¢ozdiiriilmiis toz asetaminofen tek doz 2 mL/kg gavaj verildi ve
30 dk sonra serum fizyolojik (%0,9 NaCl) ve tween 80 ¢6zdiriilmiis toz koenzim Q10

tek dozda 0,5 cc intraperitoneal uygulandu.

4. Grup (APAP + MLT): Tedavi amagli melatonin verin bu grup igin, distile
suda ¢ozdiiriilmiis toz asetaminofen tek doz 2 mL/kg gavaj uygulandiktan 30 dk sonra
toz halindeki melatonin 6nce %5 etanol daha sonra serum fizyolojik (%0,9)

cozduruldikten sonra 0,5 cc intraperitoneal uygulandi.

Gruplara ilag uygulandiktan 24 saat sonra tim gruptaki ratlara 0.5 cc’lik
enjektore, 0,1 cc ksilazin ve 0,4 cc ketamine hazirlanip intraperitoneal uygulanarak

genel anestezileri saglandi.

Batin ve gogiis duvart acilarak, 5 cc’lik enjektorle intrakardiyak kan alindiktan
hemen sonra heparinli tiiplere aktarildi. Tiiplere aktarilan kan 6rnekleri 4000 rpm 7 dk
santrifiij edilerek serum kisimlar1 alindi. Serumlar kodlanan ependorf tiiplere aktarildi
ve -80 °C’de saklandi. Ratlarin agilan karin boslugundan total karacigerleri alindi.
Alman karaciger dokular1 serum fizyolojik ile yikandi. Karaciger dokular tit kaplarinda

bulunan %10’luk formaldehit igerisinde tespit edildi. Daha sonra ratlar sakrifiye edildi.
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3.2.2. Histopatolojik Calismalar

Karaciger 6rneklerinin bulundugu %10’luk formalin igeren plastik tit kaplarinda
ornekler 24 saat tespit edildi. Kaplardan ¢ikarilan karaciger Ornekleri makroskobi
laboratuvarinda orneklendi. Her bir karaciger lobundan 2 mm kalinligindan Kkesitler
alindi. Alinan kesitlerin yuzeyi kodlanmis kasetlerin alt yiiziine gelecek sekilde birakilip
kaset kapagi kapatildi. Kasetler %10’luk formaldehit igeren kaplara alindi. Kasetlenen
dokular, doku takip chazina konuldu. Takip cihazindan alinan kasetlenmis rat karaciger
dokular1 parafine gdmuldi. Parafin bloklar tam otomatik mikrotom cihazi kullanilarak
3-Sum kalinhigindan kesitler alindi. Kesitler tam otomatik boyama cihazinda H&E ve

Masson Trichrome ile boyandi.

Morfolojik Degerlendirme: Kontrol ve deney gruplarina ait rat karaciger doku
kesitlerindeki histomorfolojik degisiklikler incelendi. Tim gruplarda sentrolobiler
nekroz, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, hepatositlerde hidropik dejenerasyon ve
vaskiler konjesyon gibi histopatolojik parametreler 151k mikroskobunda semi-kantitatif
olarak skorlandi. Bu skorlama, skor O: yok ( Higbir yapisal degisikligin olmamast), skor
1: hafif, skor 2: orta, skor 3: siddetli olarak degerlendirildi.

3.2.3. immiinohistokimyasal Calismalar

Rat karaciger doku ornekleri, %10’luk formalin solisyonunda 24 saat olacak
sekilde bekletildi. Doku takip islemlerinden sonra karaciger 6rnekleri parafine gomuldu.
Immiinohistokimyasal c¢alismanin saglikli bir sekilde degerlendirilmesi igin dncelikli
olarak kontrol bloklar1 belirlendi. Bolumimuzde caspase3 ve Bax icin degerlendirilmis
tonsil dokusuna ait parafin bloklar kontrol blogu olarak se¢ildi. Bu kontrol bloklar

kullanilarak antikorlarin dillisyon oranlar1 belirlendi (Tablo 1).

Tablo 3.1. immiinohistokimya ¢alismasinda kullanilan antikorlar

Katalog Selluler

Antikor Klon Dilisyon  Inkiibasyon Firma
no lokalizasyon
Caspase3  Poliklonal (CPP32)  Sitoplazmik 1:2400 32 dk Thermo
Ab-4
Bax Monoklonal (B-9): Sitoplazmik 1:100 1 saat Santa Cruz
sc-7480
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Rat karacigerlerine ait parafin bloklara gomdali dokular imminohistokimyasal
boyamalar i¢in mikrotomla 3um kalinliginda kesildi ve pozitif sarjli lamlara alindi.
Kesitler etiivde 70 °C’de 30 dk bekletilerek lamlara yapismasi saglandi.

