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1. GIRIS

Karaciger, sahip oldugu islevler ve sindirim sistemindeki yerlesimi dolayisiyla,
ic veya dis kaynakl pek cok maddenin metabolizmasindan sorumludur. Bu durum,
karacigeri ila¢c kaynakl toksisite yoninden hedef organ haline getirmektedir. Akut
sekilde gelisen karaciger yetmezligi vakalarinin % 50’sinden fazlasinda, ilaclar
sorumlu tutulmustur. Duyarhliga bagh olarak meydana gelen ila¢ reaksiyonlarinin

yaklasik % 75’inin karaciger nakli ve 6limle sonuglandigr bildirilmistir (1).

Asetaminofen (parasetamol), etkinligi ve go6receli guvenilirligi dolayisiyla
biatin dinya capinda en yaygin sekilde kullanilan antipiretik (ates dusurict) ve
analjezik (agn kesici) ilaglardan biridir. Fakat, bu ilacin karacigerde hasarlanma
yaparak yetmezlige yol actigina dair ¢ok sayida ¢alisma vardir (2-4). Agir karaciger
hasarlanmasiyla asetaminofen arasindaki ilk baglanti, 1966 yilinda bildirilmistir (5).
Bu ilacin karacigerde hasarlanmaya yol actigi tespit edilen dozlarinin, tedavi

amaciyla kullanilan sinirlar icinde oldugu bilgisi 6nemlidir (6).

Asetaminofen, bazi kimyasal reaksiyonlarin aracilik ettigi ve karaciger epitel
hiicreleri arasinda meydana gelen etkilesimler sonucunda, karaciger dokusunda
nekroza yol acmaktadir. Bu ajana, “dogrudan hepatotoksin” de denmigtir (7).

Bagisiklik mekanizmalari, bu surecte yer almaz.

Toksik etkiye yol acan mekanizmalar arasinda protein arilasyonu, oksidatif
stres, kalsiyum dengesizligi, transkripsiyon yollarinda meydana gelen dedgisiklikler,
iltihabi (yangisal) degisikliklere onculik eden sinyaller ve hicre o6lum yollarinin
harekete gecirilmesi sayilmistir (8-20). Asetaminofen, karaciger Uzerindeki toksik
etkilerini N—asetil-p—benzokinin imin (NAPQI) denilen ve sitokrom P-450 sistemi
Uzerinden aciga c¢ikan bir metaboliti araciligiyla gosterir. Bu metabolit, genellikle ic
kaynakli bir antioksidan olan glutatyonla etkilesime gecerek zararsiz hale
gelmektedir. Diger taraftan, asetaminofenin yiksek dozda alinmasi sonrasinda
metabolitlerin miktarinda artis olur. Bu durumda, glutatyon aciga cikan fazla
miktardaki NAPQI molekuliint baglayamaz. Serbest haldeki NAPQI, karacigerdeki
diger buyuk capl molekullere kovalent sekilde baglanarak, karaciger dokusunda



hasarlanmaya yol acar (21,22). Karacigerdeki glutatyon depolarinin besin eksikligi
veya alkol bagmlihgr gibi sebepler dolayisiyla tikenmesi, zehirlenmeyi
kolaylastirir. Kot beslenme aligkanh@i olan kisilerde ve alkoliklerde, toksik dozdan
daha dustk dozlarin alinmasi bile toksik etkilerin ortaya ¢ikmasina yol acabilir
(21,23). Karacigerde meydana gelen hasarlanma, glutatyon seviyelerini yikselten
N—asetilsisteinin disaridan verilmesi yoluyla 6nlenebilmektedir (24). Asetaminofen
aracilikli  karaciger hasarlanmasi, sadece NAPQI'nin dogrudan acigda cikan
etkilerine baglanamaz. Yakin gecmiste yapilan calismalarda, bazi sitokinlerin ve
nitrik oksidin (NO) de bu surecte rol oynayabilecegine iliskin bulgular elde edilmistir
(24).

NO, karacigerdeki parankim hucrelerinde ve parankimal olmayan diger
hiicrelerde L-arjinin amino asidinden uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimi
araciligiyla uretilen ve yuksek reaktif oksidan kapasiteye sahip bir bilesendir (25-
32). NO’nun karacigerde fazla miktarda uretilmesinin, endotoksin sokunda ve
karacigerdeki iltihabi (yangisal) reaksiyona ve hasarlanmaya iligkin diger

modellerde rol oynayan énemli bir unsur oldugu diasuntlmasttr (26,33-37).

NO’nun karacigerdeki etkilerinin altinda yatan mekanizma tam olarak
bilinmemesine ragmen, bu bilesenin sitokrom P-450yi azalttigi (38-41),
karacigerdeki proteinlerin DNA sentezini baskiladigi (26,42-44) ve apopitozun yani
sira nekrozu da uyardigi (26,45) bildirilmigtir. Diger yandan, NO’nun antioksidan
etkilerinin olduguna dair yayinlar da mevcuttur (46,47). Dolayisiyla, NO’nun
karaciger Uzerindeki etkileri tek yonlu degildir ve organizmanin i¢inde bulundugu

duruma gore degisebilmektedir.

Yapmis oldugumuz bu cahsmada, periton icine enjeksiyon yoluyla
uygulanan degdisik dozlardaki asetaminofenin sicanlarin karaciger dokusunda
yapisal degisikliklere yol acip acmadigini ve doza bagh olarak go6rilen
degisikliklerin INOS reseptdr dagilimiyla olan baglantisinin yani sira, bu etkinin
serum NO seviyeleriyle ve diger biyokimyasal parametrelerle olan iligkisini
incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Asetaminofen

Y

O

HO

Asetaminofen

Asetaminofen (Parasetamol), ayni zamanda agri giderici bir ila¢ olan
fenasetinin etkin metabolitlerinden biri olan para-aminofenol tlrevidir ve
kaynaklarda “4-asetamidofenol”,  “4—hidroksiasetanilid” veya “N-asetil-p-
aminofenol” isimleriyle de yer almaktadir. Yapisal olarak beyaz, kokusuz ve aci
tada sahip kristal toz seklindedir. Doymus ¢b6zeltisinin pH derecesi 6 olup, oldukca
kararhdir. Fakat bu kararhlik, asit veya alkali ortamlarda azalmakta ve
parasetamol, bu tur ortamlarda yavas bir sekilde asetik aside ve para aminofenole
donusmektedir (48).

Ates dusurucu etkisini merkezi sinir sisteminde yer alan hipotalamustaki isi
merkezi Uzerinden goOsterirken, agri kesici etkisi agri esigini yikseltme 6zelligine
baglidir (49). Asetaminofen ilk defa 1839'da kesfedilmis olmasina ragmen, daha
eski antipiretik (ates dusuricl) ilaclardan asetanilidin ve fenasetinin etkin bir
metaboliti oldugunun anlasildigi 1949 yilina kadar kisith sekilde kullaniimigtir (50-
52). Asetaminofenin uzun dénem 10 g/gun miktarini asan dozlarda akut karaciger
hasarlanmasi ortaya ¢cikmaktadir ve yetigkinler icin 6nerilen dozun Ust siniri, en
fazla 4 g/gun’dir (53).

Yaygin sekilde kullaniimasina ragmen, asetaminofenin etki mekanizmasi tam
olarak ortaya cikarilamamigtir. Doku sigliklerini azalttigi bildiriimesine ragmen, az

oranda antienflamatuvar (iltihap giderici) 6zellige sahip gibi gérinmektedir ve in-



vitro ortamda, prostaglandinleri (PG) zayif sekilde ©Onlemektedir (54,55).
Asetaminofen, ates dusiurict ve agri kesici etki yonleriyle steroid olmayan
antienflamatuvar ilag (NSAIi) seklinde de dusiinilmektedir fakat, NSAI ilaglarin
anti-platelet (trombosit birikimini engelleyici) etkinlik ve mide Uzerine olan olumsuz

etkiler gibi bazi tipik 6zelliklerini tasimaz (56).

2.1.1. Farmakokinetik Ozellikler

Asetaminofen, vicuda alinmasindan 30-60 dk sonra kandaki en ylksek
yogunluguna ulagir. Asetaminofenin dolasimdaki plazma proteinlerine hafif sekilde
baglanan % 95’lik kismi, karacigerdeki mikrozomal enzimler tarafindan stilfat ve
glukronit bilesenlerine cevrilir. ilacin geriye kalan % 5'i ise degismeden atilir.
Asetaminofenin plazmadaki yari 6mri 2-3 saat olup, bobrek iglevlerinden gorecel
olarak etkilenmez. Toksik dozlarda alindiginda veya karaciger rahatsizliklarinda,
bu sire iki katina kadar cikabilir (57). Tedavi amaciyla kullanilan doz arahigindaki

biyo yararlanim orani, % 75-80 arasindadir (58).

2.1.2. Endikasyonlari (Kullanim Alanlari)

Asetaminofen etkin bir agr kesici ve ates dusiriciu ajan olarak aspirine
esdeder olmasina ragmen, antienflamatuvar 6zelliklerinin olmamasi dolayisiyla
aspirinden farklilk gosterir. Urik asit seviyelerini etkilemez ve kanin pihtilasmasini
engelleyici 6zellige sahip degildir. Bas ve kas agrisi, dogum sonrasi ortaya ¢ikan
agn gibi thmli veya orta derecedeki agrilarda veya aspirinin etkin oldugu diger
durumlarda kullanighdir. Antienflamatuvar tedavide yardimci bir analjezik olarak
kullanilmasina ragmen, romatoid artrit gibi bazi inflamatuvar durumlarda tek
basina pek etkili degildir (57). Aspirine karsi duyarlihdi olanlarda, salisilatlarin
kullanilabilirliginin az oldugu durumlarda, hemofili, peptik Ulser veya aspirine bagh
gelisen bronkospazm vakalarinda ve viral enfeksiyonu olan cocuklarda
asetaminofen tercih edilmektedir. Asetaminofen, aspirinden farkl olarak urikozurik
ajanlarin etkisini azaltmaz ve gut hastaliginin tedavisinde, probenesitle birlikte
verilebilir (57).



2.1.3. iitihap Onleyici Etki

Asetaminofenin sadece zayif bir iltihap 6nleyici etkiye sahip oldugu genel
kabul gérmus olmasina ragmen, dis cerrahisi sonrasinda doku sisligini azalttigina
yonunde bazi raporlar mevcuttur (54,55). Yapilan bir ¢calismada, asetaminofenin
cerrahi sonrasi yumusak doku ¢6demini plasebo grubuna goére % 30 oraninda
azalttigi bildirilmistir (59).

250 mg/kg dozunda uygulanan asetaminofenin, ddem ve siglikleri orta
derecede giderebildigi fakat, bu etkinin 250 mg/kg dozunda uygulanan aspirin
kadar olmadigi rapor edilmistir (60). Buradan hareketle, hayvan modellerinde
yiksek dozlardaki asetaminofenin, zayif sekilde iltihap onleyici etkiye yol actigini

sdylemek mumkundar.

