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1. G

Karaci er, sahip oldu u i levler ve sindirim sistemindeki yerle imi dolay yla,

iç veya d  kaynakl  pek çok maddenin metabolizmas ndan sorumludur. Bu durum,

karaci eri ilaç kaynakl  toksisite yönünden hedef organ haline getirmektedir. Akut

ekilde geli en karaci er yetmezli i vakalar n % 50’sinden fazlas nda, ilaçlar

sorumlu tutulmu tur. Duyarl a ba  olarak meydana gelen ilaç reaksiyonlar n

yakla k % 75’inin karaci er nakli ve ölümle sonuçland  bildirilmi tir (1).

Asetaminofen (parasetamol), etkinli i ve göreceli güvenilirli i dolay yla

bütün dünya çap nda en yayg n ekilde kullan lan antipiretik (ate  dü ürücü) ve

analjezik (a  kesici) ilaçlardan biridir. Fakat, bu ilac n karaci erde hasarlanma

yaparak yetmezli e yol açt na dair çok say da çal ma vard r (2-4). A r karaci er

hasarlanmas yla asetaminofen aras ndaki ilk ba lant , 1966 y nda bildirilmi tir (5).

Bu ilac n karaci erde hasarlanmaya yol açt  tespit edilen dozlar n, tedavi

amac yla kullan lan s rlar içinde oldu u bilgisi önemlidir (6).

Asetaminofen, baz  kimyasal reaksiyonlar n arac k etti i ve karaci er epitel

hücreleri aras nda meydana gelen etkile imler sonucunda, karaci er dokusunda

nekroza yol açmaktad r. Bu ajana, “do rudan hepatotoksin” de denmi tir (7).

Ba kl k mekanizmalar , bu süreçte yer almaz.

Toksik etkiye yol açan mekanizmalar aras nda protein arilasyonu, oksidatif

stres, kalsiyum dengesizli i, transkripsiyon yollar nda meydana gelen de iklikler,

iltihabi (yang sal) de ikliklere öncülük eden sinyaller ve hücre ölüm yollar n

harekete geçirilmesi say lm r (8-20). Asetaminofen, karaci er üzerindeki toksik

etkilerini N–asetil–p–benzokinin imin (NAPQI) denilen ve sitokrom P-450 sistemi

üzerinden aç a ç kan bir metaboliti arac yla gösterir. Bu metabolit, genellikle iç

kaynakl  bir antioksidan olan glutatyonla etkile ime geçerek zarars z hale

gelmektedir. Di er taraftan, asetaminofenin yüksek dozda al nmas  sonras nda

metabolitlerin miktar nda art  olur. Bu durumda, glutatyon aç a ç kan fazla

miktardaki NAPQI molekülünü ba layamaz. Serbest haldeki NAPQI, karaci erdeki

di er büyük çapl  m o le k ü l l e r e kovalent ekilde ba lanarak, karaci er dokusunda
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hasarlanmaya yol açar (21,22). Karaci erdeki glutatyon depolar n besin eksikli i

veya alkol ba ml  gibi sebepler dolay yla tükenmesi, zehirlenmeyi

kolayla r. Kötü beslenme al kanl  olan ki ilerde ve alkoliklerde, toksik dozdan

daha dü ük dozlar n al nmas  bile toksik etkilerin ortaya ç kmas na yol açabilir

(21,23).  Karaci erde meydana gelen hasarlanma, glutatyon seviyelerini yükselten

N–asetilsisteinin d ar dan verilmesi yoluyla önlenebilmektedir (24). Asetaminofen

arac kl  karaci er hasarlanmas , sadece NAPQI’n n do rudan aç a ç kan

etkilerine ba lanamaz. Yak n geçmi te yap lan çal malarda, baz  sitokinlerin ve

nitrik oksidin (NO) de bu süreçte rol oynayabilece ine ili kin bulgular elde edilmi tir

(24).

NO, karaci erdeki parankim hücrelerinde ve parankimal olmayan di er

hücrelerde L–arjinin amino asidinden uyar labilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimi

arac yla üretilen ve yüksek reaktif oksidan kapasiteye sahip bir bile endir (25-

32). NO’nun karaci erde fazla miktarda üretilmesinin, endotoksin okunda ve

karaci erdeki iltihabi (yang sal) reaksiyona ve hasarlanmaya ili kin di er

modellerde rol oynayan önemli bir unsur oldu u dü ünülmü tür (26,33-37).

NO’nun karaci erdeki etkilerinin alt nda yatan mekanizma tam olarak

bilinmemesine ra men, bu bile enin sitokrom P-450’yi azaltt  (38-41),

karaci erdeki proteinlerin DNA sentezini bask lad  (26,42-44) ve apopitozun yan

ra nekrozu da uyard  (26,45) bildirilmi tir. Di er yandan, NO’nun antioksidan

etkilerinin oldu una dair yay nlar da mevcuttur (46,47). Dolay yla, NO’nun

karaci er üzerindeki etkileri tek yönlü de ildir ve organizman n içinde bulundu u

duruma göre de ebilmektedir.

  Yapm  oldu umuz bu çal mada, periton içine enjeksiyon yoluyla

uygulanan de ik dozlardaki asetaminofenin s çanlar n karaci er dokusunda

yap sal de ikliklere yol aç p açmad  ve doza ba  olarak görülen

de ikliklerin iNOS reseptör da yla olan ba lant n yan  s ra, bu etkinin

serum NO seviyeleriyle ve di er biyokimyasal parametrelerle olan ili kisini

incelemeyi amaçlad k.



2.1. Asetaminofen

Asetaminofen (Parasetamol),

fenasetinin etkin metabolitlerinden

kaynaklarda “4-asetamidofenol”,

aminofenol” isimleriyle de yer almaktad r

tada sahip kristal toz eklindedir.

kararl r. Fakat bu kararl k, asit veya alkal

parasetamol, bu tür ortamlarda yava  bir ekilde asetik aside ve para aminofenole

dönü mektedir (48).

Ate  dü ürücü etkisini

merkezi üzerinden gösterirken,

ba r (49). Asetaminofen

eski antipiretik (ate  dü ürücü)

metaboliti oldu unun anla ld  1949 y na kadar k tl ekilde kullan lm r

52). Asetaminofenin uzun dönem

hasarlanmas  ortaya ç kmaktad r ve yeti kinler için önerilen dozun üst s

fazla 4 g/gün’dür (53).

Yayg n ekilde kullan lmas na ra men, asetaminofenin etki mekanizmas  tam

olarak ortaya ç kar lama

oranda antienflamatuvar (iltihap giderici)

3

2. GENEL B LG LER

Asetaminofen

Asetaminofen

Asetaminofen (Parasetamol), ayn  zamanda a  giderici

metabolitlerinden biri olan para-aminofenol türevidir

asetamidofenol”, “4–hidroksiasetanilid” veya “N

isimleriyle de yer almaktad r. Yap sal olarak beyaz, kokusuz ve

eklindedir. Doymu  çözeltisinin pH derecesi 6 olup, oldukça

. Fakat bu kararl k, asit veya alkali ortamlarda azalmakta ve

parasetamol, bu tür ortamlarda yava  bir ekilde asetik aside ve para aminofenole

Ate  dü ürücü etkisini merkezi sinir sisteminde yer alan hipotalamustaki 

merkezi üzerinden gösterirken,  kesici etkisi a  e ini yükseltme özelli ine

Asetaminofen ilk defa 1839’da ke fedilmi  olmas na

(ate  dü ürücü) ilaçlardan asetanilidin ve fenasetinin etkin bir

metaboliti oldu unun anla ld  1949 y na kadar k tl ekilde kullan lm r

Asetaminofenin uzun dönem 10 g/gün miktar an dozlarda akut karaci er

hasarlanmas  ortaya ç kmaktad r ve yeti kinler için önerilen dozun üst s

Yayg n ekilde kullan lmas na ra men, asetaminofenin etki mekanizmas  tam

olarak ortaya ç kar lama r. Doku liklerini azaltt  bildirilmesine

nflamatuvar (iltihap giderici) özelli e sahip gibi görünmektedir ve in

ayn  zamanda a  giderici bir ilaç olan

aminofenol türevidir ve

hidroksiasetanilid” veya “N-asetil-p-

Yap sal olarak beyaz, kokusuz ve ac

pH derecesi 6 olup, oldukça

ortamlarda azalmakta ve

parasetamol, bu tür ortamlarda yava  bir ekilde asetik aside ve para aminofenole

hipotalamustaki 

etkisi a  e ini yükseltme özelli ine

ke fedilmi  olmas na ra men, daha

asetanilidin ve fenasetinin etkin bir

metaboliti oldu unun anla ld  1949 y na kadar k tl ekilde kullan lm r (50-

an dozlarda akut karaci er

hasarlanmas  ortaya ç kmaktad r ve yeti kinler için önerilen dozun üst s , en

Yayg n ekilde kullan lmas na ra men, asetaminofenin etki mekanizmas  tam

liklerini azaltt  bildirilmesine ra men, az

sahip gibi görünmektedir ve in-
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vitro ortamda, prostaglandinleri (PG) zay f ekilde önlemektedir (54,55).

Asetaminofen, ate  dü ürücü ve a  kesici etki yönleriyle steroid olmayan

antienflamatuvar ilaç (NSA ) eklinde de dü ünülmektedir fakat, NSA  ilaçlar n

anti-platelet (trombosit birikimini engelleyici) etkinlik ve mide üzerine olan olumsuz

etkiler gibi baz  tipik özelliklerini ta maz (56).

2.1.1. Farmakokinetik Özellikler

Asetaminofen, vücuda al nmas ndan 30-60 dk sonra kandaki en yüksek

yo unlu una ula r. Asetaminofenin dola mdaki plazma proteinlerine hafif ekilde

ba lanan % 95’lik k sm , karaci erdeki mikrozomal enzimler taraf ndan sülfat ve

glukronit bile enlerine çevrilir. lac n geriye kalan % 5’i ise de meden at r.

Asetaminofenin plazmadaki yar  ömrü 2-3 saat olup, böbrek i levlerinden göreceli

olarak etkilenmez. Toksik dozlarda al nd nda veya karaci er rahats zl klar nda,

bu süre iki kat na kadar ç kabilir (57). Tedavi amac yla kullan lan doz aral ndaki

biyo yararlan m oran , % 75-80 aras ndad r (58).

2.1.2. Endikasyonlar  (Kullan m Alanlar )

Asetaminofen etkin bir a  kesici ve ate  dü ürücü ajan olarak aspirine

de er olmas na ra men, antienflamatuvar özelliklerinin olmamas  dolay yla

aspirinden farkl k gösterir. Ürik asit seviyelerini etkilemez ve kan n p ht la mas

engelleyici özelli e sahip de ildir. Ba  ve kas a , do um sonras  ortaya ç kan

 gibi ml  veya orta derecedeki a larda veya aspirinin etkin oldu u di er

durumlarda kullan r. Antienflamatuvar tedavide yard mc  bir analjezik olarak

kullan lmas na ra men, romatoid artrit gibi baz  inflamatuvar durumlarda tek

ba na pek etkili de ildir (57). Aspirine kar  duyarl  olanlarda, salisilatlar n

kullan labilirli inin az oldu u durumlarda, hemofili, peptik ülser veya aspirine ba

geli en bronkospazm vakalar nda ve viral enfeksiyonu olan çocuklarda

asetaminofen tercih edilmektedir. Asetaminofen, aspirinden farkl  olarak urikozürik

ajanlar n etkisini azaltmaz ve gut hastal n tedavisinde, probenesitle birlikte

verilebilir (57).
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2.1.3. ltihap Önleyici Etki

Asetaminofenin sadece zay f bir iltihap önleyici etkiye sahip oldu u genel

kabul görmü  olmas na ra men, di  cerrahisi sonras nda doku li ini azaltt na

yönünde baz  raporlar mevcuttur (54,55). Yap lan bir çal mada, asetaminofenin

cerrahi sonras  yumu ak doku ödemini plasebo grubuna göre % 30 oran nda

azaltt  bildirilmi tir (59).