Caspase3 primer antikorlarin boyanmasi tam otomatik immunohistokimya
cihazinda boyandi. Caspase3 boyama protokoll, deparafinizasyon asamasinda slaytlar
72 °C’den orta sicakliklara kadar 1sitild1, hiicre iyilestirme asamasinda ultra conditioner
(slaytlar 95 °C’¢ kadar 1sitildi ve 8 dakika (hiicre iyilestirici) inkiibe edildi, 36 dk
ULTRA CCl’de calisildi, caspase3 primer antikoru 1:2400 oraninda diliie edilerek
lamlara damlatildi ve 32 dk inkube edildi, ultraWash, arka plan boyama (Bir damla
Hematoxylin) 16 dk siireyle inkibe edildi, arka plan boyamasini ilet (Bir damla Bluing
reagent) 8 dk sireyle inkube edildi ve tam otomatik imminohistokimya cihazinda
boyandi.

Bax primer antikorlarin boyanmasi tam otomatik immdinohistokimya cihazinda
boyandi. Bax boyama protokolu, deparafinizasyon asamasinda slaytlar 72 °C’den orta
sicakliklara kadar 1sitildi, hiicre iyilestirme asamasinda, ultra conditioner (slayti 95 °C’e
kadar 1sitin ve 8 dakika (hiicre iyilestirici) inkiibe edildi, 52 dk ULTRA CCl’de
calisildi, bax primer antikoru 1:100 diliie edilerek lamlara damlatildi ve 1 saat inkibe
edildi, arka plan boyama (Bir damla Hematoxylin) 16 dk siireyle inklbe edildi, arka
plan boyamasini ilet (Bir damla Bluing reagent) 8 dk siireyle inkiibe edildi ve tam
otomatik immunohistokimya cihazinda boyandi.

Degerlendirme: Immiinohistokimyasal boyamalar 151k mikroskopisi (Nikon,
ECLIPSE Ni-U 941264, TOKYO, JAPAN) ile degerlendirildi. Her olguya ait
preparatlarda caspase3 ve Bax antikorlar1 igin sitoplazmik boyanma esas alindi. Semi-
kantitatif skorlama 20°lik objektifte, skor 0: yok (sitoplazmik immiin boyanmanin
olmamasi), skor 1 (<%25): hafif, skor 2 (%26-50): orta, skor 3 (>%50): siddetli derece

olarak belirlendi.

3.2.4. Biyokimyasal Analiz
Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Biyokimya Laboratuvarinda Abott
Architect C16000 cihazi kullanilarak serumda ALT ve AST o6l¢timleri yapildi.

3.2.5. Nitrik Oksit Analizi
Rat kanlarina ait kan serum NO analizi ELISA yontemi ile Rat nitric oxide

ELISA Kit (Rel Assay Diagnostics, katalog: EA0703Ra, Turkiye) kullanilarak yapildi.

Anti-rat NO antikorlar1 micro-plate kuyucuklara absorbe edilmistir. Serumdaki veya
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standarttaki NO, micro-plate kuyucuklara absorbe olmus antikorlara baglanir. Ilk
antikorla konjuge olmus NO, biyotinle konjuge NO antikorlarina baglanir. Daha sonra
yikama islemi ile baglanmamis antikorlar uzaklastirildi. Bu ortama Streptavidin-HRP
eklenir. Bu kompleks biyotinle konjuge anti-rat NO antikorlarina baglanir. Daha sonra
ortama substrat olarak H2O. ve renk reaktifi ise 4-aminoantiprin ve fenol karigimi
eklendi. Ortama asit eklenmesiyle reaksiyon sonlandirilir ve olugan renk 450’nm’de
absorbanslarinin 6lgiimii ile ilgili parametrenin seviyesi belirlendi. NO dizeyi tayini
icin; 640, 320, 160, 80, 40 ve 20 umol/L konsantrasyonlarinda stardartlar hazirlanarak
standart grafigi olusturuldu. Daha sonra SYNERGY H1 microplate reader (BioTek,
Winooski, USA) cihazinda 6l¢iimleri yapildi.