2.1.4. Ates Dusurucu Etki

Asetaminofenin ateg dusurucu etkinligi, pek ¢ok tiirde gosterilmistir. Milton ve
Wendlant'in yapmis olduklar ¢alisma, bu konudaki en eski kaynaklardan biridir.
Bu calismada, asetamiofenin kedilerin beyin ventrikillerine enjekte edilen
endotoksin kaynakli atesi dusurebilirken, ayni yere enjekte edilen PGE; kaynakli
atesi etkilemedigi bildirilmistir (61,62). Bu durum, steroid olmayan antienflamatuvar
ilaclarin antipiretik etkinliginin pirojenik (ateslenmeye yol agan) PG’lerin Gretiminin
engellenmesine bagh oldugunu fark eden Vane tarafindan aciklanmistir (63).
Daha sonra yapilan bir calismada, asetaminofenin kedilerdeki bakteri kaynakh
pirojenlerce uyarilan atesi, beyin—omurilik sivisindaki PG benzeri maddelerin
seviyesindeki azalmaya paralel olarak dusurdigua gOsterilmistir  (64).
Asetaminofenin, enjekte edilen interlokin-1 gibi i¢ kaynakl bir pirojene cevap
olarak beyin-omurilik sivisindaki PG seviyelerini ve atesi etkin bir sekilde
dusurmesi ilginctir (65). Ek olarak, kedilerde beyin ventrikiline enjekte edilen
sodyum aragidonatin yol actigi pirojen etki, damar ic¢i yoldan enjekte edilen

asetaminofenle geri dondurtulmagtur (66).



Asetaminofen, yuksek atesi olan ¢ocuklarin tedavisinde siklikla tercih edilen
bir ilag olmus ve ketorolak gibi yeni ates dusuruci ajanlarin denenmesinde bir

Olclt ajan olarak kullaniimistir (67—71).

2.1.5. Agn Kesici Etki

Lim ve arkadaglari tarafindan capraz perfiizyonlu kopek dalagi Uzerinde
yapilan denemelerde, asetaminofenin agri kesici etkisinin merkezi olmaktan daha
¢cok cevresel bir yeri oldugu gosterilmistir (72). Bu denemede, asetaminofenin
dalaga enjekte edilen bradikinine olan cevabi engelledigi gortlmustir. Dolayisiyla,

bu ilacin morfinin aksine etkinligin ¢evresel olarak gosterdigi sonucuna ulagiimigtir.

2.1.6. Asetaminofenin Yan Etkileri

Tedavi amaciyla kullanilan doz araliginda, bazen karaciger enzimlerinde
ihmh bir yilkselmeye yol acabilir. ilaca bagl olan bu durum, geri dénisludiir. Daha
yiksek dozlarda alinmasi durumunda bas donmesine, huzursuzluga ve yonelim
bozukluguna yol acabilir. Asetaminofen, 15 g dozunda alinmasi halinde
karacigerde ciddi hasarlanma ve nekrozla birilkte bdbreklerde tubuler nekroza yol
acabilir ve 6lumcdal olabilir (57). Bulanti, kusma, ishal ve karin agrisi, karacigerdeki
hasarlanmanin  erken belirtileri arasindadir. Karacigerde herhangi bir
hasarlanmanin olmadigi, fakat bobreklerin etkilendigi bazi nadir vakalar da
bildirilmigtir. Bazen bu etki, normal dozlarda kullanimin ardindan da ortaya
cikmigtir. Buradaki tedavi, asiri dozda aspirin sonrasi uygulananla karsilastirildigi
zaman daha az yuz guldiracuadar (57). Asetaminofen zehirlenmesinde, destek
tedavisine ek olarak son derece faydali olduklar gosterilen yontemler arasinda,
sulfidril gruplarnin toksik metabolitlerin etkisizlestiriimesi i¢in kullanilmasi yer
almaktadir. Asetilsistein, bu amacgla kullaniimaktadir. Fenasetinin kullaniimasi
sonrasinda ortaya ciktigi bildirilen hemolitik anemi ve methemoglobinemi,
asetaminofen icin nadiren rapor edilmigtir. Ayrica, bu ila¢ sindirim sisteminde
herhangi bir kanamaya da yol acmamaktadir. Karaciger rahatsizligi olan
hastalarda, dikkatli bir sekilde kullaniimahdir (57).



2.1.7. Doz ve Kullanim Bilgileri

Asetaminofenin, gunlik kullanimda tablet, sivi stispansiyon, fitil veya flakon
sekilleri bulunmaktadir. Yetiskinlere verilen ortalama doz 500 mg/gin-1 g/gin
arasinda degismekte olup, tavsiye edilen dst sinir 4 g/gun’dar (73). Toksik doz,
oldukca degiskenlik gdstermektedir. Yetigkinlerde, bir defada alinan 10 g uzeri
dozlarin veya 150 mg/kg dozunun toksik etkiye yol agma ihtimali yiksektir (74).
Daha dusuk dozlarin 24 saat icinde alinmasi ve toplamda bu sinirlari gegmesi
veya 4 g/gun seviyesindeki kullanimin kronik sekilde devam etmesi de, yine
toksisiteye yol acabilmektedir. Cocuklarda, 200 mg/kg’'nin Gzerindeki dozlar toksik
etki potansiyeli tagsimaktadir. Yetiskinlerdekine gére daha yiksek olan bu sinir,
cocuklarin bobrek ve karacigerlerinin goéreceli olarak daha buyiuk olmasina ve

asetaminofen doz agimini daha iyi karsilayabilmelerine baghdir (75).

2.1.8. Asetaminofen ve Lipit Peroksidasyonu

Asetaminofenin toksik etkilerinin ortaya cikabilmesi, metabolize olmasina
baghdir. Metabolizma sonucunda acgiga ¢ikan NAPQI'nin hem protein tiyolleri ve
hem de glutatyonla kovalent baglar sagladigi gosterilmigtir (76—78).
Asetaminofene bagh s6z konusu etkilerin aciga cikisinda, son zamanlarda
NAPQI'nin yani sira lipit peroksidasyon mekanizmasinin da yer aldigindan da
bahsedilmektedir (79). Ayrica, karacigerdeki glutatyon depolarinin azalmasi
sonrasinda karaciger hucrelerinde lipit peroksidasyonunun ve kovalent baglanma
olayinin ayni anda gerceklesebilecegi de 6ne surdlmustir (80). Asetaminofenin
asirt dozlarinda, glutatyonun azalmasi ve antioksidan sistemin etkinliginin

azalmasi sonucu lipit peroksidasyonunda artis oldugu rapor edilmistir (79).

2.2. Nitrik Oksit (NO)

NO, 1987 vyilinda kan damarlarinin asetilkolin uygulamasi sonrasinda

endotele bagh sekilde gevsemesinden sorumlu molekil olarak kesfedilmigtir

(81,82). Bundan kisa bir sire sonra, damar endotel hicrelerinden koéken alan



NO’nun L-arjinin amino asidinden sentezlendigi gosterildi (83). NO, yari édmri
birka¢ saniye olan, hizla ¢6zunebilen, reaktif ve gaz halinde bir molekdldur.
Gunumuzde NO’nun memelilerdeki dolasim, sinirsel iglev ve savunma gibi bazi
olaylari ve sistemleri de icine alan fizyolojik ve patofizyolojik streclerin

dizenlenmesinde yer aldigi ortaya cikariimigtir (84,85).

2.2.1. Nitrik Oksidin Biyosentezi ve NOS'un izoformlari

NO, L-arjininden ug¢ farkli NO sentaz (NOS) enzimi araciligiyla sentezlenir.
islevsel ydnden etkin olan nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi, dimerik sekilde
bulunur. Her ¢ NOS monomerinin molekil yapisinda da, oksijenaz iceren bir N-
terminal ucu ve kalmodulin tanima bdlgesine sahip bir C-terminal ucu vardir.
Enzimlerin reduktaz bolgesinde NADPH, flavin adenin dintkleotid ve flavin
mononukleotid gibi bazi kofaktorler igin baglanma bdolgeleri bulunurken, oksijenaz
bdlgesinde hem ve tetrahidrobiopterin (BH4) kofaktorlerinin yani sira, L-arjinin icin

de baglanma sahalar vardir (86—89).

NO’nun L-arjininden sentezlenmesi, iki farkli reaksiyonla gerceklesir. NOS
monooksijenasyon-I reaksiyonu denilen birinci basamakta, L-arjinin NO sentezi
icin bir araci olan N omega-hidroksil-L-arjinine déntsir. Bu reaksiyon icin, NADPH
ve oksijen gerekir. NOS monooksijenasyon-II reaksiyonu denilen ikinci basamakta,
N omega-hidroksil-L-arjinin bileseni NO ve sitriline oksidize edilir. Flavin adenin
dintkleotid ve flavin mononukleotid, kalmodulin ve BHa, bu siregte ko-faktor olarak
gorev yapar (89,90-93). NOS enzimleri, G¢c ana gruba ayrilir. Bunlar néron kaynakli
NOS (nNOS veya NOS1), endotel kaynakh NOS (eNOS veya NOS3) ve
uyarilabilir NOS (iINOS veya NOS2) seklinde siniflandirilmaktadir. NO sentez
reaksiyonlari temelde her G¢ NOS cesidinde de aynidir fakat, NO dretiminin

duzenlenmesi enzimler arasinda farklilk gosterir.
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Sekil 1. Nitrik oksidin L-arjinin amino asidinden sentezlenmesi

Damar endotelinin yani sira merkezi ve periferik sinir sisteminde ilk
kesfedilenler sirasiyla eNOS ve nNOS’tur. Guinimizde, bu enzimlerin ¢esitli hiicre
ve doku tiplerinde Udretildikleri bilinmektedir. NO’nun adi gegen NO sentazlar
araciligiyla Uretilmesi, cogunlukla enzim etkinligi seviyesinde dizenlenmektedir ve
bu reaksiyonlarda, az miktarda NO Uretilmektedir. Hicre i¢i kalsiyum iyon yogun

lugundaki degisiklikler, NO sentezinde anahtar bir role sahiptir.

Endotel hucrelerindeki asetilkolin ve beyindeki glutamat gibi agonist
maddeler, etkiledikleri reseptoérler araciligiyla kalsiyum iyonunda artisa yol acar ve
bu yolla, NOS enzimlerini ve NO Uretimini etkinlestirir. Kalsiyumdaki artis, eNOS
ve nNNOS gibi kalsiyuma bagimli enzimlerde oldugu gibi kalmodulinin NOS
molekuline daha kararli bir sekilde baglanmasini saglayarak, NO sentezini
baglatir (90,94).

Her iki izoform da, kalp-damar ve sinir sistemlerindeki fizyolojik sireclerde
yer almaktadir (89,95,96). Ayrica, eNOS ve nNOS sentezi transkripsiyon
seviyesinde de bir noktaya kadar dizenlenmektedir. Son yillarda yapilan
calismalar, nNOS Uretiminin (ekspresyonunun) sinirsel faaliyet, steroid hormonlari,
iltihabi sitokinler ve bakteri tirevi olan molekiller gibi cesitli etkenlerce

duzenlenebilecegini ortaya cikarmistir (97—99). Benzer gsekilde, eNOS Uretiminin
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dizenlenmesi de yerel cevresel sartlardan etkilenebilmektedir. Kan damarlarinin,
hiicresel buydmenin, blyime faktorlerinin, TNF-a (timor nekroz faktort alfa) nin
ve hipoksinin yol actigi etkilerin, eNOS dretimini yonlendirdigi bulunmustur (97,99—
101). Uyarnlabilir NO Gretimi, esas olarak iNOS ekspresyonunun dizenlenmesi
yoluyla kontrol edilmektedir. INOS istirahat halindeki hiicrelerde tespit
edilememektedir fakat, bu enzimin ekspresyonu lipopolisakaritler, inflamasyona
onculuk eden sitokinler, hipoksi ve yabanci DNA veya RNA gibi bazi unsurlar
tarafindan uyarilabilmektedir. iINOS, aralarinda makrofajlarin, karaciger epitel
hicrelerinin, kondrositlerin, epitel hicrelerinin, mezangiyel hicrelerin ve diz kas

hiicrelerinin de oldugu ¢esitli hiicre tiplerince uretilmektedir.