250 mg/kg dozunda uygulanan asetaminofenin, ödem ve likleri orta

derecede giderebildi i fakat, bu etkinin 250 mg/kg dozunda uygulanan aspirin

kadar olmad  rapor edilmi tir (60). Buradan hareketle, hayvan modellerinde

yüksek dozlardaki asetaminofenin, zay f ekilde iltihap önleyici etkiye yol açt

söylemek mümkündür.

2.1.4. Ate  Dü ürücü Etki

Asetaminofenin ate  dü ürücü etkinli i, pek çok türde gösterilmi tir. Milton ve

Wendlant’ n yapm  olduklar  çal ma, bu konudaki en eski kaynaklardan biridir.

Bu çal mada, asetamiofenin kedilerin beyin ventriküllerine enjekte edilen

endotoksin kaynakl  ate i dü ürebilirken, ayn  yere enjekte edilen PGE1 kaynakl

ate i etkilemedi i bildirilmi tir (61,62). Bu durum, steroid olmayan antienflamatuvar

ilaçlar n antipiretik etkinli inin pirojenik (ate lenmeye yol açan) PG’lerin üretiminin

engellenmesine ba  oldu unu fark eden Vane taraf ndan aç klanm r (63).

Daha sonra yap lan bir çal mada, asetaminofenin kedilerdeki bakteri kaynakl

pirojenlerce uyar lan ate i, beyin–omurilik s ndaki PG benzeri maddelerin

seviyesindeki azalmaya paralel olarak dü ürdü ü gösterilmi tir (64).

Asetaminofenin, enjekte edilen interlökin-1 gibi iç kaynakl  bir pirojene cevap

olarak beyin-omurilik s ndaki PG seviyelerini ve ate i etkin bir ekilde

dü ürmesi ilginçtir (65). Ek olarak, kedilerde beyin ventrikülüne enjekte edilen

sodyum ara idonat n yol açt  pirojen etki, damar içi yoldan enjekte edilen

asetaminofenle geri döndürülmü tür (66).
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Asetaminofen, yüksek ate i olan çocuklar n tedavisinde s kl kla tercih edilen

bir ilaç olmu  ve ketorolak gibi yeni ate  dü ürücü ajanlar n denenmesinde bir

ölçüt ajan olarak kullan lm r (67–71).

2.1.5. A  Kesici Etki

Lim ve arkada lar  taraf ndan çapraz perfüzyonlu köpek dala  üzerinde

yap lan denemelerde, asetaminofenin a  kesici etkisinin merkezi olmaktan daha

çok çevresel bir yeri oldu u gösterilmi tir (72). Bu denemede, asetaminofenin

dala a enjekte edilen bradikinine olan cevab  engelledi i görülmü tür. Dolay yla,

bu ilac n morfinin aksine etkinli in çevresel olarak gösterdi i sonucuna ula lm r.

2.1.6. Asetaminofenin Yan Etkileri

Tedavi amac yla kullan lan doz aral nda, bazen karaci er enzimlerinde

ml  bir yükselmeye yol açabilir. laca ba  olan bu durum, geri dönü lüdür. Daha

yüksek dozlarda al nmas  durumunda ba  dönmesine, huzursuzlu a ve yönelim

bozuklu una yol açabilir. Asetaminofen, 15 g dozunda al nmas  halinde

karaci erde ciddi hasarlanma ve nekrozla birilkte böbreklerde tübüler nekroza yol

açabilir ve ölümcül olabilir (57). Bulant , kusma, ishal ve kar n a , karaci erdeki

hasarlanman n erken belirtileri aras ndad r. Karaci erde herhangi bir

hasarlanman n olmad , fakat böbreklerin etkilendi i baz  nadir vakalar da

bildirilmi tir. Bazen bu etki, normal dozlarda kullan n ard ndan da ortaya

km r. Buradaki tedavi, a  dozda aspirin sonras  uygulananla kar la ld

zaman daha az yüz güldürücüdür (57). Asetaminofen zehirlenmesinde, destek

tedavisine ek olarak son derece faydal  olduklar  gösterilen yöntemler aras nda,

sülfidril gruplarn n toksik metabolitlerin etkisizle tirilmesi için kullan lmas  yer

almaktad r. Asetilsistein, bu amaçla kullan lmaktad r. Fenasetinin kullan lmas

sonras nda ortaya ç kt  bildirilen hemolitik anemi ve methemoglobinemi,

asetaminofen için nadiren rapor edilmi tir. Ayr ca, bu ilaç sindirim sisteminde

herhangi bir kanamaya da yol açmamaktad r. Karaci er rahats zl  olan

hastalarda, dikkatli bir ekilde kullan lmal r (57).
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2.1.7. Doz ve Kullan m Bilgileri

Asetaminofenin, günlük kullan mda tablet, s  süspansiyon, fitil veya flakon

ekilleri bulunmaktad r. Yeti kinlere verilen ortalama doz 500 mg/gün–1 g/gün

aras nda de mekte olup, tavsiye edilen üst s r 4 g/gün’dür (73). Toksik doz,

oldukça de kenlik göstermektedir. Yeti kinlerde, bir defada al nan 10 g üzeri

dozlar n veya 150 mg/kg dozunun toksik etkiye yol açma ihtimali yüksektir (74).

Daha dü ük dozlar n 24 saat içinde al nmas  ve toplamda bu s rlar  geçmesi

veya 4 g/gün seviyesindeki kullan n kronik ekilde devam etmesi de, yine

toksisiteye yol açabilmektedir. Çocuklarda, 200 mg/kg’n n üzerindeki dozlar toksik

etki potansiyeli ta maktad r. Yeti kinlerdekine göre daha yüksek olan bu s r,

çocuklar n böbrek ve karaci erlerinin göreceli olarak daha büyük olmas na ve

asetaminofen doz a  daha iyi kar layabilmelerine ba r (75).

2.1.8. Asetaminofen ve Lipit Peroksidasyonu

Asetaminofenin toksik etkilerinin ortaya ç kabilmesi, metabolize olmas na

ba r. Metabolizma sonucunda aç a ç kan NAPQI’n n hem protein tiyolleri ve

hem de glutatyonla kovalent ba lar sa lad  gösterilmi tir (76–78).

Asetaminofene ba  söz konusu etkilerin aç a ç nda, son zamanlarda

NAPQI’n n yan  s ra lipit peroksidasyon mekanizmas n da yer ald ndan da

bahsedilmektedir (79).  Ayr ca, karaci erdeki glutatyon depolar n azalmas

sonras nda karaci er hücrelerinde lipit peroksidasyonunun ve kovalent ba lanma

olay n ayn  anda gerçekle ebilece i de öne sürülmü tür (80). Asetaminofenin

 dozlar nda, glutatyonun azalmas  ve antioksidan sistemin etkinli inin

azalmas  sonucu lipit peroksidasyonunda art  oldu u rapor edilmi tir (79).

2.2. Nitrik Oksit (NO)

NO, 1987 y nda kan damarlar n asetilkolin uygulamas  sonras nda

endotele ba ekilde gev emesinden sorumlu molekül olarak ke fedilmi tir

(81,82). Bundan k sa bir süre sonra, damar endotel hücrelerinden köken alan
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NO’nun L-arjinin amino asidinden sentezlendi i gösterildi (83). NO, yar  ömrü

birkaç saniye olan, h zla çözünebilen, reaktif ve gaz halinde bir moleküldür.

Günümüzde NO’nun memelilerdeki dola m, sinirsel i lev ve savunma gibi baz

olaylar  ve sistemleri de içine alan fizyolojik ve patofizyolojik süreçlerin

düzenlenmesinde yer ald  ortaya ç kar lm r (84,85).

2.2.1. Nitrik Oksidin Biyosentezi ve NOS’un zoformlar

NO, L-arjininden üç farkl  NO sentaz (NOS) enzimi arac yla sentezlenir.

levsel yönden etkin olan nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi, dimerik ekilde

bulunur. Her üç NOS monomerinin molekül yap nda da, oksijenaz içeren bir N-

terminal ucu ve kalmodulin tan ma bölgesine sahip bir C-terminal ucu vard r.

Enzimlerin redüktaz bölgesinde NADPH, flavin adenin dinükleotid ve flavin

mononükleotid gibi baz  kofaktörler için ba lanma bölgeleri bulunurken, oksijenaz

bölgesinde hem ve tetrahidrobiopterin (BH4) kofaktörlerinin yan  s ra, L-arjinin için

de ba lanma sahalar  vard r (86–89).

NO’nun L-arjininden sentezlenmesi, iki farkl  reaksiyonla gerçekle ir. NOS

monooksijenasyon-I reaksiyonu denilen birinci basamakta, L-arjinin NO sentezi

için bir arac  olan N omega-hidroksil-L-arjinine dönü ür. Bu reaksiyon için, NADPH

ve oksijen gerekir. NOS monooksijenasyon-II reaksiyonu denilen ikinci basamakta,

N omega-hidroksil-L-arjinin bile eni NO ve sitrüline oksidize edilir. Flavin adenin

dinükleotid ve flavin mononükleotid, kalmodulin ve BH4, bu süreçte ko-faktör olarak

görev yapar (89,90-93). NOS enzimleri, üç ana gruba ayr r. Bunlar nöron kaynakl

NOS  (nNOS  veya  NOS1),  endotel  kaynakl  NOS  (eNOS  veya  NOS3)  ve

uyar labilir NOS (iNOS veya NOS2) eklinde s fland lmaktad r. NO sentez

reaksiyonlar  temelde her üç NOS çe idinde de ayn r fakat, NO üretiminin

düzenlenmesi enzimler aras nda farkl k gösterir.
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ekil 1. Nitrik oksidin L-arjinin amino asidinden sentezlenmesi

Damar endotelinin yan  s ra merkezi ve periferik sinir sisteminde ilk

ke fedilenler s ras yla eNOS ve nNOS’tur. Günümüzde, bu enzimlerin çe itli hücre

ve doku tiplerinde üretildikleri bilinmektedir. NO’nun ad  geçen NO sentazlar

arac yla üretilmesi, ço unlukla enzim etkinli i seviyesinde düzenlenmektedir ve

bu reaksiyonlarda, az miktarda NO üretilmektedir. Hücre içi kalsiyum iyon yo un

lu undaki de iklikler, NO sentezinde anahtar bir role sahiptir.

Endotel hücrelerindeki asetilkolin ve beyindeki glutamat gibi agonist

maddeler, etkiledikleri reseptörler arac yla kalsiyum iyonunda art a yol açar ve

bu yolla, NOS enzimlerini ve NO üretimini etkinle tirir. Kalsiyumdaki art , eNOS

ve nNOS gibi kalsiyuma ba ml  enzimlerde oldu u gibi kalmodulinin NOS

molekülüne daha kararl  bir ekilde ba lanmas  sa layarak, NO sentezini

ba lat r (90,94).