3.2.6. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerledirmeler “SPSS 24.0 for Windows” programi kullanilarak
yapildi. 1kili gruplar arasindaki, histomorfolojik bulgularm, immiinohistokimyasal
boyamalarin ve biyokimya c¢aligmalarin ve ELISA analizinde “Mann Whitney U testi”
kullanilarak degerlendirildi. Anlamlilik diizeyi %95 giiven araliginda p<0,05 olarak
belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Histomorfolojik Bulgular

Calismamizin  kontrol ve deney gruplarina ait karaciger dokusunun
histomorfolojik (semi-kantitatif) degerlendirme tablo 1’de verilmistir. Gruplar arasinda
go6zlenen histomorfolojik degisimlerin p degerleri tablo 2’te verilmistir.

Tablo 4.1. Kontrol ve deney gruplarina ait histomorfolojik degisiklikler

Gruplar n SN iHi HHD VK

Skor o 1.2 3 0 1 2 3 O 1 2 3 0 1 2 3
Kontrol 10 10 0 0 0O 10 0 O O 10 0 O O 9 1 0 O
APAP 10 4 4 0 2 4 4 0 2 2 5 3 0 0 6 1 3
APAP+Co0Q10 10 5 2 0 3 2 1 3 1 4 2 3 2 3 3 2
APAP+MLT 10 10 0 0 0 10 0 O O 9 1 O O 8 2 0 O

SN: Sentrolobiiler nekroz, THI: Inflamatuar hiicre infiltrasyonu, HHD: Hepatositlerde hidropik

dejenerasyonu, VK: Vaskiler konjesyon

Tablo 4.2. Gruplar arasinda histomorfolojik degisikliklerin Mann-Whitney U testine

gore p degerleri

Deney Gruplari SN iHi HHD VK

Kontrol-APAP p<0.007 p<0.007 p<0.001 p<0.001
APAP- APAP+C0Q10 p>0.510 p>0.872 p>0.574 p>0.575
APAP- APAP+MLT p<0.028 p<0.028 p<0.015 p<0.008
APAP+C0Q10- APAP+MLT p>0.131 p>0.063 p<0.011 p<0.026

SN: Sentrolobiiler nekroz, THI: Inflamatuar hiicre infiltrasyonu, HHD: Hepatositlerde hidropik

dejenersyonu, VK: Vaskiiler konjesyon

H&E ile boyanmis kontrol grubuna ait rat karaciger kesitlerinde 1 olguda hafif
derecede vaskuler konjesyon ve 2 olguda hafif derecede konfluent nekroz disinda baska
bir histopatolojik degisiklik izlenmedi (Resim 1).

Asetaminofen verilen gruba ait karaciger kesitlerinde 4 olguda hafif derecede ve

2 olguda siddetli derecede sentrolobiiler nekroz, 4 olguda hafif derecede ve 2 olguda

28



siddetli derecede inflamatuar hiicre infiltrasyonu, 5 olguda hafif ve 3 olguda orta
derecede hepatosit hidropik dejenerasyonu, 6 olguda hafif derecede, 1 olguda orta ve 3
olguda siddetli derecede vaskiiler konjesyon ve ayrica 1 olguda konfluent nekroz
goruldi (Resim 2, 3).

Asetaminofen+koenzim Q10 verilen gruba ait karaciger kesitlerinde 2 olguda
hafif ve 3 olguda siddetli derecede sentrolobiiler nekroz, 2 olguda hafif derecede, 1
olguda orta derecede ve 3 olguda siddetli derecede inflamatuar hiicre infiltrasyonu, 4
olguda hafif derecede, 2 olguda orta derecede ve 3 olguda siddetli derecede
hepatositlerde hidropik dejenerasyonu ayrica 3 olguda hafif derecede, 3 olguda orta
derecede ve 2 olguda siddetli derecede vaskiiler konjesyon ve 1 olguda konfluent
nekroz izlendi (Resim 4).

Asetaminofen+melatonin verilen gruba ait karaciger kesitlerinde 1 olguda hafif
derecede hepatositlerde hidropik dejenerasyonu ve 2 olguda hafif derecede vaskuler
konjesyon ve 1 olguda tek hiicre nekrozu disinda bagka bir histomorfolojik degisiklik

izlenmedi (Resim 5, 6).
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Sekil 4.2. Asetaminofen grubu: Sentrolobiiler bolgede siddetli derecede sentrolobiiler
nekroz, vaskiler konjesyon ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu gorilmektedir (HE,
x100).
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Sekil 4.3. Asetaminofen grubu: Sentrolobiiler bolgede siddetli derecede vaskiiler
konjesyon, hepatositlerde hidropik dejenerasyonu ve konfluent nekroz mevcuttur (HE,
x200).