INOS uyarildigi zaman, uzun bir zaman dilimi boyunca ve fazla miktarda NO
uretimine yol acar. Bu yolla uretilen NO c¢esitli patofizyolojik sureclerle ilgili olup,
antibakteriyel (102) ve antiviral (103) etkinlik, mitokondriyon solunumunun
engellenmesi (104), protein nitrasyonu ve doku hasarlanmasinin uyariimasi
(105,106) gibi cesitli olaylarla baglantilidir. INOS enzim etkinliginin diizenlenmesi,
eNOS ve nNOS'takinden farkhdir. Kalmodulinin iINOS’a siki bir sekilde
baglanmasina ve NO sentezi i¢in gerekli bir molekil olmasina ragmen, INOS’un
etkinligi kalsiyum iyonlarindan bagimsizdir (107). INOS eksprese edildikten sonra,
birka¢ saatten gunlere kadar degisebilen zaman periyotlari boyunca NO Uretimine
yol acabilir ve Uretimin oldugu hicrelerde, programli hiicre 6lumu anlamina gelen
apopitoz olayini uyarabilir (85,89,102). Ayrica, agiz yoluyla etanol verilen farelerin
karacigerlerinde nekroz, enflamasyon ve yagh dejeneratif degisikliklerin géruldaga,
INOS geni yonunden eksikligi olan (-/-) farelerde ise bu tur degisikliklerin meydana
gelmedigi bildirilmistir (108). Yakin gecmiste, NOS enzim polimorfizminin bazi
klinik durumlarla baglantisinin oldugu 6ne sdrulmustiar. INOS promotor (6ncuil)
geninde yer alan 954(G-C)bp bélgesinde gorilen bir nokta mutasyonunun, sitma
hastaligina kargl korunma 6zelligiyle baglantili oldugu bildirilmistir (109). eNOS ve
INOS genlerindeki polimorfizmler, kalp ve damar hastaliklarinda sorumiu
tutulmustur (110,111). Bunun yaninda, nNOS genindeki polimorfizmin astim
hastaligiyla ilgisinin olabilecegi bildirilmigtir (112,113).
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2.2.2. NO ve Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu, coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyon yoluyla
yikilmasi islemidir ve oldukca zararli zincirleme bir reaksiyondur. Hicre zarinda
lipit peroksidasyonu yoluyla meydana gelen hasarlanma geri donusumsuizdur
(114). Malondialdehit (MDA), reaktif oksijen turlerinin hiicre zanyla etkilesiminden
kaynaklanan membran lipit peroksidasyonunun bir belirteci olup, membranda
hasarlanmaya yol acarak, hiicredeki yasam dengesinin bozulmasina yol acabilir.
Hucre zarinda hasarlanma, iglev bozuklugu ve hicreler arasi neksus
haberlesmesinin kaybi, kalsiyum ve diger iyon tasima sistemlerinin de kaybina yol
acar (115). Uc¢ veya daha fazla cift bag ihtiva eden yag asitlerinin
peroksidasyonunda tiyobarbitlrik asitle ©lculebilen MDA meydana gelir. Bu
reaksiyon, lipit peroksit seviyelerinin o6lctilmesinde sikhkla kullanihr. Lipit
peroksidasyonu, ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Dogrudan hticre zari yapisini
bozma ve dolayli olarak da reaktif aldehitler Uretme yoluyla, diger hicre

bilesenlerine zarar verir.

Peroksidasyonla olusan MDA, hticre zari bilesenlerinin ¢gapraz baglanmasina
ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu durum iyon tasinmasi, enzim etkinligi ve
hiicre ylzey bilesenlerinin birikimi gibi i¢ kaynakli membran 6zelliklerini degistirir.
Bu etkiler, MDA'nin nicin mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu aciklar
(116).

NO’nun, lipit peroksidasyonunu hem artirici ve hem de engelleyici bir yonu
vardir. Nitrik oksit, lipit peroksil radikallerini yakalayici islevi yonuyle lipit
peroksidasyonuna ait zincir reaksiyonlarini Onleyici etkiye sahiptir ve ayni
zamanda, peroksidaz enzimleri gibi pek ¢ok potansiyel tetikleyici unsurlari da
engelleyebilmektedir. Fakat ortamda siUperoksidin bulunmasi durumunda, NO
peroksinitrit sentezine yol acmakta ve lipit peroksidasyonunu baslatici etki
gostermektedir (117). Karbon tetrakloririn NO’yu engelleyen NG-nitro-L-arjinin
metil esteri (L-NAME) ve aminoguanidinle birlikte verildigi bir calismada, NO’nun

engellenmesinin karacigerdeki oksidatif hasarlanmayi artirdigi bulunmustur (118).
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NO’nun ve onun superoksitle girmis oldugu reaksiyonun bir Grind olan
peroksinitritin - (ONOOQ"), toksik hedef molekil reaksiyonlarina yol actigi
gosterilmistir. Oldukca hizli gerceklesen bu reaksiyonda peroksinitrit olusum hizi
6.7X10° L/mol/sn olup, difizyon simirhidir (119). Bu maddelerin uretimi,
enflamasyon veya diger patolojik olaylar esnasinda genellikle artmaktadir (120).
Sonucta, hicredeki proteinlerin tirozin kalintilarinin nitratlanmasi, hicrede iglev

bozukluguna ve 6lime yol acabilir (121,122).

2.3. Antioksidan Enzimler

2.3.1. Stiperoksit Dismutaz (SOD)

ik defa 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan tanimlanan superoksit
dismutaz enzimi superoksitin, hidrojenperoksit ve molekuler oksijene
donusuminde gorev alir. Reaksiyonun formulasyonu, su sekildedir:

20, + ] o [— » H,O, + O,

Bu reaksiyon ani olarak da gelisebilir fakat, SOD tarafindan katalizlendiginde
hiz1 4000 kat artar. Bunlar, Cu ve Zn iceren izomerler bulundurur (123, 124).

Bu enzim grubunun, canlida bulundugu bélgeye gore degisiklik gosteren Uc¢
farkl izoformu tespit edilmistir.

1) Cu-Zn SOD: Bakir ve c¢inko iyonlarini iceren dimerik tiptir ve
sitoplazmada bulunur. Siyanit, bu izoformun islevini baskilar. Hiicrede en fazla
miktarda bulunan izomerdir.

2) Mn SOD: Mangan iyonu iceren tetramerik tiptir ve mitokondriyonda
bulunur. Siyanit tarafindan bloke edilmez.

3) Hucre Digi SOD: Bu izoform, hicre zarindaki kollajene baglanarak
notrofil ve diger hicrelerden salinan superoksitleri kontrol eder.
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Enzimin fizyolojik iglevi, oksijeni katabolize eden hiicreleri stiperoksit serbest
radikalinin zararli etkilerine kargi korumaktir. Bu vyolla, lipit peroksidasyonu
engellenmis olur (125). SOD’un etkinligi, yuksek oksijen kullanimi olan dokularda
daha fazladir ve doku PO, artisina paralel olarak artar. Normal metabolizma
sirasinda hucreler tarafindan yiksek oranlarda superoksit Gretimi olmasina
ragmen, hicre ici superoksit seviyeleri disUk tutulur. SOD’un hicre disi
etkinligiyse oldukca dusuktur (126). SOD, fagosite edilmis bakterilerin hiicre ici
ortamda dldurilmesinde de rol oynar. Bundan dolayi, SOD grandlosit iglevi igin ¢ok
onemli bir enzimdir. Lenfositlerde, granulositlerden daha fazla miktarda SOD
bulunmaktadir (127).

2.3.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu olan
enzimdir. Hulcre zarindaki fosfolipit hidroperoksitlerini alkole indirger (128).
Tetramerik yapidadir ve dort selenyum atomu icerir. Sitoplazmada ve
mitokondriyonda bulunabilir (129). GSH-Px’in fagositoz yapan hucrelerde dnemli
islevleri vardir.

Diger antioksidanlarla birlikte, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositoz yapan hicrelerin zarar gormelerini engeller.
Eritrositlerde, oksidasyona yol acan strese karsi en etkili antioksidandir. GSH-PX’in
enzim etkinligindeki azalma, hidrojen peroksitin artmasina ve siddetli hiicre hasarina
yol acar. Ayni zamanda bu enzim, lipit peroksitlerinin indirgenmesini de
katalizlemektedir (130). Hicre zarina bagh en onemli bagl antioksidan olan E
vitamini miktari az oldugu zaman, hiicre zarinin peroksidasyona kargi korunmasini
saglar (128).

2.4. Karaciger

Karaciger, vicudun deriden sonra en buyuk organi ve en buyik bezidir.
Agirhgi, yaklasik 1,5 kg kadardir Diyafragmanin altindaki abdominal boglukla
yerlesmigtir. Karaciger, sindirim kanalindan emilen besinlerin islendigi ve viicudun
diger kisimlan tarafindan kullaniimak tzere depolandigi bir organdir. Bu yiizden

sindirim sistemi ile kan arasinda bir gecis bolgesi olusturur. Organa kanin % 70-
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80'i portal venden gelir. Geri kalan az bir boliimii ise, hepatik arterle saglanir. ince
bagirsaklardan emilen maddelerin ¢ogu, portal ven yoluyla karacigere ulagir.
Sadece kompleks lipitler (silomikronlar) lenf damarlariyla tasinir. Karacigerin
dolasim sistemindeki konumu, metabolitlerin bir araya getirilmesi, déntsturilmesi,
biriktiriimesi ve toksik maddelerin etkisizlestiriimesi ve elenmesi i¢in ¢ok uygundur.
Bu iglev, karacigerin lipit sindirimi icin 6nemli bir dis salgilamasi olan safrada
gerceklesir. Karacigerin, ayrica albimin ve diger tasiyici proteinler gibi plazma

proteinlerinin Uretilmesi gibi cok dnemli bir islevi de vardir (131).

2.4.1. Karaciger Stromasi

Karaciger, hilumda kalinlagan ince bir bag dokusu kapsuli (Glisson kapsulii)
ile ortaludur. Hilumdan organa portal ven ve hepatik arter girerken, sag ve sol
hepatik kanallar ve lenfatikler ¢ikar. Bu damarlar ve kanallar, klasik karaciger lop-
cuklan arasinda sonlandiklan (ya da kdken aldiklar) portal alanlara kadar bag
dokusu ile cevrilmigtir. Bu noktadan itibaren, karaciger lopcuklarindaki
hepatositlere ve sinlizoidal endotel hiicrelerine destek saglayan ince bir retikiler lif

agi olusur (131).