Her iki izoform da, kalp-damar ve sinir sistemlerindeki fizyolojik süreçlerde

yer almaktad r (89,95,96). Ayr ca, eNOS ve nNOS sentezi transkripsiyon

seviyesinde de bir noktaya kadar düzenlenmektedir. Son y llarda yap lan

çal malar, nNOS üretiminin (ekspresyonunun) sinirsel faaliyet, steroid hormonlar ,

iltihabi sitokinler ve bakteri türevi olan moleküller gibi çe itli etkenlerce

düzenlenebilece ini ortaya ç karm r (97–99). Benzer ekilde, eNOS üretiminin
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düzenlenmesi de yerel çevresel artlardan etkilenebilmektedir. Kan damarlar n,

hücresel büyümenin, büyüme faktörlerinin, TNF-  (tümör nekroz faktörü alfa) n n

ve hipoksinin yol açt  etkilerin, eNOS üretimini yönlendirdi i bulunmu tur (97,99–

101). Uyar labilir NO üretimi, esas olarak iNOS ekspresyonunun düzenlenmesi

yoluyla kontrol edilmektedir. iNOS istirahat halindeki hücrelerde tespit

edilememektedir fakat, bu enzimin ekspresyonu lipopolisakaritler, inflamasyona

öncülük eden sitokinler, hipoksi ve yabanc  DNA veya RNA gibi baz  unsurlar

taraf ndan uyar labilmektedir. iNOS, aralar nda makrofajlar n, karaci er epitel

hücrelerinin, kondrositlerin, epitel hücrelerinin, mezangiyel hücrelerin ve düz kas

hücrelerinin de oldu u çe itli hücre tiplerince üretilmektedir.

iNOS uyar ld  zaman, uzun bir zaman dilimi boyunca ve fazla miktarda NO

üretimine yol açar. Bu yolla üretilen NO çe itli patofizyolojik süreçlerle ilgili olup,

antibakteriyel (102) ve antiviral (103) etkinlik, mitokondriyon solunumunun

engellenmesi (104), protein nitrasyonu ve doku hasarlanmas n uyar lmas

(105,106) gibi çe itli olaylarla ba lant r. iNOS enzim etkinli inin düzenlenmesi,

eNOS ve nNOS’takinden farkl r. Kalmodulinin iNOS’a s  bir ekilde

ba lanmas na ve NO sentezi için gerekli bir molekül olmas na ra men, iNOS’un

etkinli i kalsiyum iyonlar ndan ba ms zd r (107). iNOS eksprese edildikten sonra,

birkaç saatten günlere kadar de ebilen zaman periyotlar  boyunca NO üretimine

yol açabilir ve üretimin oldu u hücrelerde, programl  hücre ölümü anlam na gelen

apopitoz olay  uyarabilir (85,89,102). Ayr ca, a z yoluyla etanol verilen farelerin

karaci erlerinde nekroz, enflamasyon ve ya  dejeneratif de ikliklerin görüldü ü,

iNOS geni yönünden eksikli i olan (-/-) farelerde ise bu tür de ikliklerin meydana

gelmedi i bildirilmi tir (108). Yak n geçmi te, NOS enzim polimorfizminin baz

klinik durumlarla ba lant n oldu u öne sürülmü tür. iNOS promotör (öncül)

geninde yer alan 954(G-C)bp bölgesinde görülen bir nokta mutasyonunun, s tma

hastal na kar  korunma özelli iyle ba lant  oldu u bildirilmi tir (109). eNOS ve

iNOS genlerindeki polimorfizmler, kalp ve damar hastal klar nda sorumlu

tutulmu tur (110,111). Bunun yan nda, nNOS genindeki polimorfizmin ast m

hastal yla ilgisinin olabilece i bildirilmi tir (112,113).
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2.2.2. NO ve Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu, çoklu doymam  ya  asitlerinin oksidasyon yoluyla

lmas  i lemidir ve oldukça zararl  zincirleme bir reaksiyondur. Hücre zar nda

lipit peroksidasyonu yoluyla meydana gelen hasarlanma geri dönü ümsüzdür

(114). Malondialdehit (MDA), reaktif oksijen türlerinin hücre zar yla etkile iminden

kaynaklanan membran lipit peroksidasyonunun bir belirteci olup, membranda

hasarlanmaya yol açarak, hücredeki ya am dengesinin bozulmas na yol açabilir.

Hücre zar nda hasarlanma, i lev bozuklu u ve hücreler aras  neksus

haberle mesinin kayb , kalsiyum ve di er iyon ta ma sistemlerinin de kayb na yol

açar (115). Üç veya daha fazla çift ba  ihtiva eden ya  asitlerinin

peroksidasyonunda tiyobarbitürik asitle ölçülebilen MDA meydana gelir. Bu

reaksiyon, lipit peroksit seviyelerinin ölçülmesinde s kl kla kullan r. Lipit

peroksidasyonu, çok zararl  bir zincir reaksiyonudur. Do rudan hücre zar  yap

bozma ve dolayl  olarak da reaktif aldehitler üretme yoluyla, di er hücre

bile enlerine zarar verir.

Peroksidasyonla olu an MDA, hücre zar  bile enlerinin çapraz ba lanmas na

ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu durum iyon ta nmas , enzim etkinli i ve

hücre yüzey bile enlerinin birikimi gibi iç kaynakl  membran özelliklerini de tirir.

Bu etkiler, MDA’n n niçin mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldu unu aç klar

(116).

NO’nun, lipit peroksidasyonunu hem art  ve hem de engelleyici bir yönü

vard r. Nitrik oksit, lipit peroksil radikallerini yakalay  i levi yönüyle lipit

peroksidasyonuna ait zincir reaksiyonlar  önleyici etkiye sahiptir ve ayn

zamanda, peroksidaz enzimleri gibi pek çok potansiyel tetikleyici unsurlar  da

engelleyebilmektedir. Fakat ortamda süperoksidin bulunmas  durumunda, NO

peroksinitrit sentezine yol açmakta ve lipit peroksidasyonunu ba lat  etki

göstermektedir (117). Karbon tetraklorürün NO’yu engelleyen NG-nitro-L-arjinin

metil esteri (L-NAME) ve aminoguanidinle birlikte verildi i bir çal mada, NO’nun

engellenmesinin karaci erdeki oksidatif hasarlanmay  art rd  bulunmu tur (118).
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NO’nun ve onun süperoksitle girmi  oldu u reaksiyonun bir ürünü olan

peroksinitritin (ONOO-), toksik hedef molekül reaksiyonlar na yol açt

gösterilmi tir. Oldukça h zl  gerçekle en bu reaksiyonda peroksinitrit olu um h

6.7X109 L/mol/sn olup, difüzyon s rl r (119). Bu maddelerin üretimi,

enflamasyon veya di er patolojik olaylar esnas nda genellikle artmaktad r (120).

Sonuçta, hücredeki proteinlerin tirozin kal nt lar n nitratlanmas , hücrede i lev

bozuklu una ve ölüme yol açabilir (121,122).

2.3. Antioksidan Enzimler

        2.3.1. Süperoksit Dismutaz (SOD)

lk defa 1968 y nda Mc Cord ve Fridovich taraf ndan tan mlanan süperoksit
dismutaz enzimi süperoksitin, hidrojenperoksit ve moleküler oksijene
dönü ümünde görev al r. Reaksiyonun formülasyonu, u ekildedir:

                                   2O2
- + 2H+  -------- H2O2 + O2

Bu reaksiyon ani olarak da geli ebilir fakat, SOD taraf ndan katalizlendi inde
 4000 kat artar. Bunlar, Cu ve Zn içeren izomerler bulundurur (123, 124).

Bu enzim grubunun, canl da bulundu u bölgeye göre de iklik gösteren üç
farkl  izoformu tespit edilmi tir.

1) Cu-Zn SOD: Bak r ve çinko iyonlar  içeren dimerik tiptir ve
sitoplazmada bulunur. Siyanit, bu izoformun i levini bask lar. Hücrede en fazla
miktarda bulunan izomerdir.

2) Mn SOD: Mangan iyonu içeren tetramerik tiptir ve mitokondriyonda
bulunur. Siyanit taraf ndan bloke edilmez.

3) Hücre D  SOD: Bu izoform, hücre zar ndaki kollajene ba lanarak
nötrofil ve di er hücrelerden sal nan süperoksitleri kontrol eder.
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Enzimin fizyolojik i levi, oksijeni katabolize eden hücreleri süperoksit serbest
radikalinin zararl  etkilerine kar  korumakt r. Bu yolla, lipit peroksidasyonu
engellenmi  olur (125). SOD’un etkinli i, yüksek oksijen kullan  olan dokularda
daha fazlad r ve doku PO2 art na paralel olarak artar. Normal metabolizma

ras nda hücreler taraf ndan yüksek oranlarda süperoksit üretimi olmas na
ra men, hücre içi süperoksit seviyeleri dü ük tutulur. SOD’un hücre d
etkinli iyse oldukça dü üktür (126). SOD, fagosite edilmi  bakterilerin hücre içi
ortamda öldürülmesinde de rol oynar. Bundan dolay , SOD granülosit i levi için çok
önemli bir enzimdir. Lenfositlerde, granülositlerden daha fazla miktarda SOD
bulunmaktad r (127).

2.3.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu olan
enzimdir. Hücre zar ndaki fosfolipit hidroperoksitlerini alkole indirger (128).
Tetramerik yap dad r ve dört selenyum atomu içerir. Sitoplazmada ve
mitokondriyonda bulunabilir (129). GSH-Px’in fagositoz yapan hücrelerde önemli

levleri vard r.

Di er antioksidanlarla birlikte, solunum patlamas  s ras nda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositoz yapan hücrelerin zarar görmelerini engeller.
Eritrositlerde, oksidasyona yol açan strese kar  en etkili antioksidand r. GSH-Px’in
enzim etkinli indeki azalma, hidrojen peroksitin artmas na ve iddetli hücre hasar na
yol açar. Ayn  zamanda bu enzim, lipit peroksitlerinin indirgenmesini de
katalizlemektedir (130). Hücre zar na ba  en önemli ba  antioksidan olan E
vitamini miktar  az oldu u zaman, hücre zar n peroksidasyona kar  korunmas
sa lar (128).

2.4. Karaci er

Karaci er, vücudun deriden sonra en büyük organ  ve en büyük bezidir.

rl , yakla k 1,5 kg kadard r Diyafragman n alt ndaki abdominal bo lukla

yerle mi tir. Karaci er, sindirim kanal ndan emilen besinlerin i lendi i ve vücudun

di er k mlar  taraf ndan kullan lmak üzere depoland  bir organd r. Bu yüzden

sindirim sistemi ile kan aras nda bir geçi  bölgesi olu turur. Organa kan n % 70-
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80'i portal venden gelir. Geri kalan az bir bolümü ise, hepatik arterle sa lan r. nce

ba rsaklardan emilen maddelerin ço u, portal ven yoluyla karaci ere ula r.

Sadece kompleks lipitler ( ilomikronlar) lenf damarlar yla ta r. Karaci erin

dola m sistemindeki konumu, metabolitlerin bir araya getirilmesi, dönü türülmesi,

biriktirilmesi ve toksik maddelerin etkisizle tirilmesi ve elenmesi için çok uygundur.

Bu i lev, karaci erin lipit sindirimi için önemli bir d  salg lamas  olan safrada

gerçekle ir. Karaci erin, ayr ca albümin ve di er ta  proteinler gibi plazma

proteinlerinin üretilmesi gibi çok önemli bir i levi de vard r (131).

2.4.1. Karaci er Stromas

Karaci er, hilumda kal nla an ince bir ba  dokusu kapsülü (Glisson kapsülü)

ile örtülüdür. Hilumdan organa portal ven ve hepatik arter girerken, sa  ve sol

hepatik kanallar ve lenfatikler ç kar. Bu damarlar ve kanallar, klasik karaci er lop-

çuklar  aras nda sonland klar  (ya da köken ald klar ) portal alanlara kadar ba

dokusu ile çevrilmi tir. Bu noktadan itibaren, karaci er lopçuklar ndaki

hepatositlere ve sinüzoidal endotel hücrelerine destek sa layan ince bir retiküler lif

 olu ur (131).