Sekil 4.4. Koenzim Q10 grubu: Sentrolobiiler bolgede siddetli derecede sentrolobiiler
nekroz, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, hepatositlerde hidropik dejenerasyonu ve
vaskiler konjesyon gorilmektedir (HE, x200).
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Sekil 4.5. Melatonin grubu: Sentrolobiiler bélgede orta derecede hepatositlerde hidropik

dejenerasyonu mevcuttur. SV: Santral ven (HE, x200)

Sekil 4.6. Melatonin grubu: Sentrolobiler bdlgede orta derecede vaskiiler konjesyon

gorilmektedir (HE

, X200).
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4.2. Iimmiinohistokimyasal Bulgular

Immdinohistokimyasal caspase3 ve Bax antikor boyamalari 151k mikroskopisi ile
20’lik objektife gore degerlendirildi. Hepatositlerde sitoplazmik boyanma esas alindi.
Immiinohistokimyasal boyanmalarin semi-kantitatif skor degerlendirilmesi tablo 3’te
verilmistir. Gruplar arasi immiinohistokimyasal boyanmalarin p degeri tablo 4’te
verilmistir.

Tablo 4.3. Kontrol ve deney gruplarina ait Immiinohistokimyasal boyanma

Gruplar N Caspase3 Bax

Skor 0 1 2 3 0 1 2 3
Kontrol 10 3 5 0 2 6 4 0 0
APAP 10 0 7 0 3 0 5 4 1
APAP+C0Q10 10 1 3 3 3 1 4 2 3
APAP+MLT 10 2 4 4 0 2 6 2 0

Tablo 4.4. Kontrol ve deney gruplar1 arasinda Mann-Whitney U testine gore p degerleri

Gruplar Caspase3 Bax
Kontrol-APAP p>0.181 p<0.001
APAP-APAP+C0Q10 p>0.565 p>1.000
APAP-APAP+MLT p>0.505 p<0.033

APAP+C0Q10-APAP+MLT p>0.178 p>0.104

Caspase3 ile yapilan IHK c¢alismada, kontrol grubuna ait rat karaciger
hepatositlerin santral ven gevresinde 5 olguda hafif derece sitoplazmik boyanma, 2
olguda siddetli derece olarak izlendi. Ayrica 1 olguda orta kaba graniiler boyanma
izlendi. Asetaminofen verilen rat karaciger hepatositlerin 7 olguda santral ven
cevresinde caspase3 boyanmast hafif, 3 olguda siddetli sitoplazmik boyanma gdzlendi.
Ayrica 2 olguda hafif, 1 olguda orta ve 2 olguda siddetli kaba graniiler izlendi.
Asetaminofen+Koenzim Q10 verilen rat karaciger hepatositlerde, 3 olguda hafif, 3
olguda orta ve 3 olguda siddetli sitoplazmik boyanma izlendi. Asetaminofen+Melatonin
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verilen rat karaciger hepatositlerinde 4 olguda hafif, 4 olguda orta sitoplazmik boyanma
goralda.

Bax ile yapilan IHK calsmada, kontrol grubuna ait karaciger dokularinda 4
olguda hafif derecede santral ven cevresinde sitoplazmik boyanma izlenmistir.
Asetaminofen verilen rat karaciger dokularinda santral ven ¢evrsinde Bax sitoplazmik
boyanmasi, 4 olguda hafif, 4 olguda orta ve 2 olguda siddetli olarak izlendi.
Asetaminofen+Koenzim Q10 grubuna ait karaciger 6rneklerin santral ven cevresinde
Bax sitoplazmik boyanma, 4 olguda hafif, 1 olguda orta ve 4 olguda siddetli olarak
gozlendi. Asetaminofen+Melatonin grubuna ait rat karaciger 6rneklerin 6 olguda hafif

ve 2 olguda orta derecede santral ven gevresinde Bax sitoplazmik boyanma izlendi.
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grubu: Sentrolobiler bdlgede hafif derecede sitoplazmik

caspase3 boyanma goriilmektedir (IHK, x200).