2.4.2. Karaciger Lobulu

Karacigerin temel yapi elemani, karaciger epitel hiicreleri olan hepatositlerdir
(Yun. hepar, karaciger + kytos, hicre). Bu epitel hicreleri, birbirleriyle baglantili
plaklar halinde gruplagsmiglardir. Isik mikroskobu kesitlerinde, “karaciger lobulu”
olarak isimlendirilen yapisal birimler gorulebilir. Karaciger lobill, 0.7 x 2 mm
boyutlarinda poligonal bir doku kutlesidir. Domuzda ve devede, lopguklar
birbirlerinden bir bag dokusu tabakasi ile ayrilir. insanda bu séz konusu degildir ve
lopcuklarin  ¢cogu birbirleriyle yakin temasta olduklari icin, kesin sinirlarinin
belirlenmesi olduk¢ca guctir. Lopcguklar, bazi kenar bolimlerde safra kanallari,
lenfatikler, sinirler ve kan damarlar iceren bag dokusuyla sinirlanmigtir. “Portal
alan” adi verilen bu bélgeler, lopguklarin koselerinde bulunur. insan karaciger

lobuliinde 3-6 adet portal alan bulunur ve her bir portal alanda bir venul (portal
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venin bir dal), bir arteriyol (hepatik arterin bir dali), bir kanal (safra kanali
sisteminin bir parcasi) ve lenfatik damarlar bulunur. Venul, stperiyor ve inferiyor
mezenlerik venlerle dalak veninden gelen kani icerir. Arteriyoldeki kan, abdominal
aortun c¢oOlyak dalindan gelir. Kibik epitelle ortali olan kanal, parenkim
hiicrelerinden gelen safray! tasir ve sonunda hepatik kanalin igine bosaltir. Lenf,
bir veya daha fazla lenfatikle taginir ve sonucta kan dolagsimina gecer. Bu yapilarin
hepsi, bir bag dokusu kilifi icinde bulunur (131).

Karaciger lobuluntn igindeki epitel hicreleri 1sinsal olarak dizilmigtir ve bir
duvarin tuglalarina benzer bicimde duzenlenmigtir. Bu htcre plaklari, lobdlin
periferinden merkezine dogru yonlenmislerdir. Labirent seklinde ve slinger benzeri
bir yapi olusturacak bicimde serbestce anastomozlasirlar. Bu plaklar arasindaki
boslukta, “karaciger sinuzoidleri” adi verilen kilcal damarlar bulunur. Sinizoid
kilcallari, sadece kesintili ve pencereli bir endotel tabakasindan olusan dizensiz
olarak geniglemis damarlardir. Pencereler yaklasik 100 nm c¢apindadir ve kiimeler
halinde gruplasmistir. Endotel hucreleri, altlarinda bulunan hepatositlerden
kesintili bir bazal laminayla ve “Disse araligi” adi verilen endotel alti bir boslukla
ayriimisgtir. Bu aralikta, hepatositlerin mikroviluslar bulunur. Sonug¢ olarak, kan
sivisi endotel duvarindan kolayca gecer ve hepatosit ylzeyi ile temas eder.
Bdylece, sinltzoid limeniyle karaciger hicreleri arasinda makromolekul ahgverigi
kolaylikla saglanir. Bu gegis, sadece c¢ok sayida buyuk molekalin (6rn.
lipoproteinler, albumin, fibrinojen) hepatositler tarafindan kana verilmesi yoninden
degil, ayni zamanda bu makromolekillerin ¢ogunun hepatositlerce alinip

c6zlilmesi yonunden de fizyolojik bir 6nem tasir (131).

Sintzoid ince bir retiktler lif kilifiyla desteklenmis olup, burada endotel
hicrelerine ek olarak, “Kupffer hucreleri” adi verilen ve endotel hicrelerinin
limene bakan yuzlerinde yerlesik makrofajlar da bulunmaktadir. Bu htcrelerin
baslica iglevleri yagh eritrositlerin metabolize edilmesi, hemoglobinin sindiriimesi,
bagisiklik olaylaryla ilgili proteinlerin salgilanmasi ve kalin bagirsaktan portal kana
gecen bakterilerin ortadan kaldirlmasidir. Kupffer hucreleri, karaciger hucre

toplulugunun % 15'ini olusturur. Bu hiicrelerin ¢codu, fagositozda ¢ok etkin olduklari
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periportal lopcuk bélumlerinde yerlesmistir. Disse araliginda, “ito hiicreleri” olarak
da bilinen ve yag depolayan htcreler yer almaktadir. Bu hiicrelerde, A vitamini
yoniiden zengin lipit ¢cokeltileri bulunur. ito hiicreleri, saglkl karaciger dokusunda
retinoidlerin alinmasi, depolanmasi ve salinmasi, bazi hicre digi matriks
proteinlerinin ve proteoglikanlarin sentezi ve salgilanmasi, buyime unsurlarinin ve
sitokinlerin  salgilanmasi ve c¢esitli duzenleyici maddelere (6rn.PG veya
tromboksan A;) cevap olarak sinizoid limen capinin didzenlenmesi gibi bazi

islevlere sahiptir (131).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismanin deney kismi, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakultesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari ve Biyokimya

Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirildi.

3.1. Gereg
3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu calismada, toplam 70 adet Wistar albino cinsi digi sican kullanildi.
Hayvanlarin grup agirliklar, ortalama olarak 134-144 g arasindaydi. Deney
suresince, sicanlara yeteri kadar (ad libitum) su ve yem (Yem Kurumu Standart

Sican Yemi) verildi.

3.1.2. Kullanilan llaglar

Asetaminofen: Calismada, serum fizyolojik icinde ¢6ziinmis halde bulunan
5, 10, 20, 100, 200 ve 500 mg asetaminofen (Sigma) kullanildi. Toplamda, 35 mi
cOzelti kullanildi.

3.1.3. Biyokimyasal Calisma icin Kullanilan Malzelemeler

1- Sogutmali Santriftj: Eppendorf MR5415 (Almanya)

2- Santrifilj: Jouan B4i (Fransa)

3- Derin Dondurucu: Ugur (Turkiye)

4- Hassas Terazi: Scaltec SPB 33 (isvicre)

5- Vorteks: Niive NM 100 (Turkiye)

6- Otomatik Pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
7- Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya)

8- Cam-Teflon Homojenizatér

9- Sonikator: Bandelin Sonoplus (Almanya)

10- pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)
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11- Manyetik Kangtirici: Nuve (Turkiye)
12- Homojenizatoér: Ultra Turrax T25 (Almanya)
13- Biyokimya Analizért: Roche/Hitachi Modular P800 (Almanya)

NO tayini i¢in kullanilanlar

«NO Eliza Kiti (Cayman)

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Tayini icin Kullanilanlar

» Potasyum dihidrojen fosfat, Merck (Almanya)

« Disodyum hidrojen fosfat dihidrat, Merck (Almanya)
« Glutatyon rediiktaz, Fluka (isvicre)

* B-NADPH, Sigma (Almanya)

 Glutatyon-redikte, Sigma (Almanya)

» Kiimen hidroperoksit, Sigma (Almanya)

« Titripleks Ill, Merck (Almanya)

» Kumen hidroperoksit ¢dzeltisi (0.18 mM
 Glutatyon c¢ozeltisi (4 mM)

 Glutatyon reduktaz (= 0,5 U/L)

Lipit peroksidasyonu (MDA) tayini i¢in kullanilanlar

» TCA (Trikloroasetik asit) Merck, Katalog no: 100810 (Almanya)
* TBA (Tiyobarbiturik asit) Merck, Katalog no: 100180 (Almanya)

Superoksit dismutaz (SOD) tayini icin kullanilanlar

= KH,PO, (Potasyum dihidrojen fosfat) Merck, Katalog no: 106323
(Almanya)

« NayHPO,4.2H,0 (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)

« CuCl, (Bakir klortir) Sigma (Almanya)

« NaCO;3 (Sodyum karbonat) Merck (Almanya)

« NBT (Nitroblue tetrazolium) Sigma (Almanya)

3.2. YOntem

3.2.1. Deney Plani

Calismada, alti deney grubu ve bir kontrol grubu olusturuldu. Her bir grupta
onar adet olmak Uzere toplam 70 adet sican kullanildi. Deney plani, Tablo 1'de

verilmigtir.

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

Grup Il: 5 mg / kg dozunda asetaminofen c¢ozeltisi, periton igine enjeksiyon
yoluyla verildi.

Grup lll: 10 mg / kg dozunda asetaminofen ¢ozeltisi, periton icine enjeksiyon
yoluyla verildi.

Grup IV: 20 mg / kg dozunda asetaminofen ¢ozeltisi, periton igcine enjeksiyon
yoluyla verildi.

Grup V: 100 mg / kg dozunda asetaminofen c¢ozeltisi, periton icine
enjeksiyon yoluyla verildi.

Grup VI: 200 mg / kg dozunda asetaminofen c¢ozeltisi, periton igine
enjeksiyon yoluyla verildi.

Grup VII: 500 mg / kg dozunda asetaminofen c¢ozeltisi, periton icine

enjeksiyon yoluyla verildi.

Calismada uygulanan batin asetaminofen dozlari, ilgili literatire gore
belirlenmistir (132-137).
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Tablo 1: Deney plani

Hayvan Tedavi Doz Sire
Gruplar Sayisi

I 10 Kontrol 1 ml SF 1 Gun

Il 10 Asetaminofen 5mg/ kg 1 Gun

[l 10 Asetaminofen 10 mg / kg 1 Gun

\Y 10 Asetaminofen 20 mg / kg 1 Gin

\Y 10 Asetaminofen 100 mg / kg 1 Gin

Vi 10 Asetaminofen 200 mg / kg 1 Giun
Vi 10 Asetaminofen 500 mg / kg 1 Gin

Deneyin baslangicinda, ilk gun siganlarin agirliklari o6lculdu. Calismanin
baglangicindan 24 saat sonra deney sonlandirildi ve ketamin anestezisi altinda
karacigerler ve kan ornekleri alindi. Alinan karacigerin bir kismi biyokimyasal
analiz i¢in ayrildi ve fosfat tamponuna konuldu. Karacigerin geri kalan kismi ise,

histolojik calisma igin % 10’luk nétral formaldehit ¢ozeltisine konularak tespit edildi.
3.2.2. Histolojik Caligmalar
Yuzde 10’luk notral formalin ¢ozeltisi icinde bir gece boyunca bekletilerek
sabitlenen doku ornekleri, bir gece akan suda yikama islemine tabi tutulduktan

sonra asagida gosterilen igslemlerden gecirildi.

A) Suyun Dokulardan Uzaklastiriimasi

Alkol derecesi Sire
%70 1 gece
%80 1 saat

%90 1 saat



21

%96 1 saat
%100 1 saat
%100 1 saat

B) Seffaflandirma

Ksilol 1/2 saat
Ksilol 1/2 saat

C) Parafin Emdirme

Ksilol+Parafin (60 °C etiivde) 15 dakika

Yumusak parafin (60 °C etlivde) 1 saat

Sert parafin (60 °C etlivde) 4 saat
D) Gbmme

Sert parafin

Hazirlanan parafin bloklardan, Leica tipi kizakh mikrotom kullanilarak 5 pm
kalinhginda kesitler alindi ve hematoksilen-eozin kullanilarak boyama yapildi.
Boyanan drneklerin incelenmesinde ve fotograflarinin ¢ekiminde, Olypus BX-50

tipi binokuler arastirma mikroskobu ve géruntileme donanimi kullanildi.
3.2.3. Immunohistokimyasal Calisma
a) Kesitlerin elde edilmesi:

Elde edilen tim doku 6rnekleri, % 10‘luk formalin solusyonuna alindi. Dokular
en fazla 24 saat formalin solisyonunda bekletildi. Daha sonra yukarida sayilan
rutin histolojik yontemler kullanilarak dokular parafine gémuldi. Mikrotom (Leica

tipi kizakh mikrotom) ile alinan 5 pm kalinliginda seri kesitler lizinli lamlara alindi.
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immiin boyamada kullanilan kimyasal maddeler:
Birincil (Cogul Klonlu-Poliklonal) Antikor:

iINOS (Epitopa Ozguin Tavsan Antikoru, Labvision Fremont, CA 94539, USA)
Seyreltme c¢ozeltisi olarak, fosfat tampon solisyonu (PBS, Phosphate Buffer
Solution) kullaniimigtir. Bu solisyonun hazirlanigi asagida ayrintili  olarak

verilmigtir.
ikincil Antikor:
Biotinylated Goat Anti-Polyvalent-Labvision TP-125-BN
Fosfat Tampon Solisyonu (PBS; Phosphate Buffer Solutaion):

» Sodyumdihidrojen fosfatomonohidrat (NaH,PO4.H,0O, K.N:3090,Merck):
1,37¢r.