2.4.2. Karaci er Lobülü

Karaci erin temel yap  eleman , karaci er epitel hücreleri olan hepatositlerdir

(Yun. hepar, karaci er + kytos, hücre). Bu epitel hücreleri, birbirleriyle ba lant

plaklar halinde grupla lard r. I k mikroskobu kesitlerinde, “karaci er lobülü”

olarak isimlendirilen yap sal birimler görülebilir. Karaci er lobülü, 0.7 x 2 mm

boyutlar nda poligonal bir doku kütlesidir. Domuzda ve devede, lopçuklar

birbirlerinden bir ba  dokusu tabakas  ile ayr r. nsanda bu söz konusu de ildir ve

lopçuklar n ço u birbirleriyle yak n temasta olduklar  için, kesin s rlar n

belirlenmesi oldukça güçtür. Lopçuklar, baz  kenar bölümlerde safra kanallar ,

lenfatikler, sinirler ve kan damarlar  içeren ba  dokusuyla s rlanm r. “Portal

alan” ad  verilen bu bölgeler, lopçuklar n kö elerinde bulunur. nsan karaci er

lobülünde 3-6 adet portal alan bulunur ve her bir portal alanda bir venül (portal
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venin bir dal ), bir arteriyol (hepatik arterin bir dal ), bir kanal (safra kanal

sisteminin bir parças ) ve lenfatik damarlar bulunur. Venül, süperiyor ve inferiyor

mezenlerik venlerle dalak veninden gelen kan  içerir. Arteriyoldeki kan, abdominal

aortun çölyak dal ndan gelir. Kübik epitelle örtülü olan kanal, parenkim

hücrelerinden gelen safray  ta r ve sonunda hepatik kanal n içine bo alt r. Lenf,

bir veya daha fazla lenfatikle ta r ve sonuçta kan dola na geçer. Bu yap lar n

hepsi, bir ba  dokusu k  içinde bulunur (131).

Karaci er lobülünün içindeki epitel hücreleri nsal olarak dizilmi tir ve bir

duvar n tu lalar na benzer biçimde düzenlenmi tir. Bu hücre plaklar , lobülün

periferinden merkezine do ru yönlenmi lerdir. Labirent eklinde ve sünger benzeri

bir yap  olu turacak biçimde serbestçe anastomozla rlar. Bu plaklar aras ndaki

bo lukta, “karaci er sinüzoidleri” ad  verilen k lcal damarlar bulunur. Sinüzoid

lcallar , sadece kesintili ve pencereli bir endotel tabakas ndan olu an düzensiz

olarak geni lemi  damarlard r. Pencereler yakla k 100 nm çap ndad r ve kümeler

halinde grupla r. Endotel hücreleri, altlar nda bulunan hepatositlerden

kesintili bir bazal laminayla ve “Disse aral ” ad  verilen endotel alt  bir bo lukla

ayr lm r. Bu aral kta, hepatositlerin mikroviluslar bulunur. Sonuç olarak, kan

 endotel duvar ndan kolayca geçer ve hepatosit yüzeyi ile temas eder.

Böylece, sinüzoid lümeniyle karaci er hücreleri aras nda makromolekül al veri i

kolayl kla sa lan r. Bu geçi , sadece çok say da büyük molekülün (örn.

lipoproteinler, albümin, fibrinojen) hepatositler taraf ndan kana verilmesi yönünden

de il, ayn  zamanda bu makromoleküllerin ço unun hepatositlerce al p

çözülmesi yönünden de fizyolojik bir önem ta r (131).

Sinüzoid ince bir retiküler lif k yla desteklenmi  olup, burada endotel

hücrelerine ek olarak, “Kupffer hücreleri” ad  verilen ve endotel hücrelerinin

lümene bakan yüzlerinde yerle ik makrofajlar da bulunmaktad r. Bu hücrelerin

ba ca i levleri ya  eritrositlerin metabolize edilmesi, hemoglobinin sindirilmesi,

ba kl k olaylar yla ilgili proteinlerin salg lanmas  ve kal n ba rsaktan portal kana

geçen bakterilerin ortadan kald lmas r. Kupffer hücreleri, karaci er hücre

toplulu unun % 15'ini olu turur. Bu hücrelerin ço u, fagositozda çok etkin olduklar
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periportal lopçuk bölümlerinde yerle mi tir. Disse aral nda, “ to hücreleri” olarak

da bilinen ve ya  depolayan hücreler yer almaktad r. Bu hücrelerde, A vitamini

yönüden zengin lipit çökeltileri bulunur. to hücreleri, sa kl  karaci er dokusunda

retinoidlerin al nmas , depolanmas  ve sal nmas , baz  hücre d  matriks

proteinlerinin ve proteoglikanlar n sentezi ve salg lanmas , büyüme unsurlar n ve

sitokinlerin salg lanmas  ve çe itli düzenleyici maddelere (örn.PG veya

tromboksan A2) cevap olarak sinüzoid lümen çap n düzenlenmesi gibi baz

levlere sahiptir (131).
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3. GEREÇ VE YÖNTEM

Bu çal man n deney k sm , Süleyman Demirel Üniversitesi T p Fakültesi

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal  Ara rma Laboratuvar  ve Biyokimya

Anabilim Dal  Ara rma Laboratuvar nda gerçekle tirildi.

3.1. Gereç

3.1.1. Deney Hayvanlar

Bu çal mada, toplam 70 adet Wistar albino cinsi di i s çan kullan ld .

Hayvanlar n grup a rl klar , ortalama olarak 134-144 g aras ndayd . Deney

süresince, s çanlara yeteri kadar (ad libitum) su ve yem (Yem Kurumu Standart

çan Yemi) verildi.

3.1.2. Kullan lan laçlar

Asetaminofen: Çal mada, serum fizyolojik içinde çözünmü  halde bulunan

5, 10, 20, 100, 200 ve 500 mg asetaminofen (Sigma) kullan ld . Toplamda, 35 ml

çözelti kullan ld .

3.1.3. Biyokimyasal Çal ma çin Kullan lan Malzelemeler

1- So utmal  Santrifüj: Eppendorf MR5415 (Almanya)

         2- Santrifüj: Jouan B4  (Fransa)

         3- Derin Dondurucu: U ur (Türkiye)

         4- Hassas Terazi: Scaltec SPB 33 ( sviçre)

         5- Vorteks: Nüve NM 100 (Türkiye)

          6- Otomatik Pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)

         7- Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya)

         8- Cam-Teflon Homojenizatör

         9- Sonikatör: Bandelin Sonoplus (Almanya)

        10- pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)
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        11- Manyetik Kar : Nüve (Türkiye)

        12- Homojenizatör: Ultra Turrax T25 (Almanya)

        13- Biyokimya Analizörü: Roche/Hitachi Modular P800 (Almanya)

NO tayini için kullan lanlar

NO Eliza Kiti (Cayman)

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Tayini çin Kullan lanlar

• Potasyum dihidrojen fosfat, Merck (Almanya)

• Disodyum hidrojen fosfat dihidrat, Merck (Almanya)

• Glutatyon redüktaz, Fluka ( sviçre)

• -NADPH, Sigma (Almanya)

• Glutatyon-redükte, Sigma (Almanya)

• Kümen hidroperoksit, Sigma (Almanya)

• Titripleks III, Merck (Almanya)

• Kümen hidroperoksit çözeltisi (0.18 mM

• Glutatyon çözeltisi (4 mM)

• Glutatyon redüktaz (  0,5 U/L)

Lipit peroksidasyonu (MDA) tayini için kullan lanlar

•   TCA (Trikloroasetik asit) Merck, Katalog no: 100810 (Almanya)

•   TBA (Tiyobarbitürik asit) Merck, Katalog no: 100180 (Almanya)

Süperoksit dismutaz (SOD) tayini için kullan lanlar

KH2PO4 (Potasyum dihidrojen fosfat)  Merck, Katalog no: 106323

       (Almanya)

Na2HPO4.2H2O (Disodyum hidrojen fosfat dihidrat) Merck, Katakog no:

      106586 (Almanya)

 EDTA (Na tuzu) Merck (Almanya)
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 BSA (Bovine serum albumin) Sigma (Almanya)

 Ksantin Sigma (Almanya)

 XO (Ksantin oksidaz) Sigma (Almanya)

 CuCl2 (Bak r klorür) Sigma (Almanya)

 NaCO3 (Sodyum karbonat) Merck (Almanya)

 NBT (Nitroblue tetrazolium) Sigma (Almanya)

3.2. Yöntem

3.2.1. Deney Plan

Çal mada, alt  deney grubu ve bir kontrol grubu olu turuldu. Her bir grupta

onar adet olmak üzere toplam 70 adet s çan kullan ld . Deney plan , Tablo 1’de

verilmi tir.

Grup I: Kontrol grubu. 1 ml serum fizyolojik, periton içine enjeksiyon yoluyla

verildi.

Grup II: 5 mg / kg dozunda asetaminofen çözeltisi, periton içine enjeksiyon

yoluyla verildi.

Grup III: 10 mg / kg dozunda asetaminofen çözeltisi, periton içine enjeksiyon

yoluyla verildi.

Grup IV: 20 mg / kg dozunda asetaminofen çözeltisi, periton içine enjeksiyon

yoluyla verildi.

Grup V: 100 mg / kg dozunda asetaminofen çözeltisi, periton içine

enjeksiyon yoluyla verildi.

Grup VI: 200 mg / kg dozunda asetaminofen çözeltisi, periton içine

enjeksiyon yoluyla verildi.

Grup VII: 500 mg / kg dozunda asetaminofen çözeltisi, periton içine

enjeksiyon yoluyla verildi.

Çal mada uygulanan bütün asetaminofen dozlar , ilgili literatüre göre

belirlenmi tir (132-137).
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Tablo 1: Deney plan

Gruplar
Hayvan

Sa      Say
Tedavi Doz Süre

I 10 Kontrol 1 ml SF 1 Gün

II 10 Asetaminofen 5 mg / kg 1 Gün

III 10 Asetaminofen 10 mg / kg 1 Gün

IV 10 Asetaminofen 20 mg / kg 1 Gün

V 10 Asetaminofen 100 mg / kg 1 Gün

VI 10 Asetaminofen 200 mg / kg 1 Gün

VII 10 Asetaminofen 500 mg / kg 1 Gün

Deneyin ba lang nda, ilk gün s çanlar n a rl klar  ölçüldü. Çal man n

ba lang ndan 24 saat sonra deney sonland ld  ve ketamin anestezisi alt nda

karaci erler ve kan örnekleri al nd . Al nan karaci erin bir k sm  biyokimyasal

analiz için ayr ld  ve fosfat tamponuna konuldu. Karaci erin geri kalan k sm  ise,

histolojik çal ma için % 10’luk nötral formaldehit çözeltisine konularak tespit edildi.

3.2.2. Histolojik Çal malar

Yüzde 10’luk nötral formalin çözeltisi içinde bir gece boyunca bekletilerek

sabitlenen doku örnekleri, bir gece akan suda y kama i lemine tâbi tutulduktan

sonra a da gösterilen i lemlerden geçirildi.

A) Suyun Dokulardan Uzakla lmas

        Alkol derecesi                                         Süre

               %70                                                1 gece

               %80                  1 saat

               %90                                                1 saat
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               %96                                                1 saat

               %100                                              1 saat

               %100                                              1 saat

B) effafland rma

Ksilol                                               1/2 saat

Ksilol                           1/2 saat

C) Parafin Emdirme

             Ksilol+Parafin (60 oC  etüvde)             15 dakika

             Yumu ak parafin (60 oC  etüvde)          1 saat

             Sert parafin (60 oC  etüvde)                  4 saat

D) Gömme

            Sert parafin

Haz rlanan parafin bloklardan, Leica tipi k zakl  mikrotom kullan larak 5 µm

kal nl nda kesitler al nd  ve hematoksilen-eozin kullan larak boyama yap ld .

Boyanan örneklerin incelenmesinde ve foto raflar n çekiminde, Olypus BX-50

tipi binoküler ara rma mikroskobu ve görüntüleme donan  kullan ld .