Sekil 4.7. Kontrol

Sekil 4.8. Asetaminofen grubu: Sentrolobiiler bolgede siddetli derecede sitoplazmik

caspase3 boyanma mevcuttur (IHK, x200).
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Sekil 4.9. Koenzim Q10 grubu: Sentrolobiiler bolgede siddetli derecede sitoplazmik
caspase3 boyanma mevcuttur (IHK, x200).

e X P iy Te ; .

Sekil 4.10. Melatonin grubu: Sentrolobiler bdlgede hafif derecede sitoplazmik
caspase3 boyanma gorillmektedir (IHK, x200).
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Sekil 4.12. Asetaminofen grubu: Sentrolobiiler bélgede siddetli derecede
sitoplazmik bax boyanma gorulmektedir (IHK, x200).
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Sekil 4.13. Koenzim Q10 grubu:' Sentrolobiiler bolgede siddetli derecede
sitoplazmik bax boyanma mevcuttur (IHK, x200).

boyanma gérilmektedir (IHK, x200).
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4.3. Biyokimyasal ve ELISA Analiz Bulgular:
Kontrol ve deney gruplarina ait serum 6rneklerin ALT/AST ve NO p degerleri
tablo 6’da verilmistir.

Tablo 4.5. Kontrol ve deney gruplar1 arasinda Mann-Whitney U testine gore p degerleri

Gruplar ALT AST NO
Kontrol-APAP p>0.744 p>0.967 p>0.821
APAP-APAP+C0Q10 p>0.597 p>0.940 p>0.880
APAP-APAP+MLT p<0.002 p<0.010 p>0.070

APAP+C0Q10-APAP+MLT P<0.049 p>0.190 p>0.218

ALT: Alanin aminotransferaz, AST: Aspartat aminotransferaz, No: Nitrik oksit

Biyokimya analizler sonucunda kontrol ve asetaminofen verilen gruplara ait
serum orneklerin ALT/AST ve NO duizeyleri karsilastirildiginda Mann-Whitney U
testine gore istatistiksel olarak anlamli bir farklililk bulunmadi. Asetaminofen ve
asetaminofen+koenzim Q10 verilen gruplara ait serum ALT/AST ve NO sonuglar
karsilastirildiginda Mann-Whitney U testine gore istatistiksel olarak anlamli degildi.
Asetaminofen ve asetaminofen+melatonin verilen grublar karsilastirildiginda Mann-
Whitney U testine gore istatistiksel olarak ALT/AST anlamli bir fark bulunup ancak
NO anlamli bir fark olmadigi bulundu. Asetaminofentkoenzim Q10 ve
asetaminofen+melatonin gruplara ait serum ALT/AST ve NO karsilagtirildiginda Mann-

Whitney U testine gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
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5. TARTISMA

A) Serum ALT, AST ve NO duzeyleri

Alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) karaciger
hlcreleri olan hepatositlerden salgilanmaktadir (17). ALT, hepatosit sitozolinde, AST
ise mitokondriyada tretilmektedir (17).

NO, otokrin ve parakrin bir hiicresel molekiil olup normal fizyolojik kosullar ile
birgok patofizyolojik durumda homeostazin siirdiiriilmesinde 6nemli bir etkendir. Nitrik
oksit sentaz enzimi araciligiyla iiretilen ve yliksek miktarda oksidan kapasiteye sahip bir
bilesendir (8). Karacigerdeki NO’in etki mekanizmast tam olarak bilinmemesine
ragmen, bu molekiliin sitokrom P450’yi azalttig1 (10), DNA sentezini baskiladigt (11),
apopitozu ve nekrozu uyardigi (12) gosterilmistir. Ote yandan, NO’in karaciger
tizerinde koruyucu etkisi oldugunu gosteren calisma da bulunmaktadir (13). Bundan
dolayr hastalik ve sonuclari ile iliskili olarak NO’in zararli veya yararli etkileri

gosterilebilir.

Literatirde (18) serum ALT ve AST ile NO dulzeyleri karaciger hasarini
gostermekte de kullanilabilir. Mevcut calismada, kontrol ile asetaminofen gruplar
karsilastirildiginda, asetaminofen grubu kontrol grubuna gére serum ALT ve AST
diizey ortalamalar1 5-6 kat daha ylksek bulundu. Ancak istatistiksel olarak anlamli
iliski saptanmadi (p>0,05).

Mevcut calismada, gruplar arasinda serum NO diizeylerinde bir fark yoktu.
Ayrica serum NO ortalamalar1 birbirine yakin ve istatistiksel anlamli iligki saptanmadi

(p>0,05).