» Sodyumdihidrojen fosfatodihidrat (NaH,P0O,4.2H,0, K.N: 6345,Merck):
1,56qr.

» Sodyum klorir (NaCl, K.N: 6048,Merck) 8,76gr
« Distile su: 1000 ml.

Sitrik Asit Soliisyonu:

« Sitrik asit: 2,1 gr.

* Distile Su: 1It.

» Hazirlanisi: Sitrik asit distile su icinde eritilir ve karnistirihir. PH=6 olacak
sekilde, 2M NaOH ilave edilir.
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Hidrojen Peroksit Solisyonu (%3) :

* Metanol 5.4 ml.

* Hidrojen Peroksit 0,6 ml.

» Hazirlanisi:Metanol ve Hidrojen Peroksit karigtirilir.

Kromojen:

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

Bu madde, ikincil antikor olarak kullanilan Horseradish-peroksidaz enziminin

substrati olarak kullanildi.
Zit Boyama:

» Zit boyamada amag¢ dokudaki antijenik olmayan hicre ve htcre yapilarini

boyamakitir.
. Mayer hematoksilen ile yapildi.

imminohistokimyasal Boyama Yéntemi:

« 4 ym kalinliginda ede edilen parafin kesitler etiivde 37 °C’ de etiivde bir

gece bekletildi.
» Deparafinizasyon islemi i¢in 20 dakika ksilende tutuldu.
» Dehidratasyon iglemi i¢in 20 dakika absolut alkolde tutuldu.
* Distile sudan gecirildi.
* Antijen retrievel uygulamasi icin citrate buffer tamponu iginde Labvision PT

« Modulle cihazinda 98°C de 20 dakika isitildi, 20 dakika oda 1sisinda

sogutuldu.
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* Distile sudan gegirildi.

» Dakopen ile cevrelenen dokulara nemli ortamda % 3’lik H,O, 20 dakika

sureyle uygulandi.
* PBS c6zeltisinde yikand.
 Ultra V blok ile 5 dakika inkibe edildi.

» Dokular 1 saat sireyle oda i1sisinda primer antikor INOS (Epitope Spesific
Rabbit Antibody) Labvision Fremont CA 94539 USA ile 1/50’lik dilisyonda
enkube edildi.

* PBS’de yikandi.

« ikincil antikor Biotinylated Goat Anti-Polyvalent- Labvision TP-125-BN ile

20 dakika muamele edildi.
* PBS ¢oOzeltisinde yikand.
« Streptavidin damlatildi (20 dakika).
* PBS ¢ozeltisinde yikand.
» Daha sonra, dokularin tizerine DAB damlatildi (5—-10 dakika).
« Distile su ile yikandi.
* Hematoksilen ile zit boyama yapildi (1 dakika).
* Distile su ile yikandi.

» Dehidratasyon i¢in, sirasiyla % 80, % 96 ve % 100’luk alkol serilerinde
beser dakika bekletildi.

* Preparatlar, 2 x 5 dakika ksilolde seffanlastiriidi.
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» Kapatma iglemi, entellan kullanilarak gerceklestirildi.

» Kontrol amaciyla, her poliklonal antikor icin birka¢ kesit birincil antikor

basamagi atlanarak (dokulara PBS damlatildi), izleyen basamaklara gecildi.

3.2.4 Degerlendirme:

immiinohistokimyasal yontemle boyanan karaciger doku kesitlerindeki iNOS
reseptor yogunluklarinin belirlenmesinde, yari nitel degerlendirme yo6ntemi

kullanildi (138). Bunun icin, su derecelendirme ol¢utine basvuruldu:

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

(++): Orta derecede boyanma (+++) : Yogun sekilde boyanma

3.3.1. Biyokimyasal Caligmalar
3.3.1.1. Dokularin Biyokimyasal Ol¢iimlere Hazirlanmasi

Karaciger doku numuneleri, kanin uzaklastirimasi amaciyla 6énce soguk
distile su ile yikandi. Daha sonra, doku 6rnekleri 150 ml’lik soguk potasyum fosfat
tamponu icine alinarak -20°C’de muhafaza edildi. Derin dondurucudan cikarilan
karaciger ornekleri, buzlarinin ¢ézulmesinin ardindan t¢ kez soguk distile su ile
yikandi ve kurutma kagidi ile kurulandi. Kurulanan karaciger ornekleri tartilarak,
hacim doku agirhginin 10 kati olacak sekilde fosfat tamponu icine alindi ve buz
tzerinde homojenizatorle 16,000 devir/dk hizinda iki dakika boyunca homojenize
edildi. Elde edilen homojenatlardan, TBARS 6lcumu yapildi (139).
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3.3.1.2. Suiperoksit Dismutaz (SOD) Etkinliginin Olgulmesi

SOD etkinliginin belirlenmesi icin kullanilan deneyin yapihs ilkesi, Sun ve

arkadaslarinin yontemine dayanmaktadir (140).

Deneyin ilkesi:

Superoksit dismutaz, cesitli yollarla ortaya cikan siuperoksit (O2) radikalinin
hidrojen peroksite (H,O,) dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. Ksantin-ksantin
oksidaz (XO) sistemi ile dretilen O, radikallerinin (reaksiyon 1) nitroblue
tetrazolium (NBT) bilesenini indirgemesi esasina dayanir. Olusan O radikalleri,
nitroblue tetrazoliumu indirgeyerek renkli formazon olusturur (reaksiyon 2). Bu
kompleks, 560 nm’de maksimum absorbans verir. Enzimin bulunmadigi ortamda,
bu indirgeme meydana gelmekte ve mavi-mor renk olusmaktadir. Ortamda SOD
bulundugunda ise, NBT indirgenmesi olmayip mavi-mor renk meydana
gelmemekte ve enzimin miktarina ve etkinligine bagh olarak acik renk
olusmaktadir (reaksiyon 3). Bu reaksiyona dayanan optik yogunluktaki azalmadan
yararlanilarak, reaksiyonun SOD tarafindan yuzdelik engelleme orani belirlendi ve
sonuglar U/mg protein olarak degerlendirildi.

Enzimin Ylzdelik Engelleme Orani = (AbSksr — AbSnum) / AbS sy X 100

XO

Ksantin —— Urik asit + O,~ (1)

NBT + O, ——————» Formazan boyasi (2)

SOD

O, + 0, — 0O, + H>0O, (3)
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SOD tayini i¢in kullanilan reaktifler
SOD reaktifi [0.3 mmol/L ksantin, 0.6 mmol/L EDTA (Na tuzu), 150 pmol/L
NBT, 400 mmol/L Na,CO3, 1 g/L bovine serum albumin (BSA)], 167 U/L ksantin

oksidaz (XO), 0.8 mmol CuCl,.

Deneyin yapiligi

Korv (mL) Numune (mL)
SOD reaktifi 2.85 2.85
Ekstrakt - 0.10
Bidistile su 0.10 -
XO 0.05 0.05

25 °C'de 20 dakika inkiibasyon

CUC|2 1 1

Distile suya karsi kérv’den baslanarak numuneler 560 nm’de okunur.

SOD etkinliginin hesaplanmasi

% Engelleme Orani = (JAbsorbans koérv (K)—Absorbans numune (N)] ) / K x
100
% 50'lik engellemeye 1 U denildigi igin:
Etkinlik (U/ml) = [(% inhibisyon / 50) x (1 /0.1)] ml.
U/ml =[(K =N) /K] x 20 x 5 (sulandirma faktorii)
Ozgun etkinlik (U/mg protein) = (U/mL/ml protein) (136).
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3.3.1.3 Lipit Peroksidasyon (MDA) Olgiimii

Doku orneklerindeki lipit peroksidasyon seviyeleri, tiobarbitlrik asit reaktif
substans (TBARS) yogunluklari élctlerek tespit edildi (116).

Deneyin ilkesi

MDA (TBARS) seviyelerinin 6lcimu, Draper ve Hadley'in metoduna gore
yapildi (115). Yag asidi peroksidasyonunun son urind olan malondialdehit (MDA),
TBA ile reaksiyona girerek 532 nm’de en Ust seviyede dalgaboyu emilimine yol
acan renkli bir kompleks olusturur.

TBARS dl¢cumu igin kullanilan reaktifler

2.5 ml yuzde 10luk TCA (Trikarboksilik asit) ve 1 ml ylzde 0.67’lik TBA
(Tyiobarbittirik asit).

Deneyin Yapihigi

Numune Numune korv'i
Deiyonize su 1mL 1mL
Homojenat 0.5 ml -
TCA cozeltisi 2.5 ml 2.5ml

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

dk‘da 10 dakika boyunca santrifiije edildi. 2 ml sipernatant alinip,

Numune Numune korv'u

Supernatant 2ml 2 ml
TBA c¢oOzeltisi 1 mi 1ml
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15 dakika kaynar suda bekletildi ve hemen sogutuldu. 532 nm’de numune
yerine distile su konularak, hazirlanan koérve kargi absorbanslari okutuldu. MDA—-
TBA (TBARS) kompleksinin 532 nanometredeki ekstrinksiyon katsayisindan (1.56
x 10° cm™.m™) yola ¢ikilarak, nmol / ml cinsinden MDA degeri bulundu. Elde edilen
sonuglarin mlP'deki protein miktarina bolinmesi yoluyla, nmol / mg protein

cinsinden TBARS degeri bulundu.

3.3.1.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Etkinliginin Olgulmesi:

Deneyin prensibi Paglia ve Valentine’nin metoduna dayanmaktadir (141).
Deneyin Prensibi: Glutatyon peroksidaz, kiimen hidroperoksid ile glutatyonun
oksidasyonunu katalizler. Okside glutatyon, NADPH varliginda glutatyon rediktaz
tarafindan indirgenir. Bu arada NADPH, pozitif yiiklii NADP"’ye oksitlenir.