3.2.3. mmunohistokimyasal Çal ma

a) Kesitlerin elde edilmesi:

Elde edilen tüm doku örnekleri, % 10‘luk formalin solusyonuna al nd . Dokular

en fazla 24 saat formalin solüsyonunda bekletildi. Daha sonra yukar da say lan

rutin histolojik yöntemler kullan larak dokular parafine gömüldü. Mikrotom (Leica

tipi k zakl  mikrotom) ile al nan 5 m kal nl nda seri kesitler lizinli lamlara al nd .
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mmün boyamada kullan lan kimyasal maddeler:

Birincil (Ço ul Klonlu-Poliklonal) Antikor:

iNOS (Epitopa Özgün Tav an Antikoru, Labvision Fremont, CA 94539, USA)

Seyreltme çözeltisi olarak, fosfat tampon solüsyonu (PBS, Phosphate Buffer

Solution) kullan lm r. Bu solüsyonun haz rlan  a da ayr nt  olarak

verilmi tir.

kincil Antikor:

Biotinylated Goat Anti-Polyvalent-Labvision TP-125-BN

Fosfat Tampon Solüsyonu (PBS; Phosphate Buffer Solutaion):

• Sodyumdihidrojen fosfatomonohidrat (NaH2PO4.H2O, K.N:3090,Merck):

           1,37gr.

• Sodyumdihidrojen fosfatodihidrat (NaH2PO4.2H2O, K.N: 6345,Merck):

           1,56gr.

• Sodyum klorür (NaCl, K.N: 6048,Merck) 8,76gr

• Distile su: 1000 ml.

Sitrik Asit Solüsyonu:

• Sitrik asit: 2,1 gr.

• Distile Su: 1lt.

• Haz rlan : Sitrik asit distile su içinde eritilir ve kar r. PH=6 olacak

           ekilde, 2M NaOH ilave edilir.
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Hidrojen Peroksit Solüsyonu (%3) :

• Metanol 5.4 ml.

• Hidrojen Peroksit 0,6 ml.

• Haz rlan :Metanol ve Hidrojen Peroksit kar r.

Kromojen:

• DAB (Ultravision Detection System) Large Volume DAB Substrate System

Bu madde, ikincil antikor olarak kullan lan Horseradish-peroksidaz enziminin

substrat  olarak kullan ld .

t Boyama:

• Z t boyamada amaç dokudaki antijenik olmayan hücre ve hücre yap lar

boyamakt r.

. Mayer hematoksilen ile yap ld .

mmünohistokimyasal Boyama Yöntemi:

• 4 m kal nl nda ede edilen parafin kesitler etüvde 37 0C’ de etüvde bir

          gece bekletildi.

• Deparafinizasyon i lemi için 20 dakika ksilende tutuldu.

• Dehidratasyon i lemi için 20 dakika absolut alkolde tutuldu.

• Distile sudan geçirildi.

• Antijen retrievel uygulamas  için citrate buffer tamponu içinde Labvision PT

• Modulle cihaz nda 980C de 20 dakika ld , 20 dakika oda nda

           so utuldu.
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• Distile sudan geçirildi.

• Dakopen ile çevrelenen dokulara nemli ortamda % 3’lük H2O2 20 dakika

           süreyle uyguland .

• PBS çözeltisinde y kand .

• Ultra V blok ile 5 dakika inkübe edildi.

• Dokular 1 saat süreyle oda nda primer antikor iNOS (Epitope Spesific

           Rabbit Antibody) Labvision Fremont CA 94539 USA ile 1/50’lik dilüsyonda

           enkübe edildi.

• PBS’de y kand .

• kincil antikor Biotinylated Goat Anti-Polyvalent- Labvision TP-125-BN ile

           20 dakika muamele edildi.

• PBS çözeltisinde y kand .

• Streptavidin damlat ld  (20 dakika).

• PBS çözeltisinde y kand .

• Daha sonra, dokular n üzerine DAB damlat ld  (5–10 dakika).

• Distile su ile y kand .

• Hematoksilen ile z t boyama yap ld  (1 dakika).

• Distile su ile y kand .

• Dehidratasyon için, s ras yla % 80, % 96 ve % 100’lük alkol serilerinde

           be er dakika bekletildi.

• Preparatlar, 2 x 5 dakika ksilolde effanla ld .
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• Kapatma i lemi, entellan kullan larak gerçekle tirildi.

• Kontrol amac yla, her poliklonal antikor için birkaç kesit birincil antikor

           basama  atlanarak (dokulara PBS damlat ld ), izleyen basamaklara geçildi.

3.2.4 De erlendirme:

mmünohistokimyasal yöntemle boyanan karaci er doku kesitlerindeki iNOS

reseptör yo unluklar n belirlenmesinde, yar  nitel de erlendirme yöntemi

kullan ld  (138). Bunun için, u derecelendirme ölçütüne ba vuruldu:

  (-): Boyanma yok   (-/+): Çok hafif boyanma   (+): Az boyanma

         (++): Orta derecede boyanma    (+++) : Yo un ekilde boyanma

3.3.1. Biyokimyasal Çal malar

3.3.1.1. Dokular n Biyokimyasal Ölçümlere Haz rlanmas

Karaci er doku numuneleri, kan n uzakla lmas  amac yla önce so uk

distile su ile y kand . Daha sonra, doku örnekleri 150 ml’lik so uk potasyum fosfat

tamponu içine al narak -200C’de muhafaza edildi. Derin dondurucudan ç kar lan

karaci er örnekleri, buzlar n çözülmesinin ard ndan üç kez so uk distile su ile

kand  ve kurutma ka  ile kuruland . Kurulanan karaci er örnekleri tart larak,

hacim doku a rl n 10 kat  olacak ekilde fosfat tamponu içine al nd  ve buz

üzerinde homojenizatörle 16,000 devir/dk h nda iki dakika boyunca homojenize

edildi. Elde edilen homojenatlardan, TBARS ölçümü yap ld  (139).
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3.3.1.2. Süperoksit Dismutaz (SOD) Etkinli inin Ölçülmesi

SOD etkinli inin belirlenmesi için kullan lan deneyin yap  ilkesi, Sun ve

arkada lar n yöntemine dayanmaktad r (140).

Deneyin lkesi:

Süperoksit dismutaz, çe itli yollarla ortaya ç kan süperoksit (O2
-) radikalinin

hidrojen peroksite (H2O2) dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. Ksantin-ksantin

oksidaz (XO) sistemi ile üretilen O2
- radikallerinin (reaksiyon 1) nitroblue

tetrazolium (NBT) bile enini indirgemesi esas na dayan r. Olu an O2
- radikalleri,

nitroblue tetrazoliumu indirgeyerek renkli formazon olu turur (reaksiyon 2). Bu

kompleks, 560 nm’de maksimum absorbans verir. Enzimin bulunmad  ortamda,

bu indirgeme meydana gelmekte ve mavi-mor renk olu maktad r. Ortamda SOD

bulundu unda ise, NBT indirgenmesi olmay p mavi-mor renk meydana

gelmemekte ve enzimin miktar na ve etkinli ine ba  olarak aç k renk

olu maktad r (reaksiyon 3). Bu reaksiyona dayanan optik yo unluktaki azalmadan

yararlan larak, reaksiyonun SOD taraf ndan yüzdelik engelleme oran  belirlendi ve

sonuçlar U/mg protein olarak de erlendirildi.

Enzimin Yüzdelik Engelleme Oran  = (Abskörv – Absnum) / Abs körv x 100

XO

Ksantin                   Ürik asit + O2
 –  (1)

NBT + O2                      Formazan boyas   (2)

                                 SOD

O2
- +  O2

-  O2  +  H2O2  (3)
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SOD tayini için kullan lan reaktifler

SOD reaktifi [0.3 mmol/L ksantin, 0.6 mmol/L EDTA (Na tuzu), 150 µmol/L

NBT, 400 mmol/L Na2CO3, 1 g/L bovine serum albumin (BSA)], 167 Ü/L ksantin

oksidaz (XO), 0.8 mmol CuCl2.

Deneyin yap

25 0C’de 20 dakika inkübasyon

CuCl2 1 1

Distile suya kar  körv’den ba lanarak numuneler 560 nm’de okunur.

SOD etkinli inin hesaplanmas

% Engelleme Oran  = ([Absorbans körv (K)–Absorbans numune (N)] ) / K x

100

% 50’lik engellemeye 1 Ü denildi i için:

Etkinlik (Ü/ml) = [(% inhibisyon / 50) x (1 /0.1)] ml.

      Ü/ml  = [(K – N) / K] x 20 x 5 (suland rma faktörü)

Özgün etkinlik (U/mg protein) = (U/mL/ml protein) (136).

Körv (mL) Numune (mL)

SOD reaktifi 2.85 2.85

Ekstrakt - 0.10

Bidistile su 0.10 -

XO 0.05 0.05
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3.3.1.3 Lipit Peroksidasyon (MDA) Ölçümü

Doku örneklerindeki lipit peroksidasyon seviyeleri, tiobarbitürik asit reaktif

substans (TBARS) yo unluklar  ölçülerek tespit edildi (116).

Deneyin lkesi

MDA (TBARS) seviyelerinin ölçümü, Draper ve Hadley’in metoduna göre

yap ld  (115). Ya  asidi peroksidasyonunun son ürünü olan malondialdehit (MDA),

TBA ile reaksiyona girerek 532 nm’de en üst seviyede dalgaboyu emilimine yol

açan renkli bir kompleks olu turur.

TBARS ölçümü için kullan lan reaktifler

2.5 ml yüzde 10’luk TCA (Trikarboksilik asit) ve 1 ml yüzde 0.67’lik TBA

(Tyiobarbitürik asit).

Deneyin Yap

Numune Numune körv’ü

Deiyonize su 1 mL 1 mL

Homojenat 0.5 ml -

TCA çözeltisi 2.5 ml 2.5 ml

Homojenat, 15 dakika kaynar suda bekletildi ve daha sonra, 5000 devir /

dk‘da 10 dakika boyunca santrifüje edildi. 2 ml süpernatant al p,

Numune Numune körv’ü

Süpernatant 2 ml 2 ml

TBA çözeltisi 1 ml 1 ml
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15 dakika kaynar suda bekletildi ve hemen so utuldu. 532 nm’de numune

yerine distile su konularak, haz rlanan körve kar  absorbanslar  okutuldu. MDA–

TBA (TBARS) kompleksinin 532 nanometredeki ekstrinksiyon katsay ndan (1.56

x 105 cm-1.m-1) yola ç larak, nmol / ml cinsinden MDA de eri bulundu. Elde edilen

sonuçlar n ml’deki protein miktar na bölünmesi yoluyla, nmol / mg protein

cinsinden TBARS de eri bulundu.

3.3.1.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Etkinli inin Ölçülmesi:

Deneyin prensibi Paglia ve Valentine’nin metoduna dayanmaktad r (141).

Deneyin Prensibi: Glutatyon peroksidaz, kümen hidroperoksid ile glutatyonun

oksidasyonunu katalizler. Okside glutatyon, NADPH varl nda glutatyon redüktaz

taraf ndan indirgenir. Bu arada NADPH, pozitif yüklü NADP+’ye oksitlenir.

      GSH-PX

 2GSH + ROOH        ROH + GSSG + H2O

                       Glutatyon Redüktaz

        GSSG + NADPH + H    NADP++ 2GSH

NADPH’nin azalmas na ba  olarak 340 nm‘de meydana gelen absorbans

de imi ölçülerek enzim aktivitesi hesapland . Deneyin yap : Bir deney tüpünde

1 ml; glutatyon (4 mM), glutatyon redüktaz (  0.5 U/L) ve -NADPH (0.34 mM)

çözeltilerini içeren reaktif ile 20 l numune kar p, ölçümden hemen önce 40 l

kümen hidroperoksit (0,18 mM) ilave edildi. Enzim aktivitesini ölçmek için 340

nm’deki absorbans de imi hesapland . U/L cinsinden bulunan enzim aktivitesi,

homojenizasyon esnas ndaki dilüsyon katsay  ile çarp ld ktan sonra doku protein

de erine bölünerek sonuçlar U/gr birimi olarak ifade edildi.
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3.3.1.5 Serum Nitrik Oksit (NO) Seviyesinin Ölçülmesi

Deneyin lkesi
Vücutta in vivo ortamda üretilen NO, h zl  parakrin etki gösterir. NO, guanilat

siklaz enziminin prostetitk grubuyla reaksiyona girerek enzimi etkinle tirir ve cGMP
seviyelerinde art a yol açar. NO, ayn  zamanda vücut s lar nda bulunan baz
moleküllerle de reaksiyon verir. Bunlar , u ekilde s ralayabiliriz:

NO + O2
-       -------------- ON02

- + H+    ----------------- NO3
- + H+

2NO + O2      -------------- N2O4 + H2O   -----------------   NO2
- + NO3

-

NO + N02      -------------- N203 + H20    -----------------    2N02

Ölçüm yönteminde, iki basamakl  bir tepkime sürecinden faydalan r. Birinci

basamakta nitrit, nitrat redüktaz arac yla nitrata dönü türülür. kinci basamakta

ise, nitriti koyu mor renkli azot bile enine dönü türen Griess Reaktifi ortama

eklenir. Bu bile enin dalgaboyunu emme oran  (absorbance) ölçülerek, NO

yo unlu u hesaplanm  olur.