Yapilan ¢alismalarda (16, 18), mevcut ¢alismadan farkli olarak, asetaminofen
hepatotoksisitesinde ALT, AST ve NO diizeylerinin belirgin bir sekilde yiiksek oldugu
gosterilmistir. Ozhasenekler ve ark. (54)’nin yaptiklari ¢alismada, mevcut galisma ile
benzer asetaminofen (1gr/kg) tek doz oral yoldan verildi. Asetaminofen grubun serum
ALT ve AST dizeyleri arttig1 gézlendi.

Asetaminofen ile olusturulan hepatotoksisitede serum ALT, AST ve NO
diizeyleri diizeltmede c¢esitli antioksidanlar kullanilmigtir (54, 55). Mevcut ¢alismada
antioksidan olarak koenzim Q10 ve melatonin kullanildi. Bu ¢alismada; asetaminofen

ile asetaminofen+koenzim Q10 gruplari karsilastirldiginda, asetaminofen+koenzim Q10
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grubu asetaminofen grubuna gére serum ALT ve AST dizeyleri 7-8 kat daha yiiksek
bulundu. Ayrica istatistiksel olarak da anlamli iliski saptanmadi (p>0,05). Mevcut
calismadan farkli olarak, Fouad ve Jresat (16) yaptigi ¢alismada; asetaminofen ile
olusturulan toksisitede giinde iki doz koenzim Q10 verilerek serum ALT, AST ve NO

diizeylerinde belirgin bir sekilde azalma oldugu rapor edildi.

Kandil ve ark. (56)’nin parasetamol ile olusturulan hepatorenal toksisitede
koenzim Q10’nun koruyucu etkisinin arastirildigi c¢alismada; koenzim Q10 verilen

grubun serum ALT, AST ve NO dlzeyinde azalma oldugu belirtilmektedir.

Ammmoto ve ark. (57)’nin yaptigi deneysel rat ¢alisgma modelinde,
asetaminofenin intraperitoneal (400 mg/kg) verildikten 3 saat sonra koenzim Q10

intravendz (5 mg/kg) verilerek serum ALT duzeyinin azaldigi rapor edilmistir.

Mevcut ¢alismada, asetaminofen ile asetaminofent+melatonin  gruplar
karsilastirildiginda, asetaminofen grubu asetaminofen+melatonin grubuna gore serum
ALT ve AST diizey ortalama degeri 5-6 kat daha yiiksek bulundu. Ayrica istatistiksel
olarak anlaml iliski saptandi (p<0,05) ve yapilan g¢aligmalarla (15, 58) uyumluydu.
Asetaminofen+koenzim Q10 grubu ile  asetaminofen+melatonin  gruplar
karsilastirildiginda, asetaminofentkoenzim Q10 grubu asetaminofen+melatonin
grubuna gore serum ALT ve AST diizey ortalama degeri 46-59 kat daha yiksek
bulundu. Ancak istatistiksel olarak ALT diizeyinde anlamli fark vardi (p<0,05).

B) Histopatolojik Bulgular

Mevcut calismada karaciger dokusunda perisantral alanda histopatolojik olarak
sentrolobiiler nekroz, inflamatuar hicre infiltrasyonu, hepatositlerde hidropik
dejenerasyon ve vaskiiler konjesyon bakildi. Mevcut ¢alismada; kontrol grubu ile
asetaminofen verilen grubun histopatolojik parametreleri karsilagtirildiginda istatistiksel
olarak anlamli iliski saptandi (p<0,05). Bu sonug, asetaminofenin hepatotoksisite icin
yeterli dozun kullanildigin1 gostermektedir.

Aktas ve ark. (55)’nin asetaminofen ile olusturulan deneysel toksik hepatit
calismasinda; parankimal mononikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu gozlendi.

Tsung ve ark. (59)’nin yaptigi calismada; asetaminofen verilen grupta hepatik
nekroz ve periveniiler inflamasyon saptandigi belirtildi.

Tipta uzmanlik tez (60) caligmasinda; asetaminofen ile olusturulan akut

karaciger toksisitesinde hepatositlerde belirgin graniiler dejenerasyon, santral ven
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cevresinde belirgin nekroz, 6nemli Olcude vaskuler konjesyon, perivaskiler ve portal
alanlarda orta dizeyde inflamatuar hucre infiltrasyonu gordukleri belirtilmektedir.
Ayrica mevcut ¢calismayla uyumluydu.