GSH-PX
2GSH + ROOH » ROH + GSSG + H,0

Glutatyon Reduktaz
GSSG + NADPH + H » NADP'+ 2GSH

NADPH'nin azalmasina bagh olarak 340 nm‘de meydana gelen absorbans
degisimi 6lculerek enzim aktivitesi hesaplandi. Deneyin yapiligi: Bir deney tipunde
1 ml; glutatyon (4 mM), glutatyon rediktaz (= 0.5 U/L) ve B-NADPH (0.34 mM)
cozeltilerini iceren reaktif ile 20 ul numune karistirihp, élcimden hemen 6nce 40 pl
kiimen hidroperoksit (0,18 mM) ilave edildi. Enzim aktivitesini 6lgmek igin 340
nm’deki absorbans degisimi hesaplandi. U/L cinsinden bulunan enzim aktivitesi,
homojenizasyon esnasindaki diliisyon katsayisi ile ¢carpildiktan sonra doku protein

degerine bolunerek sonuclar U/gr birimi olarak ifade edildi.
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3.3.1.5 Serum Nitrik Oksit (NO) Seviyesinin Ol¢iilmesi

Deneyin ilkesi

Vicutta in vivo ortamda Uretilen NO, hizli parakrin etki gosterir. NO, guanilat
siklaz enziminin prostetitk grubuyla reaksiyona girerek enzimi etkinlestirir ve cGMP
seviyelerinde artisa yol acar. NO, ayni zamanda vicut sivilarinda bulunan bazi
molekillerle de reaksiyon verir. Bunlari, su sekilde siralayabiliriz:

NO + Oy e » ONO; + [ [ » NOj3 + H*
2NO + Oy  ---=-mmmeme- »  NyO4 + HoO  --mmmmmeeeee » NO, + NOs
NO +NO;  -----mmmmmmee- > NoOz+ Hp0  --ooomoommooeeee- > 2NO;

Olcum yoénteminde, iki basamakli bir tepkime surecinden faydalanilir. Birinci
basamakta nitrit, nitrat rediiktaz araciigiyla nitrata donistiriiliir. ikinci basamakta
ise, nitriti koyu mor renkli azot bilesenine donustiren Griess Reaktifi ortama
eklenir. Bu bilesenin dalgaboyunu emme orani (absorbance) olculerek, NO

yogunlugu hesaplanmis olur.

Nitrat Standart Egrisinin Hazirlanmasi

Olcumil yapilacak érneklerdeki nitrat + nitrit yogunluklarinin belirlenebilmesi
icin, 6nce bir nitrat standart egrisi hazirlandi. Temiz bir deney tipindn icine 0,9 ml
deney tamponu ve 0,1 ml nitrat standardi eklendi ve bu karisim calkalandi. Bu
standardin yogunlugu, 200 mikromolardi. Standart egrisi, asagidaki tabloda verilen

reaktiflerin eklenmesi yoluyla hazirlandi:
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Kuyucuk Nitrat Standardi Deney Tamponu Son Nitrat

(1)) (M) Yogunlugu
Al, A2 0 80 0
B1, B2 5 75 5
C1,C2 10 70 10
D1, D2 15 65 15
El, E2 20 60 20
F1, F2 25 55 25
Gl, G2 30 50 30
H1, H2 35 45 35

Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Alnan kan 6rnekleri, santrifijden gecirilerek 10-30 kDa’likk molekul agirhigina
sahip partikilleri ayiran filtreden gegcirildi. Elde edilen filtrelenmis Orneklerin distile
sudan geciriimesi yoluyla, arka planda hemoglobin gibi diger faktorlerden
kaynaklanabilecek absorbansin en aza indiriimesinin yani sira, Griess

reaktiflerinden agiga ¢ikan rengin daha da netlesmesi saglandi.

Olcim iglemi

Olciim igleminde, 96 kuyucuklu petri kullanildi. iki kuyucuk, absorbans kéri
olarak aynldi ve bunlarin icine 200 mikrolitre tampon kondu. Her bir kuyucuga
nitratla birlikte 80 mikrolitre serum 6rnedi kondu. Daha sonra, su basamaklar takip
edildi:

- Petrideki kor (blank) kuyucuklarina 200 mikrolitre deney tamponu
kondu.

- Diger kuyucuklara ise, o6lcimu yapilacak 6rnekten konularak, ustiine
deney tamponu eklendi ve son hacim 80 mikrolitreye tamamland.

- Her bir kuyucuga, 10 mikrolitre enzim kofaktor karisimi eklendi.

- Daha sonra, O0rnek iceren kuyucuklara 10 mikrolitre Nitrat Rediktaz
karisimi eklendi.
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- Petri kutusunun kapagi kapatilir ve érnekler, oda sicakligi ortaminda bir
saat tutulur.

- Enkibasyon sonrasinda, kuyucuklara 50 mikrolitre Griess Reaktani —
R1 ve R2 eklendi.

- Renk olugumu i¢in 10 dakika beklendikten sonra, drneklerin absorbans
degerleri okundu.

NO Degerinin Hesaplanmasi:

Kor (blank) kuyucuklarindan elde edilen deger, o6rnek iceren diger

kuyucuklardan olc¢ilen ortalama emilim (absorbans) degerlerinden ¢ikarildi.

Standart Egrilerin isaretlenmesi:

isaretleme noktasi olarak, 540 veya 550 nanometrelik dalgaboyu emilim
degeri referans olarak alindi ve asagidaki formal kullanildi:

[Nitrat + Nitrit] (uM) = [ (As40 — Y kesisme noktasi) / Egim Acisi ] x [ 200 pl /
Ornek hacmi ] x Seyreltme Orani

[Nitrit] (uM) = [ (As40 — Y kesisme noktasi) / E§im Acisi | x [ 200 ul / Ornek
hacmi ] x Seyreltme Orani

[Nitrat] (uM) = [Nitrat + Nitrit] — [Nitrit]

3.3.2. Istatistik Analiz

Histolojik ¢aligmalarin istatistik degerlendirmeleri, SPSS 15.0 ve Instat 3.0
yazilimlan kullanilarak yapildi ve yari nitel degerlendirme olgimiunde Ki-kare testi
uygulandi. ikili grup karsilagtirmalari icin parametrik olmayan Mann-Whitney U
testi kullanildi ve 0.05'in altindaki P degerleri anlamli olarak kabul edildi.
Biyokimyasal caligmalarin istatistik analizi SPSS 15.0 ve Instat 3.0 yazilimlari
kullanilarak gerceklestirildi ve ikili grup karsilastirmalari icin Mann-Whitney U testi
kullanildi. Elde edilen degerler, ortalama + standart sapma olarak verildi ve 0.05’in

altindaki P degerleri, istatistik agcidan anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

Kontrol grubu ve deney gruplarina ait karaciger doku kesitlerinde incelenen
yapisal degisikliklerin degerlendiriimesinde, Abdel-Wahhab ve arkadasglarinin
kullandiklarn yari-nitel degerlendirme yontemi kullanildi (142). Bu yontemle elde
edilen sonuglar istatistik analizden gegirildi. Gruplara ait “p” degerleri, Tablo 3'te
verilmigtir. Kontrol grubu sigcanlara ait karaciger doku Kkesitlerinin histolojik
incelenmesinde, bu organa ait histolojik yapilar disinda herhangi bir bulguya
rastlanmamigtir (Resim 1).

Grup-Il, Grup-Illl ve Grup—IV’e ait 5, 10 ve 20 mg/kg asetaminofen verilen
sicanlarin karaciger doku oOrnekleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda, arada
herhangi bir yapisal farklihgin olmadigi goraldi (p > 0.05) (Resim 2 — 4). Grup—
V'te yer alan ve 100 mg/kg dozunda ila¢ uygulamasi yapilan hayvanlara ait
karaciger doku ornekleri incelendiginde, portal venin etrafindaki sahada
mononukleer hiicre infiltrasyonu, parankimde piknotik ve hiperkromatik cekirdekli
hiicrelerin ve hepatositlerde graniler ve vakuoler bozunmalarin oldugu goézlendi ve
bu degisimler, kontrol grubuyla karsilastiriidiginda anlamliydi (p < 0.05) (Resim —
5). Benzer sekilde, 200 mg/kg ve 500 mg/kg dozlarinda asetaminofen enjekte
edilen ve Grup-VI ile Grup—VIlI'ye ait karaciger doku kesitlerinde sinizoidal
genisleme, piknotik ve nekroza giden hicrelerin yani sira, siddeti daha da artan
sekilde hepatosit bozunmalarinin oldugu ve bu degisimlerin kontrol grubuna gore
anlamh olduklari goézlendi (p < 0.05) (Resim 6 ve 7). Histolojik (yapisal)
degisiklikler, yari nitel degerlendirme yontemiyle karsilastirildi. Buna gore:

(-) (negatif puan): hicbir yapisal degisikligin olmamasi,

(+) (1 pozitif puan): hafif derecede,

( ++) (2 pozitif puan): orta derecede,

( +++) (3 pozitif puan): ciddi derecede yapisal degisikligi ifade etmektedir.
(142) (Tablo 2).
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Tablo 2: Gruplar arasinda go6zlenen yapisal degisikliklerin yari nitel
degerlendiriimesine ait puanlama.

Hepatosit Sinuzoid Piknotik Nekroza Parankimde
Gruplar Dejenerasyonu Dilatasyonu Cekirdek Giden MN Hiicre
Hiicre infiltrasyonu
Kontrol - - - - -
Grup Il - - - - -
Grup 1l - - - - -
Grup IV - - - - -
Grup V + + + + ++
Grup VI ++ ++ + ++ ++
Grup VI +++ ++ ++ ++ ++

Tablo 3: Gruplar arasinda gozlenen yapisal degisikliklerin Ki-kare (x2)
testine gore p degerleri.

Gruplar Hepatosit Sinuzoid Piknotik Nekroza Parankimde
Dejenerasyonu Dilatasyonu Cekirdek Giden MN Hicre
Hiicre infiltrasyonu
Kontrol — Grup Il P >0.05 P >0.05 P >0.05 P > 0.05 P >0.05
Kontrol — Grup I 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 karaciger dokusu. SV: Santral ven,
yildiz: Sinlizoid (Hematoksilen-Eozin, x40).

Resim 2: Grup-II'ye ait (5 mg/kg asetaminofen uygulanan) karaciger dokusu
(Hematoksilen-Eozin, x40).
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Resim 3: Grup — 3’e ait (10 mg/kg asetaminofen uygulanan) karaciger dokusu
(Hematoksilen-Eozin, x40).

(Hematoksilen-Eozin, x40).
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Resim 5: Grup—V’e ait (100 mg/kg asetaminofen uygulanan) karaciger dokusu.
Mononukleer hucre infiltrasyonu (yildiz), piknotik ve hiperkromatik ¢cekirdek (ince
oklar) ve hepatositlerde grantler ve vakuoler dejenerasyonlar oldugu (kahn oklar)

g6zlenmekte (Hematoksilen-Eozin, x40).