Nitrat Standart E risinin Haz rlanmas

Ölçümü yap lacak örneklerdeki nitrat + nitrit yo unluklar n belirlenebilmesi

için, önce bir nitrat standart e risi haz rland . Temiz bir deney tüpünün içine 0,9 ml

deney tamponu ve 0,1 ml nitrat standard  eklendi ve bu kar m çalkaland . Bu

standard n yo unlu u, 200 mikromolard . Standart e risi, a daki tabloda verilen

reaktiflerin eklenmesi yoluyla haz rland :



31

Kuyucuk Nitrat Standard
l)

Deney Tamponu
l)

Son Nitrat
Yo unlu u

A1, A2 0 80 0

B1, B2 5 75 5

C1, C2 10 70 10

D1, D2 15 65 15

E1, E2 20 60 20

F1, F2 25 55 25

G1, G2 30 50 30

H1, H2 35 45 35

Serum Örneklerinin Haz rlanmas

Al nan kan örnekleri, santrifüjden geçirilerek 10-30 kDa’l k molekül a rl na

sahip partikülleri ay ran filtreden geçirildi. Elde edilen filtrelenmi  örneklerin distile

sudan geçirilmesi yoluyla, arka planda hemoglobin gibi di er faktörlerden

kaynaklanabilecek absorbans n en aza indirilmesinin yan  s ra, Griess

reaktiflerinden aç a ç kan rengin daha da netle mesi sa land .

Ölçüm lemi

Ölçüm i leminde, 96 kuyucuklu petri kullan ld . ki kuyucuk, absorbans körü

olarak ayr ld  ve bunlar n içine 200 mikrolitre tampon kondu. Her bir kuyucu a

nitratla birlikte 80 mikrolitre serum örne i kondu. Daha sonra, u basamaklar takip

edildi:

- Petrideki kör (blank) kuyucuklar na 200 mikrolitre deney tamponu
kondu.

- Di er kuyucuklara ise, ölçümü yap lacak örnekten konularak, üstüne
deney tamponu eklendi ve son hacim 80 mikrolitreye tamamland .

- Her bir kuyucu a, 10 mikrolitre enzim kofaktör kar  eklendi.

- Daha sonra, örnek içeren kuyucuklara 10 mikrolitre Nitrat Redüktaz
kar  eklendi.
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- Petri kutusunun kapa  kapat r ve örnekler, oda s cakl  ortam nda bir
saat tutulur.

- Enkübasyon sonras nda, kuyucuklara 50 mikrolitre Griess Reaktan  –
R1 ve R2 eklendi.

- Renk olu umu için 10 dakika beklendikten sonra, örneklerin absorbans
de erleri okundu.

NO De erinin Hesaplanmas :

Kör (blank) kuyucuklar ndan elde edilen de er, örnek içeren di er

kuyucuklardan ölçülen ortalama emilim (absorbans) de erlerinden ç kar ld .

Standart E rilerin aretlenmesi:

aretleme noktas  olarak, 540 veya 550 nanometrelik dalgaboyu emilim
de eri referans olarak al nd  ve a daki formül kullan ld :

[Nitrat + Nitrit] ( M) = [ (A540 – y kesi me noktas ) / E im Aç  ] x [ 200 l /
Örnek hacmi ] x Seyreltme Oran

[Nitrit]  ( M)  = [  (A540 –  y  kesi me noktas )  /  E im Aç  ]  x  [  200 l  /  Örnek
hacmi ] x Seyreltme Oran

[Nitrat] ( M) = [Nitrat + Nitrit] – [Nitrit]

3.3.2. statistik Analiz

Histolojik çal malar n istatistik de erlendirmeleri, SPSS 15.0 ve Instat 3.0

yaz mlar  kullan larak yap ld  ve yar  nitel de erlendirme ölçümünde Ki-kare testi

uyguland . kili grup  kar la rmalar  için parametrik olmayan Mann-Whitney U

testi kullan ld  ve 0.05’in alt ndaki P de erleri anlaml  olarak kabul edildi.

Biyokimyasal çal malar n istatistik analizi SPSS 15.0 ve Instat 3.0 yaz mlar

kullan larak gerçekle tirildi ve ikili grup  kar la rmalar  için Mann-Whitney U testi

kullan ld . Elde edilen de erler, ortalama ± standart sapma olarak verildi ve 0.05’in

alt ndaki P de erleri, istatistik aç dan anlaml  olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

Kontrol grubu ve deney gruplar na ait karaci er doku kesitlerinde incelenen
yap sal de ikliklerin de erlendirilmesinde, Abdel-Wahhab ve arkada lar n
kulland klar  yar -nitel de erlendirme yöntemi kullan ld  (142). Bu yöntemle elde
edilen sonuçlar istatistik analizden geçirildi. Gruplara ait “p” de erleri, Tablo 3’te
verilmi tir. Kontrol grubu s çanlara ait karaci er doku kesitlerinin histolojik
incelenmesinde, bu organa ait histolojik yap lar d nda herhangi bir bulguya
rastlanmam r (Resim 1).

Grup–II, Grup–III ve Grup–IV’e ait 5, 10 ve 20 mg/kg asetaminofen verilen
çanlar n karaci er doku örnekleri kontrol grubuyla kar la ld nda, arada

herhangi bir yap sal farkl n olmad  görüldü (p > 0.05) (Resim 2 – 4). Grup–
V’te yer alan ve 100 mg/kg dozunda ilaç uygulamas  yap lan hayvanlara ait
karaci er doku örnekleri incelendi inde, portal venin etraf ndaki sahada
mononükleer hücre infiltrasyonu, parankimde piknotik ve hiperkromatik çekirdekli
hücrelerin ve hepatositlerde granüler ve vakuoler bozunmalar n oldu u gözlendi ve
bu de imler, kontrol grubuyla kar la ld nda anlaml yd  (p < 0.05) (Resim –
5). Benzer ekilde, 200 mg/kg ve 500 mg/kg dozlar nda asetaminofen enjekte
edilen ve Grup–VI ile Grup–VII’ye ait karaci er doku kesitlerinde sinüzoidal
geni leme, piknotik ve nekroza giden hücrelerin yan  s ra, iddeti daha da artan
ekilde hepatosit bozunmalar n oldu u ve bu de imlerin kontrol grubuna göre

anlaml  olduklar  gözlendi (p < 0.05) (Resim 6 ve 7). Histolojik (yap sal)
de iklikler, yar  nitel de erlendirme yöntemiyle kar la ld . Buna göre:

( - ) (negatif puan): hiçbir yap sal de ikli in olmamas ,
( + ) (1 pozitif puan): hafif derecede,
( ++ ) (2 pozitif puan): orta derecede,
( +++ ) (3 pozitif puan): ciddi derecede yap sal de ikli i ifade etmektedir.

(142) (Tablo 2).
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Tablo 2: Gruplar aras nda gözlenen yap sal de ikliklerin yar  nitel
de erlendirilmesine ait puanlama.

Gruplar
Hepatosit

Dejenerasyonu
Sinüzoid

Dilatasyonu
Piknotik
Çekirdek

Nekroza
Giden
Hücre

Parankimde
MN Hücre
nfiltrasyonu

Kontrol - - - - -
Grup II - - - - -
Grup III - - - - -
Grup IV - - - - -
Grup V + + + + ++
Grup VI ++ ++ + ++ ++
Grup VI +++ ++ ++ ++ ++

       Tablo 3: Gruplar aras nda gözlenen yap sal de ikliklerin Ki-kare ( 2)
testine göre p de erleri.

Gruplar Hepatosit
Dejenerasyonu

Sinüzoid
Dilatasyonu

Piknotik
Çekirdek

Nekroza
Giden
Hücre

Parankimde
MN Hücre
nfiltrasyonu

Kontrol – Grup II P > 0.05 P > 0.05 P > 0.05 P > 0.05 P > 0.05
Kontrol – Grup III P > 0.05 P > 0.05 P > 0.05 P > 0.05 P > 0.05
Kontrol – Grup IV P > 0.05 P > 0.05 P > 0.05 P > 0.05 P > 0.05
Kontrol – Grup V P < 0.05 P < 0.05 P < 0.05 P < 0.05 P < 0.01
Kontrol – Grup VI P < 0.01 P < 0.01 P < 0.05 P < 0.01 P < 0.01
Kontrol – Grup VI P < 0.001 P < 0.01 P < 0.01 P < 0.01 P < 0.01
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        Resim 1: Kontrol grubuna (Grup-I) ait normal karaci er dokusu. SV: Santral ven,

        y ld z: Sinüzoid (Hematoksilen-Eozin, x40).

        Resim 2: Grup-II’ye ait (5 mg/kg asetaminofen uygulanan) karaci er dokusu

        (Hematoksilen-Eozin, x40).
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 Resim 3: Grup – 3’e ait (10 mg/kg asetaminofen uygulanan) karaci er dokusu

(Hematoksilen-Eozin, x40).

Resim 4: Grup–IV’e ait (20 mg/kg asetaminofen uygulanan) karaci er dokusu

(Hematoksilen-Eozin, x40).
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Resim 5: Grup–V’e ait (100 mg/kg asetaminofen uygulanan) karaci er dokusu.

Mononükleer hücre infiltrasyonu (y ld z), piknotik ve hiperkromatik çekirdek (ince

oklar) ve hepatositlerde granüler ve vakuoler dejenerasyonlar oldu u (kal n oklar)

gözlenmekte (Hematoksilen-Eozin, x40).
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Resim 6: Grup–VI’ya ait (200 mg/kg asetaminofen verilen) karaci er dokusu.

Piknotik çekirdekli hücreler (ince oklar), hepatosit dejenerasyonlar  (kal n oklar) ve

sinüzoid dilatasyonu (S) (Hematoksilen-Eozin, x40).
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Resim 7: Grup–VII’ye ait (500 mg/kg asetaminofen verilen) karaci er doku kesiti.

Sinüzoidal geni leme (y ld z), granüler ve vakuoler hepatosit dejenerasyonlar

(ince oklar) ve nekroza giden hiperkromatik / piknotik çekirdekli hücreler (kal n

oklar) görülmektedir (Hematoksilen – Eozin, x40).
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4.2. mmünohistokimyasal Bulgular

Kontrol grubundaki (Grup–I) hayvanlara ait karaci er dokular n sentrilobüler

sahalar nda iNOS reseptörlerinin çok hafif ekilde boyand klar  (Resim 8), di er

yandan 5, 10 ve 20 mg/kg dozlar nda asetaminofen enjekte edilen ve Grup–II,

Grup–III ve Grup–IV’te yer alan s çan karaci erlerine ait kesit örneklerinde ise,

iNOS reseptörlerinin sentrilobüler bölgelerde ve parankim sahalar nda yer alan

hepatosit hücrelerinde az miktarda, fakat kontrol grubuna göre daha belirgin

oranda boyand klar  gözlendi (Resim 9-11). Buna kar k olarak 100, 200 ve 500

mg/kg dozlar nda asetaminofen enjekte edilen ve Grup–V, Grup–VI ve Grup–

VII’de yer alan s çanlara ait karaci er doku kesitlerindeki iNOS reseptörlerinin

daha yo un ve kuvvetli ekilde boyand klar , özellikle 500 mg/kg asetaminofen

enjeksiyonu yap lan gruptaki parankim dokusunun daha belirgin ve yayg n ekilde

boya tuttu u tespit edildi (Resim 12-14) (Tablo 4). Boyanma iddeti yönünden,

kontrol grubuyla dü ük doz asetaminofen verilen gruplar aras nda (p < 0,05) ve

ayn  zamanda, dü ük doz gruplar yla yüksek dozda ilaç verilen gruplar aras nda

istatistik aç dan anlaml  farkl k vard  (p < 0,05).