Kandil ve ark. (56)’nin parasetamol ile olusturulan hepatorenal toksisitede,
paracetamol verilen grubun, kontrol grubuna gore daha fazla nekrotik hicre, piknotik
cekirdek ve dejenere yagl karaciger hiicreleri oldugu rapor edilmistir.

Ozhasenekler ve ark. (54)’nin yaptiklar1 deneysel rat ¢alismasinda; asetaminofen
ile olusturduklar1 hepatik toksisitede histopatolojik olarak, sentrolobiler nekroz ve
inflamasyon saptandigi belirtildi ve mevcut ¢alismayla uyumluydu.

Asetaminofen toksisitesinde olusan hepatik hasar1  Onlemede  gesitli
antioksidanlar kullanilmistir (54, 55, 61). Mevcut ¢calismada koenzim Q10 ve melatonin
antioksidan olarak kullanilmistir. Asetaminofen verilen grup ile asetaminofen+koenzim
Q10 verilen grubun histomorfolojik parametreleri karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamli iliski saptanmadi (p>0,05). Hatta asetaminofen+koenzim Q10 grubun karaciger
dokusunda sentrolobiler nekroz, inflamatuar hicre infiltrasyonu, hepatositlerde
hidropik dejenerasyonu ve vaskiiler konjesyon parametrelerde hepatotoksisitenin arttigi
saptandi. Sonug¢ olarak, asetaminofen ile olusturdugumuz hasarin koenzim Q10’nun
onlemedigi gosterildi.

Fouad ve Jresat (16) asetaminofen ile olusturulan toksisitede koenzim Q10’nin
koruyucu etkisini arastirdiklar1 ¢alismada; asetaminofen verildikten sonra giinde iki doz
koenzim Q10 verilerek karaciger dokusunda sentrolobiiler nekroz, balon dejenerasyon,
sitoplazmik vakuolizasyon ve sinliozoidal konjesyonu engelledigi belirtilmektedir.
Mevcut caligsmayla literatiir (16) karsilastirildiginda, asetaminofen ile olusan toksisitede
giinde iki doz koenzim Q10’un daha etkili olabilirligini diisiindiirmektedir.

Amimoto ve ark. (57)’min yaptiklart ¢alismada; asetaminofen (400 mg/kg)
intraperitoneal uygulandiktan 3 saat sonra koenzim Q10 (5 mg/kg) intravendz
uygulanarak karaciger hasarini 6nledigi rapor edildi.

Kandil ve ark. (56)’nin yaptigi c¢alismada; iki hafta boyunca gunde tek doz
parasetamol (200 mg/kg) intraperitenoal verildikten sonra koenzim Q10 (40 mg/kg)
intraperitenoal olarak verildi. Calisma sonucunda, paracetamol verilen rat karaciger
dokusunda hasar olustu. Ancak parasetamol+koenzim Q10 uygulanan rat grubun
karaciger dokusu normal goriinime dondiigii belirtilmektedir. (56). Mevcut ¢alismada;
asetaminofen verilen grup ile asetaminofen+melatonin verilen grubun histopatolojik

parametreler karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli iliski saptandi (p<0,05). Bu
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bulgularda gosteriyorki; asetaminofen ile olusturulan karaciger hasarinin, melatonin ile
geri doniislii ve normal karaciger gorinime donebilmektedir. Ayni zamanda serum
transaminaz seviyeleri de bu iyilestirici etki ile korele olarak normal seviyelerde tespit
edildi.

Hagar ve ark. (62)’nin asetaminofen ile olusturulan hepatotoksisitede melatonin
etkisi calismasinda; asetaminofen tek doz oral (750 mg/kg) yoldan 7 giin boyunca
verildikten sonra melatonin tek doz oral (30 mg/kg) yoldan 7 giin boyunca verildi.
Asetaminofen verilen grup ile asetaminofen+melatonin verilen grubun karaciger
kesitleri karsilastirildiginda perisantral alanda olusan histopatolojik; nekroz ve hidropik
degisiklerin normale dondiigii belirtildi.

Matsura ve ark. (15)’nin yaptigi ¢alismada; asetaminofen (750 mg/kg) tek doz
oral yoldan verildikten 4 saat sonra 3 farkli gruba melatonin (10, 50 ve 100 mg/kg)
oral yoldan verildi. Asetaminofen ile olusan hepatik nekrozun, melatonin (100 mg/kg)
uygulanan grupta %88, melatonin (50 mg/kg) uygulanan grupta %56 azaldig: izlendi.
Ancak melatonin (10 mg/kg) uygulanan grupta nekrozun énlenmedigi gosterildi.