Resim 6: Grup—VI'ya ait (200 mg/kg asetaminofen verilen) karaciger dokusu.
Piknotik cekirdekli hiicreler (ince oklar), hepatosit dejenerasyonlari (kalin oklar) ve

sintizoid dilatasyonu (S) (Hematoksilen-Eozin, x40).
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Resim 7: Grup-Vll'ye ait (500 mg/kg asetaminofen verilen) karaciger doku kesiti.
Sintzoidal genisleme (yildiz), graniler ve vakuoler hepatosit dejenerasyonlari
(ince oklar) ve nekroza giden hiperkromatik / piknotik cekirdekli hicreler (kalin

oklar) goérulmektedir (Hematoksilen — Eozin, x40).
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4.2. imminohistokimyasal Bulgular

Kontrol grubundaki (Grup—I) hayvanlara ait karaciger dokularinin sentrilobuler
sahalarinda iINOS reseptorlerinin ¢ok hafif sekilde boyandiklarn (Resim 8), diger
yandan 5, 10 ve 20 mg/kg dozlarinda asetaminofen enjekte edilen ve Grup-lI,
Grup-Ill ve Grup-IV'te yer alan sican karacigerlerine ait kesit 6rneklerinde ise,
INOS reseptdrlerinin sentrilobtiler bolgelerde ve parankim sahalarinda yer alan
hepatosit hlcrelerinde az miktarda, fakat kontrol grubuna gére daha belirgin
oranda boyandiklari gozlendi (Resim 9-11). Buna karsilik olarak 100, 200 ve 500
mg/kg dozlarinda asetaminofen enjekte edilen ve Grup-V, Grup-VI ve Grup—
Vil'de yer alan sicanlara ait karaciger doku kesitlerindeki iINOS reseptorlerinin
daha yogun ve kuvvetli sekilde boyandiklari, 6zellikle 500 mg/kg asetaminofen
enjeksiyonu yapilan gruptaki parankim dokusunun daha belirgin ve yaygin sekilde
boya tuttugu tespit edildi (Resim 12-14) (Tablo 4). Boyanma siddeti yoninden,
kontrol grubuyla distk doz asetaminofen verilen gruplar arasinda (p < 0,05) ve
ayni zamanda, dusik doz gruplariyla yiksek dozda ilag verilen gruplar arasinda

istatistik agidan anlamli farkhlik vardi (p < 0,05).

Tablo 4: Gruplara gore ortalama INOS reseptdr boyanma dereceleri.

Kontrol | Grup-Il | Grup-lll | Grup-IV | Grup-V | Grup-VI | Grup-VI

Boyanma -[+ + + + ++ +++ +++

Derecesi
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ger dokusu (iNOS immun boyama, x20).

o

Resim 8: Kontrol grubuna ait karaci

ger dokusu (iNOS immun boyama,

Resim 9: Grup-IlI'de yer alan sigcanlara ait karaci

x20).
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Resim 10: Grup-lil'te yer alan sicanlara ait karaciger dokusu (iNOS immin
boyama, x20).

Resim 11: Grup-IV'te yer alan siganlara ait karaciger dokusu (iNOS immin
boyama, x20).
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Resim 12: Grup—V'te yer alan siganlara ait karaciger dokusu (iNOS immin boyama,
x20).

Resim 13: Grup-VI'da yer alan sigcanlara ait karaciger dokusu (iINOS immun
boyama, x20).



44

Resim 14: Grup-VIlI'de yer alan siganlara ait karaciger dokusu (iNOS immin
boyama, x20).
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4.3. Biyokimyasal Bulgular

Kontrol ve ¢alisma gruplarinda yer alan si¢anlara ait serum SOD, GSH-Px ve
NO degerleri ve karaciger doku homojenatlarindan 6l¢ilen malondialdehit (MDA)
seviyelerinin ortalama * standart sapma degerleri, Tablo 5'te verilmistir. Dusuk
dozlarda (5, 10 ve 20 mg/kg) asetaminofen uygulanan sigcanlarin karaciger
dokusunda lipit peroksidasyon (TBARS=MDA) seviyeleri kontrol grubuyla
karsilagtinldiginda, arada anlamli bir farkliik bulunamadi (p > 0,05). Yuksek
dozlarda (100, 200 ve 500 mg/kg) ila¢c uygulamasi yapilan ve Grup-V, Gup — VI
ve Grup—VIlI'de yer alan siganlarin doku MDA seviyelerinde, kontrol grubuna ve
dusuk dozlarda uygulama yapilan gruplara gére oldukc¢a hafif bir artigin oldugu
fakat, bu artigin da istatistik agidan anlamli olmadigi géralda (p > 0,05) (Tablo 3 ve
Grafik 1).

Serum SOD etkinlik degerleri yoninden, calisma gruplariyla kontrol grubu
arasinda bir farklihk yoktu (p > 0,05) (Tablo 5 ve Grafik 2). Serum GSH-Px enzim
etkinlik seviyeleri olculdiginde ise, bu etkinligin kontrol grubuna goére diger
calisma gruplarinda giderek azaldigi goruldu ve kontrol grubu ile Grup-VI (200
mg/kg) ve Grup-VIlI (500 mg/kg) arasinda istatistik agidan anlamli bir farkin
oldugu bulundu (p < 0,05) (Tablo 5 ve Grafik 3).

Duslk dozlarda asetaminofen verilen gruplarin (Grup—Il, Grup—Ilive Grup—IV)
serum NO seviyelerinde hafif bir artis oldugu gorildu fakat, bu artis kontrol
grubuyla karsilastirildiginda istatistik acidan anlamli degildi (p > 0,05). Ote
yandan, daha yiksek dozlarda uygulama yapilan Grup-V, Grup-VI ve Grup—
VII'deki ortalama serum NO seviyelerinde, kontrol grubuna gore anlamli bir artigin
oldugu goruldu (p < 0,05) (Tablo 5 ve Grafik 4).
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Grafik 1. Ortalama serum glutatyon peroksidaz seviyeleri
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Serum GSH - Px (U / mgprot)
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Kontrol Grup -l Grup -l Grup - IV Grup -V Grup - VI Grup - VII
Grafik 2. Ortalama serum stiperoksit dismutaz seviyeleri
- Serum SOD (U mgprot) 1
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Grafik 3. Ortalama karaciger dokusu malondialdehit seviyeleri
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Grafik 4. Ortalama serum nitrik oksit seviyeleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Asetaminofen kaynakli karaciger toksisitesi, gunimuizde akut karaciger
yetmezliginin 6nde gelen sebeplerinden birini olugturmaktadir. Bu ajanin biyolojik
olarak etkinlesmesi ve sitokrom P-450 sistemince metabolize edilmesi, reaktif bir
metabolit olan N-asetil-p-benzokininimin  (NAPQI) adh bir bilesenin aciga
¢ilkmasina yol acmakta, fazla miktarda NAPQI dretimi ise karacigerdeki glutatyon
depolarinda azalmayla sonuclanmaktadir (143-145). Glutatyonun azalmasi,
proteinlerin arilasyonu ve kovalent baglanma olaylari, asetaminofen toksistesine
onculuk eden onemli olaylardir ve karacigerdeki hiicre hasarlanmasi igin gerekli
olabilirler fakat, bunlar tek baslarina bu tir bir hasarlanmanin ortaya ¢ikmasi igin
yeterli degildir. Clnki, bazi antioksidanlar glutatyondaki azalmayi veya kovalent
baglanmay1 Dbelirgin sekilde etkilemeksizin karacigeri hasarlanmaya karsi
koruyucu etki saglayabilir (146-148).

Nitrik oksidin, bahsedilen toksisite mekanizmasinda yer aldigi 6ne
surdlmektedir. Asetaminofen uygulamasi sonrasinda, uyarilabilir nitrik oksit sentaz
(INOS) enziminin etkinliginde ve serum nitrik oksit seviyelerinde artis meydana
geldigi gozlenmistir (149,150). Ayrica, INOS'u secici olarak engelleyen
aminoguanidin gibi ajanlarin, karacigerde asetaminofene bagl olarak ortaya ¢ikan
etkilerde azalmaya yol actigi da bildirilmigtir (151). Daha 0Once yapilan bazi
immunohistokimya calismalarinda, hepatositlerde INOS ekspresyonunun
(ifadesinin) oldugu ve bu hicrelerin INOS icin birer kaynak teskil ettikleri
gosterilmistir. Ayni zamanda, izole edilerek kultir ortamina alinan hepatositlerde
NO uretiminin oldugu ve glutatyon gibi disaridan kultir ortamina eklenen bazi
maddelerle nitrik oksit sentezinde artis oldugu bildirilmigtir (152). Calismamizda,
degisik dozlardaki asetaminofen uygulamasi sonrasinda karacigerdeki INOS
reseptor dagiliminin biyokimyasal parametrelerle ve lipid peroksidasyonuyla olan
baglantisini incelemeyi amacladik.
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Calismamizda kullanmig oldugumuz asetaminofen dozlariyla karaciger
dokusunda meydana gelen degisiklikler arasindaki baglantiya iligkin olarak yapmig
oldugumuz literattr arastirmasinda, disuk dozlarda (5, 10 ve 20 mg/kg) periton ici
yoldan verilen asetaminofenin karaciger Uzerine olan etkilerini dogrudan veya
dolayli yollardan incelemeyi amaclayan herhangi bir calismaya rastlamadik.
Yapmis oldugumuz calismada, bu doz seviyelerinde verilen asetaminofenin
karaciger Uzerinde herhangi bir akut toksik etkiye veya yapisal degisiklige yol
acmadigini gozlemledik. Daha ylksek doz seviyeleri olan 100 ve 200 mg/kg
asetaminofenin periton i¢i yoldan enjeksiyonu s6z konusu oldugunda da, bu
dozlara iliskin herhangi bir calisma bulunamadi. Bununla birlikte, asetaminofenin
250, 300, 350, 400, 500, 600, 800 ve 1000 mg/kg doz seviyelerindeki
uygulamalarina iligkin cahsmalar mevcuttur (153-155). Mesela, Terneus ve
arkadaslan 300 mg/kg dozunda periton i¢i yoldan enjekte edilen asetaminofenin
karaciger dokusu Uzerinde sentrilobuler sahalarda nekroz ve serum enzim
seviyelerinde yukselme gibi akut toksisite etkilerinin oldugunu rapor etmislerdir
(156). Iwalokun ve arkadaslarinin gerceklestirmis olduklar bir diger calismadaysa,
yedi gun boyunca 300 mg/gin dozunda uygulanan asetaminofenin kan bilirtbin,
karaciger enzimleri, TBARS ve demir seviyelerini belirgin sekilde artirdigi
bildirilmistir (157).

Yine, Macrides ve arkadaslarinin gerceklestirmis olduklari bir diger
calismada, periton ici yoldan 250 ve 500 mg/kg dozlarinda verilen asetaminofenin
karacigerde akut toksik etkiye yol actigr ve bunun ardindan 250 mg/kg dozunda
uygulanan N-asetil sisteinin (NAC), karacigerdeki akut yapisal ve enzimatik
degisiklikleri geriye cevirebildigi ve dolayisiyla koruyucu etkisinin oldugu rapor
edilmistir (158). Kanno ve arkadaslarn, yapmis olduklari ¢alismada 400, 600 ve
800 mg/kg dozlarinda periton i¢i enjeksiyon yoluyla uygulanan asetaminofenin

karacigerde akut toksik etkilere yol actigini rapor etmislerdir (159).

Biz de, yapmis oldugumuz calismada yukarida adi gecen calismalardan elde
edilen sonuclara paralel olarak 100, 200 ve 500 mg/kg dozlarinda uyguladigimiz

asetaminofenin karaciger dokusunda hepatosit dejenerasyonu, piknotik ve
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nekroza giden hucreler ve sintzoidlerde genisleme gibi akut yapisal degisikliklere
yol actigini gozledik. Gergeklestirmis oldugumuz literatir taramasinda,
calismamizda kullanmis oldugumuz doz seviyelerinde (5, 10, 20, 100, 200 ve 500
mg/kg) periton i¢i yoldan uygulanan asetaminofenin karacigerdeki INOS
reseptorleri Uzerine olan etkilerini imminohistokimyasal yonden karsilastirmal
olarak veya her bir dozu ayri ayri inceleyen bir ¢calismaya rastlamadik. Bu sahada
yapilan benzeri bir calismada, Gardner ve arkadaslari 1 g/kg parasetamol enjekte
edilen sicanlarin karaciger dokusundaki iINOS reseptorlerinde kontrol grubuna

gore belirgin bir artigin oldugunu tespit etmislerdir (151).