Tablo 4: Gruplara göre ortalama iNOS reseptör boyanma dereceleri.

Kontrol Grup-II Grup-III Grup-IV Grup-V Grup-VI Grup-VII

Boyanma

Derecesi

-/+      +       +       +     ++     +++     +++
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     Resim 8: Kontrol grubuna ait karaci er dokusu (iNOS immün boyama, x20).

Resim 9: Grup–II’de yer alan s çanlara ait karaci er dokusu (iNOS immün boyama,
x20).
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Resim 10: Grup–III’te yer alan s çanlara ait karaci er dokusu (iNOS immün
boyama, x20).

Resim 11: Grup–IV’te yer alan s çanlara ait karaci er dokusu (iNOS immün
boyama, x20).
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Resim 12: Grup–V’te yer alan s çanlara ait karaci er dokusu (iNOS immün boyama,
x20).

Resim 13: Grup–VI’da yer alan s çanlara ait karaci er dokusu (iNOS immün
boyama, x20).
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Resim 14: Grup–VII’de yer alan s çanlara ait karaci er dokusu (iNOS immün
boyama, x20).
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4.3. Biyokimyasal Bulgular

Kontrol ve çal ma gruplar nda yer alan s çanlara ait serum SOD, GSH-Px ve

NO de erleri ve karaci er doku homojenatlar ndan ölçülen malondialdehit (MDA)

seviyelerinin ortalama ± standart sapma de erleri, Tablo 5’te verilmi tir. Dü ük

dozlarda (5, 10 ve 20 mg/kg) asetaminofen uygulanan s çanlar n karaci er

dokusunda lipit peroksidasyon (TBARS=MDA) seviyeleri kontrol grubuyla

kar la ld nda, arada anlaml  bir farkl k bulunamad  (p > 0,05). Yüksek

dozlarda (100, 200 ve 500 mg/kg) ilaç uygulamas  yap lan ve Grup–V, Gup – VI

ve Grup–VII’de yer alan s çanlar n doku MDA seviyelerinde, kontrol grubuna ve

dü ük dozlarda uygulama yap lan gruplara göre oldukça hafif bir art n oldu u

fakat, bu art n da istatistik aç dan anlaml  olmad  görüldü (p > 0,05) (Tablo 3 ve

Grafik 1).

Serum SOD etkinlik de erleri yönünden, çal ma gruplar yla kontrol grubu

aras nda bir farkl k yoktu (p > 0,05) (Tablo 5 ve Grafik 2). Serum GSH-Px enzim

etkinlik seviyeleri ölçüldü ünde ise, bu etkinli in kontrol grubuna göre di er

çal ma gruplar nda giderek azald  görüldü ve kontrol grubu ile Grup–VI (200

mg/kg) ve Grup–VII (500 mg/kg) aras nda istatistik aç dan anlaml  bir fark n

oldu u bulundu (p < 0,05) (Tablo 5 ve Grafik 3).

Dü ük dozlarda asetaminofen verilen gruplar n (Grup–II, Grup–IIIve Grup–IV)

serum NO seviyelerinde hafif bir art  oldu u görüldü fakat, bu art  kontrol

grubuyla kar la ld nda istatistik aç dan anlaml  de ildi (p > 0,05). Öte

yandan, daha yüksek dozlarda uygulama yap lan Grup–V, Grup–VI ve Grup–

VII’deki ortalama serum NO seviyelerinde, kontrol grubuna göre anlaml  bir art n

oldu u görüldü (p < 0,05) (Tablo 5 ve Grafik 4).
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Grafik 1.

Grafik 2.

47

Grafik 1. Ortalama serum glutatyon peroksidaz seviyeleri

Grafik 2. Ortalama serum süperoksit dismutaz seviyeleri

Ortalama serum glutatyon peroksidaz seviyeleri

Ortalama serum süperoksit dismutaz seviyeleri



Grafik 3.

Grafik
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Grafik 3. Ortalama karaci er dokusu malondialdehit seviyeleri

Grafik 4. Ortalama serum nitrik oksit seviyeleri

malondialdehit seviyeleri

Ortalama serum nitrik oksit seviyeleri
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5. TARTI MA VE SONUÇ

Asetaminofen kaynakl  karaci er toksisitesi, günümüzde akut karaci er

yetmezli inin önde gelen sebeplerinden birini olu turmaktad r. Bu ajan n biyolojik

olarak etkinle mesi ve sitokrom P-450 sistemince metabolize edilmesi, reaktif bir

metabolit olan N-asetil-p-benzokininimin (NAPQI) adl  bir bile enin aç a

kmas na yol açmakta, fazla miktarda NAPQI üretimi ise karaci erdeki glutatyon

depolar nda azalmayla sonuçlanmaktad r (143-145). Glutatyonun azalmas ,

proteinlerin arilasyonu ve kovalent ba lanma olaylar , asetaminofen toksistesine

öncülük eden önemli olaylard r ve karaci erdeki hücre hasarlanmas  için gerekli

olabilirler fakat, bunlar tek ba lar na bu tür bir hasarlanman n ortaya ç kmas  için

yeterli de ildir. Çünkü, baz  antioksidanlar glutatyondaki azalmay  veya kovalent

ba lanmay  belirgin ekilde etkilemeksizin karaci eri hasarlanmaya kar

koruyucu etki sa layabilir (146-148).

Nitrik oksidin, bahsedilen toksisite mekanizmas nda yer ald  öne

sürülmektedir. Asetaminofen uygulamas  sonras nda, uyar labilir nitrik oksit sentaz

(iNOS) enziminin etkinli inde ve serum nitrik oksit seviyelerinde art  meydana

geldi i gözlenmi tir (149,150). Ayr ca, iNOS’u seçici olarak engelleyen

aminoguanidin gibi ajanlar n, karaci erde asetaminofene ba  olarak ortaya ç kan

etkilerde azalmaya yol açt  da bildirilmi tir (151). Daha önce yap lan baz

immünohistokimya çal malar nda, hepatositlerde iNOS ekspresyonunun

(ifadesinin) oldu u ve bu hücrelerin iNOS için birer kaynak te kil ettikleri

gösterilmi tir. Ayn  zamanda, izole edilerek kültür ortam na al nan hepatositlerde

NO üretiminin oldu u ve glutatyon gibi d ar dan kültür ortam na eklenen baz

maddelerle nitrik oksit sentezinde art  oldu u bildirilmi tir (152). Çal mam zda,

de ik dozlardaki asetaminofen uygulamas  sonras nda karaci erdeki iNOS

reseptör da n biyokimyasal parametrelerle ve lipid peroksidasyonuyla olan

ba lant  incelemeyi amaçlad k.
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Çal mam zda kullanm  oldu umuz asetaminofen dozlar yla karaci er

dokusunda meydana gelen de iklikler aras ndaki ba lant ya ili kin olarak yapm

oldu umuz literatür ara rmas nda, dü ük dozlarda (5, 10 ve 20 mg/kg) periton içi

yoldan verilen asetaminofenin karaci er üzerine olan etkilerini do rudan veya

dolayl  yollardan incelemeyi amaçlayan herhangi bir çal maya rastlamad k.

Yapm  oldu umuz çal mada, bu doz seviyelerinde verilen asetaminofenin

karaci er üzerinde herhangi bir akut toksik etkiye veya yap sal de ikli e yol

açmad  gözlemledik. Daha yüksek doz seviyeleri olan 100 ve 200 mg/kg

asetaminofenin periton içi yoldan enjeksiyonu söz konusu oldu unda da, bu

dozlara ili kin herhangi bir çal ma bulunamad . Bununla birlikte, asetaminofenin

250, 300, 350, 400, 500, 600, 800 ve 1000 mg/kg doz seviyelerindeki

uygulamalar na ili kin çal malar mevcuttur (153-155). Mesela, Terneus ve

arkada lar  300 mg/kg dozunda periton içi yoldan enjekte edilen asetaminofenin

karaci er dokusu üzerinde sentrilobüler sahalarda nekroz ve serum enzim

seviyelerinde yükselme gibi akut toksisite etkilerinin oldu unu rapor etmi lerdir

(156). Iwalokun ve arkada lar n gerçekle tirmi  olduklar  bir di er çal madaysa,

yedi gün boyunca 300 mg/gün dozunda uygulanan asetaminofenin kan bilirübin,

karaci er enzimleri, TBARS ve demir seviyelerini belirgin ekilde art rd

bildirilmi tir (157).

Yine, Macrides ve arkada lar n gerçekle tirmi  olduklar  bir di er

çal mada, periton içi yoldan 250 ve 500 mg/kg dozlar nda verilen asetaminofenin

karaci erde akut toksik etkiye yol açt  ve bunun ard ndan 250 mg/kg dozunda

uygulanan N-asetil sisteinin (NAC), karaci erdeki akut yap sal ve enzimatik

de iklikleri geriye çevirebildi i ve dolay yla koruyucu etkisinin oldu u rapor

edilmi tir (158). Kanno ve arkada lar , yapm  olduklar  çal mada 400, 600 ve

800 mg/kg dozlar nda periton içi enjeksiyon yoluyla uygulanan asetaminofenin

karaci erde akut toksik etkilere yol açt  rapor etmi lerdir (159).

Biz de, yapm  oldu umuz çal mada yukar da ad  geçen çal malardan elde

edilen sonuçlara paralel olarak 100, 200 ve 500 mg/kg dozlar nda uygulad z

asetaminofenin karaci er dokusunda hepatosit dejenerasyonu, piknotik ve
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nekroza giden hücreler ve sinüzoidlerde geni leme gibi akut yap sal de ikliklere

yol açt  gözledik. Gerçekle tirmi  oldu umuz literatür taramas nda,

çal mam zda kullanm  oldu umuz doz seviyelerinde  (5, 10, 20, 100, 200 ve 500

mg/kg) periton içi yoldan uygulanan asetaminofenin karaci erdeki iNOS

reseptörleri üzerine olan etkilerini immünohistokimyasal yönden kar la rmal

olarak veya her bir dozu ayr  ayr  inceleyen bir çal maya rastlamad k. Bu sahada

yap lan benzeri bir çal mada, Gardner ve arkada lar  1 g/kg parasetamol enjekte

edilen s çanlar n karaci er dokusundaki iNOS reseptörlerinde kontrol grubuna

göre belirgin bir art n oldu unu tespit etmi lerdir (151).

Yapm  oldu umuz çal mada, dü ük dozlarda (5, 10 ve 20 mg/kg) ilaç

uygulamas  yap lan s çanlar n karaci er dokular ndaki iNOS reseptörlerinin

immünohistokimyasal yöntemle boyanmas  sonucu ortaya ç kan da n hafif

oldu unu tespit ettik. Bunun yan nda, daha yüksek dozlarda (100, 200 ve 500

mg/kg) asetminofen uygulamas  yap lan ve Grup–V, Grup–VI ve Grup–VII’de yer

alan s çanlar n karaci er dokusundaki iNOS reseptör yo unluklar nda ise istatistik

aç dan belirgin bir art n meydana geldi ini bulduk.