Tipta uzmanlik tez (60) caligmasinda; asetaminofen (1gr/kg) uygulandiktan 20
dk sonra melatonin (10 mg/kg) periton icine enjeksiyon yoluyla verildi.
Asetaminofen+melatonin uygulanan grubun karaciger kesitlerinde diisiik diizeylerde
hepatositlerde graniler dejenerasyon ve vaskiler konjesyon gordiigii belirtilmektedir.

C) Immiinohistokimyasal Bax ve Caspase-3

Asetaminofen toksisitesinde pro-apoptotik Bax ve caspase-3 aktifleserek
apoptotik hiicre 6lumint tetiklemektedir (63). Asetaminofen ile olusturulan
hepatotoksisiteside apoptoz mekanizmasini  belirlemede farkli  biyobelirtegler
kullanilmistir (63, 64). Mevcut ¢alismada, asetaminofen toksisitesi ile uyarilan apoptozu
belirlemede Bax ve caspase-3 kullanildi. Mevcut calismada, kontrol grubu ile
asetaminofen grubunun perisantral hepatositlerde Bax boyanmasi karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli iligki saptandi (p=0,001). Bu mevcut veri ile iliskili olarak
asetaminofenin toksisitesi pro-apoptotik Bax proteini aktive ettigi ve hepatoselliiler
apoptozu  uyardigi gosterildi. Mevcut  calismada, asetaminofen ile
asetaminofen+melatonin gruplarin Bax boyanmasi karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml iliski saptandi (p=0,03). Bu bulgular ile iliskili olarak; melatonin pro-
apoptotik Bax proteinin aktivitesini engelledigi gostermektedir.

Sun ve ark. (64)’'nin asetaminofen ile olusturduklart hepatotoksisitede,

perisantral alanda Bax ve caspase-3 aktivitesinde artis oldugu belirtildi.
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Fouad ve Jresat (16) yaptiklari ¢alismada; kontrol grubu ile asetaminofen (700
mg/kg) tek oral doz verilen grubun karaciger kesitleri karsilastirildi. Sonug olarak,
asetaminofen verilen grubun sentrolobuler hepatositlerde caspase-3 aktivitesinde artis
oldugu gostermektedir.

Fadda ve ark. (65)’nin yaptiklari c¢alismada; kontrol grubu ile Asetaminofen
verilen grubun karaciger kesitleri karsilastirildi. Kontrol grubunda perisantral alanda
Bax boyanmasi izlenmedi. Ancak asetaminofen verilen grubun perisantral alanda
siddetli Bax boyanmas1 oldugu saptandi.

Lorz ve ark. (67)’nin yaptiklart invitro calismada; tlbiler epitelyal hicre
kiiltiriinde parasetamol ile olusturulan hasarda Bax ve caspase-3 aktivitesi izlendi (66).
Yiang ve ark.’nin yaptiklar1 invitro hiicre kiiltiirii calismasinda; yiiksek dozlarda
asetaminofenin caspase-3’ii aktive ettigi rapor edildi.

Liang ve ark. (68)’nin yaptiklar1 ¢alismada; asetaminofen (300mg/kg)
intraperitoneal uygulanarak 30 dk sonra farkli dozlarda melatonin (1,25, 5 ve 20 mg/kg)
intraperitoneal verildi. Yaptiklar1 analizler sonucunda, asetaminofen verilen grupta Bax

artis1 izlendi. Ancak melatonin verilen grupta Bax artig1 olmadigi gosterildi.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak, asetaminofen hepatotoksisiteye neden olmaktadir. Yaptigimiz

calismada histomorfolojik, IHK ve biyokimyasal ¢alisma sonucunda:

1. Asetaminofen ylksek dozlarda karacigerde sentrolobliller nekroz

olusturmaktadir.
2. Olusan hepatik toksisite reversibledir ve tedaviye yanit vermektedir.
3. Melatonin asetaminofenin neden oldugu hepatotoksisiteyi dnlemektedir.

4. Asetaminofen toksisitesini 6nlemede koenzim Q10’nin Kkoruyucu etkisi
yoktu.

Bu veriler gostermektedir ki, asetamninofenin toksisitesini dnlemede

melatoninin tedavi protokoliine eklenmesi yararli olacaktir.
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