Yapmis oldugumuz calismada, diustuk dozlarda (5, 10 ve 20 mg/kg) ilag
uygulamasi yapilan sicanlarin karaciger dokularindaki iINOS reseptérlerinin
immunohistokimyasal yontemle boyanmasi sonucu ortaya c¢ikan dagilimin hafif
oldugunu tespit ettik. Bunun yaninda, daha yiksek dozlarda (100, 200 ve 500
mg/kg) asetminofen uygulamasi yapilan ve Grup-V, Grup-VI ve Grup-Vlil'de yer
alan sicanlarin karaciger dokusundaki INOS reseptor yogunluklarinda ise istatistik

acidan belirgin bir artigsin meydana geldigini bulduk.

Oksidatif hasarlanmanin, asetaminofen toksisitesi icin katki saglayici bir
mekanizma oldugu dusunulmastir (148,160). Asetaminofen, kovalent bag
olusturmanin yani sira protein sulfidril gruplarinin oksidasyonuna da yol acabilir
(161,162). Yaptigimiz literatir arastirmasinda 5, 10 ve 20 mg/kg dozlarinda
asetaminofen enjeksiyonu sonrasinda SOD veya GSH-Px seviyelerindeki
degisime iligkin olarak halihazirda herhangi bir bilgi bulamadik. Yapmis
oldugumuz calismada 5, 10 ve 20 mg/kg dozlarinda uygulanan enjeksiyonlar
sonrasinda Grup-Il, 1l ve IV ile kontrol grubu arasinda, bu enzimlerin etkinlik
seviyeleri yoniyle istatistik acidan herhangi bir farkliik olmadigini bulduk. Lores
ve arkadaslan, 375 mg/kg dozundaki asetaminofen uygulamasi sonrasinda
SOD’un etkinliginde herhangi bir degisikligin olmadigini, buna karsilik olarak GSH-
Px enziminin etkinliginde % 40-53'lik bir azalmanin oldugunu tespit etmiglerdir
(162).
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Yine, Hinson ve arkadaglarinin yapmig olduklari bir calismada 100 mg/kg ve
500 mg/kg’'hk parasetamol enjeksiyonlari sonrasinda glutatyon seviyelerinde
sirasiyla yaklasik % 30 ve % 65’lik bir azalmanin oldugu rapor edilmistir (164).

Ote yandan, Mirochnitchenko ve arkadaslarinin antioksidan enzimleri fazla
oranlarda Ureten transgenik hayvanlar tzerinde yapmis olduklari bir arastirmada,
SOD ve GSH-Px enzimlerini agirn sekilde dreten hayvanlarin asetaminofen
toksisitesine kargi oldukca belirgin bir direng gosterdikleri ifade edilmistir (165).
Adamson ve Harman, glutatyon peroksidaz enzim sistemini engelleyen 1,3-Bis-
(kloroetil)-1-nitrozure (BCNU) ve altin tiyoglukoz (GTG) gibi maddelerin karaciger
hicre kaltirlerine eklenmesinin, kiltir ortamindaki hicreleri parasetamoliin toksik
etkilerine kargi daha acik ve dayaniksiz hale getirdigini tespit etmiglerdir (166).
Mevcut calismamizda 100, 200 ve 500 mg/kg asetaminofen enjeksiyonu yapilan
ve Grup-V, Grup-VI ve Grup-VII'de yer alan sigcanlarin serum glutatyon
peroksidaz seviyelerinde, kontrol grubuna ve disik dozda uygulama yapilan diger
gruplara gore istatistik acidan anlamli bir azalmanin oldugunu tespit ettik. Buna
karsilik, s6z konusu gruplardaki SOD enzim etkinlik seviyelerini kontrol grubuyla
kargilastirdigimizda, anlamli herhangi bir degisiklik gozlemedik.

Daha 6nce yapilan bazi ¢calismalarda, asetaminofen uyarimli oksidatif stresin
lipid peroksidasyonuna yol actigi 6ne surdlmustir (167-169). Bu baglamda, Sener
ve arkadaglari 900 mg/kg dozundaki asetaminofen uygulamasi sonrasinda
glutatyon seviyelerinde azalmanin yani sira, MDA seviyelerinde artis meydana
geldigini rapor etmislerdir (170). Diger yandan, akut asetaminofen toksisitesinde
lipid peroksidasyonunun tartismali bir konu oldugu (171-173) ve izole karaciger
hicre kaltarlerinin asetaminofenle inkiibasyonu sonrasinda lipid
peroksidasyonunun go6zlenmedigi bildirilmistir (174). Hatta, asetaminofenin lipid

peroksidasyonunu 6nledigine iliskin bazi ¢calismalar da mevcuttur (175).
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Yapmis oldugumuz calhsmada, sicanlarin karaciger dokularindan olculen
MDA seviyelerinde doza bagimli olarak ¢ok hafif bir artisin oldugunu, fakat gruplar
arasinda bu yonden herhangi bir farklihk olmadigini bulduk. Benzer sekilde,
Knight ve arkadaglari 300 mg/kg dozundaki asetaminofenin karaciger
dokusundaki MDA seviyelerinde herhangi bir degisiklige yol a¢cmadigini rapor
etmiglerdir (172). Yine Powell ve arkadaglarinin yapmis olduklar bir diger
calismada ise, asetaminofenin verilmesi sonrasinda MDA araciligiyla él¢ilen lipid

peroksidasyonunun meydana gelmedigi bildirilmistir (176).

Yapilan biyokimyasal ¢alismalar, NO'nun lipid peroksidasyon mekanizmasin
da yer alan reaksiyonlarin ilerleyisini dnleyebilecegini gdstermistir (177). Elde
edilen bu bulgu, NO dretimini uyaran V-PYRRO/NO ve interlokin-1 gibi bazi
maddelerin asetaminofen maruziyetine paralel olarak kullaniimasinin lipid
peroksidasyonunda 6nemli azalmalara yol actigini rapor eden calismalarla da
desteklenmektedir (178,179). Asetaminofen uygulamasi sonrasinda NO Uretiminin
arttigr ve iINOS yoninden eksikligi olan (knockout) farelerde NO Uretiminin
artmadigi, ayrica bu tur farelerde lipid peroksidasyonunun goéruldigua rapor
edilmistir (180,181). Taylor ve arkadaslari, 6zgin olmayan NOS engelleyicisi
ajanlarin kemirgen endotoksemi modelinde karaciger hasarlanmasini belirgin bir
sekilde artirdigini ve NO’nun platelet adezyonunu 6nlemesinin yani sira, toksik
oksijen radikallerini nétralize edici etkisinin oldugunu da bildirmiglerdir (182). Yine,
300 mg/kg asetaminofen uygulamasi sonrasinda serum nitrik oksit seviyelerinde
belirgin bir artigin oldugu rapor edilmistir (183).

Literatlr arastirmasinda, serum NO seviyelerini ¢calismamizda kullandigimiz
dozlardaki ila¢ uygulamalarini kapsayacak sekilde karsilastiran veya bu dozlarin
tek tek ele alindigi bir arastirmaya rastlamadik. Biz, yapmis oldugumuz ¢alismada
dustuk dozlarda asetaminofen verilen Grup-Il, Grup-Ill ve Grup—IV'te yer alan
sicanlarin serum NO seviyelerinde kontrol grubuyla karsilastirildiklari zaman
belirgin bir artisin olmadigini, Grup—V, Grup-VI ve Grup-VIl'de yer alan siganlarin
serum nitrik oksit seviyelerindeyse, kontrol grubuna ve disuk dozda ila¢ alan

gruplara gore anlamh bir artigin oldugunu bulduk.
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Asetaminofen, gec¢miste oldugu gibi gunimizde de vyaygin sekilde
kullanilmaya devam eden, ates dusurtcu ve agri kesici 6zelliklere sahip 6énemli bir
ajandir. NO ise, Uzerinde genis caph arastirmalarin halen devam ettigi ve bazi
yonleri kesfedilmeyi bekleyen bir bilesen olmayi sirdirmektedir. Bu calismanin
sonucu olarak, asetaminofenin karaciger Uzerinde doza bagh olarak yol agtigi
yapisal degisikliklere ve glutatyon Uzerindeki azaltici etkisine ek olarak karaciger
dokusunda uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) etkinligini artirdigini, artan iINOS
etkinliginin, bir yandan NO Uretiminde artis saglama yoluyla lipit peroksidasyonu
reaksiyonlarini 6nemli olctide engellerken, diger yandan doz artimina paralel
olarak zararh etki gosterebilecegi sonucuna ulastik.
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OZET

Amac: Asetaminofen, yaygin olarak kullanilan agri kesici ve ates dusurtcuU
bir ilactir. Asetaminofenin gunlik tavsiye edilen doz sinirnin  Gzerinde
kullanilmasinin, karaciger uzerinde akut yetmezlige kadar varan cesitli olumsuz
etkileri vardir. Yapilan bazi calismalarda, karaciger parankiminde Uretilen bazi
metabolitlerin de bu slrece katki sagladigi bildirilmistir. Nitrik oksit (NO), yangisal
medyatorlere kargi sentezlenen oldukca reaktif bir maddedir. Bu ¢calismada, degisik
dozlarda uygulanan asetaminofenin karaciger Uzerindeki muhtemel yapisal
etkilerinin INOS enzimi, NO ve diger biyokimyasal parametrelerle olan baglantisini
incelemeyi amacladik.

Gerec ve Yontem: Bu calismada, toplam 70 adet Wistar albino erkek sican
kullanildi. Hayvanlar, periton ici yoldan enjekte edilen asetaminofen dozuna gore
yedi esit gruba ayrildi: Grup-1 (Kontrol, n=10), Grup-Il (5 mg/kg, n=10), Grup-IIl (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 ici enjeksiyondan 24 saat
sonra, hayvanlar anestezi altinda agildi. Karaciger doku ve kan ornekleri alindi.
Alnan doku drnekleri yapi ve lipit peroksidasyonu yonunden, kan oOrnekleriyse
serum NO, superoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) seviyeleri
bakimindan incelendi.

Bulgular: Grup-ll, Grup-lll ve Grup-IV'ten elde edilen veriler kontrol
grubuyla karsilastinldiginda, arada yapisal veya biyokimyasal yonlerden herhangi
bir farklihgin olmadigi goruldt (p > 0,05). Diger yandan, Grup-V, Grup-VI ve Grup-
VIl ile kontrol grubu arasinda, karacigerdeki yapisal degisiklikler, INOS enzimine ait
reseptor dagihimi ve serum NO seviyeleri yoninden anlaml bir farklihk vardr (p <
0,05).

Sonug: Elde edilen bulgular, NO'nun asetaminofenin karaciger tzerindeki
etkilerine paralel olarak artmasinin lipit peroksidasyonunu engellemesinin yani sira,
farkli mekanizmalar Uzerinden doku hasarlanmasinda da rol oynayabilecegine isaret

etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Asetaminofen, karaciger, 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-Il (5 mg/kg, n=10),
Group-1lll (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-PXx).

Results: When Group-II, Il 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, iINOS
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