Oksidatif hasarlanman n, asetaminofen toksisitesi için katk  sa lay  bir

mekanizma oldu u dü ünülmü tür (148,160). Asetaminofen, kovalent ba

olu turman n yan  s ra protein sülfidril gruplar n oksidasyonuna da yol açabilir

(161,162). Yapt z literatür ara rmas nda 5, 10 ve 20 mg/kg dozlar nda

asetaminofen enjeksiyonu sonras nda SOD veya GSH–Px seviyelerindeki

de ime ili kin olarak halihaz rda herhangi bir bilgi bulamad k. Yapm

oldu umuz çal mada 5, 10 ve 20 mg/kg dozlar nda uygulanan enjeksiyonlar

sonras nda Grup–II, III ve IV ile kontrol grubu aras nda, bu enzimlerin etkinlik

seviyeleri yönüyle istatistik aç dan herhangi bir farkl k olmad  bulduk. Lores

ve arkada lar , 375 mg/kg dozundaki asetaminofen uygulamas  sonras nda

SOD’un etkinli inde herhangi bir de ikli in olmad , buna kar k olarak GSH-

Px enziminin etkinli inde % 40-53’lük bir azalman n oldu unu tespit etmi lerdir

(162).
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Yine, Hinson ve arkada lar n yapm  olduklar  bir çal mada 100 mg/kg ve

500 mg/kg’l k parasetamol enjeksiyonlar  sonras nda glutatyon seviyelerinde

ras yla yakla k % 30 ve % 65’lik bir azalman n oldu u rapor edilmi tir (164).

Öte yandan, Mirochnitchenko ve arkada lar n antioksidan enzimleri fazla

oranlarda üreten transgenik hayvanlar üzerinde yapm  olduklar  bir ara rmada,

SOD ve GSH-Px enzimlerini a ekilde üreten hayvanlar n asetaminofen

toksisitesine kar  oldukça belirgin bir direnç gösterdikleri ifade edilmi tir (165).

Adamson ve Harman, glutatyon peroksidaz enzim sistemini engelleyen 1,3-Bis-

(kloroetil)-1-nitrozüre (BCNU) ve alt n tiyoglukoz (GTG) gibi maddelerin karaci er

hücre kültürlerine eklenmesinin, kültür ortam ndaki hücreleri parasetamolün toksik

etkilerine kar  daha aç k ve dayan ks z hale getirdi ini tespit etmi lerdir (166).

Mevcut çal mam zda 100, 200 ve 500 mg/kg asetaminofen enjeksiyonu yap lan

ve Grup–V, Grup–VI ve Grup–VII’de yer alan s çanlar n serum glutatyon

peroksidaz seviyelerinde, kontrol grubuna ve dü ük dozda uygulama yap lan di er

gruplara göre istatistik aç dan anlaml  bir azalman n oldu unu tespit ettik. Buna

kar k, söz konusu gruplardaki SOD enzim etkinlik seviyelerini kontrol grubuyla

kar la rd zda, anlaml  herhangi bir de iklik gözlemedik.

Daha önce yap lan baz  çal malarda, asetaminofen uyar ml  oksidatif stresin

lipid peroksidasyonuna yol açt  öne sürülmü tür (167-169). Bu ba lamda, ener

ve arkada lar  900 mg/kg dozundaki asetaminofen uygulamas  sonras nda

glutatyon seviyelerinde azalman n yan  s ra, MDA seviyelerinde art  meydana

geldi ini rapor etmi lerdir (170). Di er yandan, akut asetaminofen toksisitesinde

lipid peroksidasyonunun tart mal  bir konu oldu u (171-173) ve izole karaci er

hücre kültürlerinin asetaminofenle inkübasyonu sonras nda lipid

peroksidasyonunun gözlenmedi i bildirilmi tir (174). Hatta, asetaminofenin lipid

peroksidasyonunu önledi ine ili kin baz  çal malar da mevcuttur (175).
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Yapm  oldu umuz çal mada, s çanlar n karaci er dokular ndan ölçülen

MDA seviyelerinde doza ba ml  olarak çok hafif bir art n oldu unu, fakat gruplar

aras nda bu yönden herhangi bir farkl k olmad  bulduk. Benzer ekilde,

Knight ve arkada lar  300 mg/kg dozundaki asetaminofenin karaci er

dokusundaki MDA seviyelerinde herhangi bir de ikli e yol açmad  rapor

etmi lerdir (172). Yine Powell ve arkada lar n yapm  olduklar  bir di er

çal mada ise, asetaminofenin verilmesi sonras nda MDA arac yla ölçülen lipid

peroksidasyonunun meydana gelmedi i bildirilmi tir (176).

Yap lan biyokimyasal çal malar, NO’nun lipid peroksidasyon mekanizmas n

da yer alan reaksiyonlar n ilerleyi ini önleyebilece ini göstermi tir (177). Elde

edilen bu bulgu, NO üretimini uyaran V-PYRRO/NO ve interlökin-1 gibi baz

maddelerin asetaminofen maruziyetine paralel olarak kullan lmas n lipid

peroksidasyonunda önemli azalmalara yol açt  rapor eden çal malarla da

desteklenmektedir (178,179). Asetaminofen uygulamas  sonras nda NO üretiminin

artt  ve iNOS yönünden eksikli i olan (knockout) farelerde NO üretiminin

artmad , ayr ca bu tür farelerde lipid peroksidasyonunun görüldü ü rapor

edilmi tir (180,181). Taylor ve arkada lar , özgün olmayan NOS engelleyicisi

ajanlar n kemirgen endotoksemi modelinde karaci er hasarlanmas  belirgin bir

ekilde art rd  ve NO’nun platelet adezyonunu önlemesinin yan  s ra, toksik

oksijen radikallerini nötralize edici etkisinin oldu unu da bildirmi lerdir (182). Yine,

300 mg/kg asetaminofen uygulamas  sonras nda serum nitrik oksit seviyelerinde

belirgin bir art n oldu u rapor edilmi tir (183).

Literatür ara rmas nda, serum NO seviyelerini çal mam zda kulland z

dozlardaki ilaç uygulamalar  kapsayacak ekilde kar la ran veya bu dozlar n

tek tek ele al nd  bir ara rmaya rastlamad k. Biz, yapm  oldu umuz çal mada

dü ük dozlarda asetaminofen verilen Grup–II, Grup–III ve Grup–IV’te yer alan

çanlar n serum NO seviyelerinde kontrol grubuyla kar la ld klar  zaman

belirgin bir art n olmad , Grup–V, Grup–VI ve Grup–VII’de yer alan s çanlar n

serum nitrik oksit seviyelerindeyse, kontrol grubuna ve dü ük dozda ilaç alan

gruplara göre anlaml  bir art n oldu unu bulduk.
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Asetaminofen, geçmi te oldu u gibi günümüzde de yayg n ekilde

kullan lmaya devam eden, ate  dü ürücü ve a  kesici özelliklere sahip önemli bir

ajand r. NO ise, üzerinde geni  çapl  ara rmalar n halen devam etti i ve baz

yönleri ke fedilmeyi bekleyen bir bile en olmay  sürdürmektedir. Bu çal man n

sonucu olarak, asetaminofenin karaci er üzerinde doza ba  olarak yol açt

yap sal de ikliklere ve glutatyon üzerindeki azalt  etkisine ek olarak karaci er

dokusunda uyar labilir nitrik oksit sentaz (iNOS) etkinli ini art rd , artan iNOS

etkinli inin, bir yandan NO üretiminde art  sa lama yoluyla lipit peroksidasyonu

reaksiyonlar  önemli ölçüde engellerken, di er yandan doz art na paralel

olarak zararl  etki gösterebilece i sonucuna ula k.
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ÖZET

Amaç: Asetaminofen, yayg n olarak kullan lan a  kesici ve ate  dü ürücü

bir ilaçt r. Asetaminofenin günlük tavsiye edilen doz s n üzerinde

kullan lmas n, karaci er üzerinde akut yetmezli e kadar varan çe itli olumsuz

etkileri vard r. Yap lan baz  çal malarda, karaci er parankiminde üretilen baz

metabolitlerin de bu sürece katk  sa lad  bildirilmi tir. Nitrik oksit (NO), yang sal

medyatörlere kar  sentezlenen oldukça reaktif bir maddedir. Bu çal mada, de ik

dozlarda uygulanan asetaminofenin karaci er üzerindeki muhtemel yap sal

etkilerinin iNOS enzimi, NO ve di er biyokimyasal parametrelerle olan ba lant

incelemeyi amaçlad k.

Gereç ve Yöntem: Bu çal mada, toplam 70 adet Wistar albino erkek s çan

kullan ld . Hayvanlar, periton içi yoldan enjekte edilen asetaminofen dozuna göre

yedi e it gruba ayr ld : Grup-I (Kontrol, n=10), Grup-II (5 mg/kg, n=10), Grup-III (10

mg/kg, n=10), Grup-IV (20 mg/kg, n=10), Grup-V (100 mg/kg, n=10), Grup-VI (200

mg/kg, n=10) ve Grup VII (500 mg/kg, n=10). Periton içi enjeksiyondan 24 saat

sonra, hayvanlar anestezi alt nda aç ld . Karaci er doku ve kan örnekleri al nd .

Al nan doku örnekleri yap  ve lipit peroksidasyonu yönünden, kan örnekleriyse

serum NO, süperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) seviyeleri

bak ndan incelendi.

            Bulgular: Grup-II, Grup-III ve Grup-IV’ten elde edilen veriler kontrol

grubuyla kar la ld nda, arada yap sal veya biyokimyasal yönlerden herhangi

bir farkl n olmad  görüldü (p > 0,05). Di er yandan, Grup-V, Grup-VI ve Grup-

VII ile kontrol grubu aras nda, karaci erdeki yap sal de iklikler, iNOS enzimine ait

reseptör da  ve serum NO seviyeleri yönünden anlaml  bir farkl k vard  (p <

0,05).

Sonuç: Elde edilen bulgular, NO’nun asetaminofenin karaci er üzerindeki

etkilerine paralel olarak artmas n lipit peroksidasyonunu engellemesinin yan  s ra,

farkl  mekanizmalar üzerinden doku hasarlanmas nda da rol oynayabilece ine i aret

etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Asetaminofen, karaci er, nitrik oksit, iNOS.
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SUMMARY

Objective: Acetaminophen is a widely used analgesic and antipyretic drug.

Excessive administration of acetaminophen above the limits of daily recommended

dose range have some negative effects on liver that may even progress to acute

failure. In some studies, it has been reported that some metabolites produced in

liver parenchyme contribute to this process. Nitric oxide (NO) is a highly reactive

substance which is synthesized in response to inflammatory mediators. In this

study, we aimed to investigate the relationship between the possible structural

effects of acetamiophen at different doses on liver with iNOS enzyme, NO and other

biochemical parameters.

Materials and Methods: A total of 70 male Wistar albino rats were included

in this study. Animals were equally divided to seven groups according to the injected

acetaminophen dose as follows: Group-I (Controls, n=10), Group-II (5 mg/kg, n=10),

Group-III (10 mg/kg, n=10), Group-IV (20 mg/kg, n=10), Group-V (100 mg/kg,

n=10), Grup-VI (200 mg/kg, n=10) ve Grup VII (500 mg/kg, n=10).After 24 hours

from intraperitoneal injection, animals were sacrifized under anesthesia. Liver tissue

and blood samples were collected. Tissues have undergone analysis with structure

and lipid peroxidation aspects, whereas blood samples were analyzed by means of

serum NO, superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px).

Results: When Group-II, III and IV were compared with the controls, there

was no difference by means of structural and biochemical aspects (p > 0,05).

Whereas, there was a significant difference between Group-V, VI, VII and the

controls by means of hepatic structural changes, iNOS receptor distribution and

serum NO levels (p > 0,05)

Conclusion: Current evidence suggest that increase in NO in parallel to the

effects of acetaminophen on liver may play a role in tissue damage via different

mechanisms, beside its preventive effect on lipid peroxidation.

Keywords: Acetaminophen, liver, nitric oxide, iNOS
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