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GIRIS VE AMAC

Diinyada ve iilkemizde, recetesiz satilan ilaglardan, 6zellikle aspirin, asetaminofen,
ibuprofen gibi, narkotik olmayan analjezikler olduk¢a sik kullamilmaktadir (1). Ornegin
aspirin; kalp hastalari tarafindan kullanildigi gibi, artrit tedavisinde, orta giddetli bag
agnrilarinda ve ates diigiiriicii ajan olarak da yaygin bir kullanim alanina sahiptir (2,3). Ancak
bu kullammlar esnasinda bir takim yan etkiler g6stermesi, aspirine alternatif olarak, baska
analjeziklerin de kullanimin gerektirir.

Asetaminofen de, aspirine benzer sahalarda kullanilan bir analjeziktir. Ancak,
antiinflamatuvar etkinlidi olduk¢a diigiiktiir. Buna karsin, midede iritasyon ve kanama
olugturmaz, antitrombositik etkinlifi ¢ok zayiftir. Bronkospazm gosteren aspirin alerjili
kisilerde, peptik {ilserlilerde, hemofilililerde, ayrica kimyasal yap1 olarak, suda kolay
¢Oziiniip, stabil kaldifindan, 6zellikle bebek ve gocuklar i¢in hazirlanan eliksir, slispansiyon
ve benzeri siv1 preparatlarin yapiminda kullanilir (3). Asetaminofen; 6nerilen doz ve zaman
araliginda kullanildiginda giivenilir ve etkin bir analjezik-antipiretik ilagtir (1-5).

Asetaminofen; 50’den fazla preparatta tek basina etkin madde olarak, ayrica 200°den
fazla farmasotik preparat icerisinde de diger maddelerin yaninda yer almasi dolayisiyla,
oldukg¢a yaygin bir kullanim alanina sahiptir (1,4-8).

Analjezik olarak en sik bag agrilarinda kullamilir, Son 10 yilda, diinyada pek ¢ok
kisinin kronik bas agrisindan yakindifi, saglik kuruluslarina da bu nedenle bagvurdugu
gorlilmektedir. Genelde, bu hastalarin sikayetlerinin “analjezik rebound” oldugu ifade
edilmektedir; problemin temelinde, hastanin ilk bag agrilarinda “agr kesici” kullanmas yatar,
llag alimmin ardindan agr1 kesilir; hastaya gore uygulama basarilidir. Ancak sonraki agrlar
daha siddetli olarak ortaya gikacafindan, hasta, dozu artirma yoluna gider. Zamanla da

“ilags1z yapamaz” hale gelir. Neticede ilag, “agriy1 dindirmek” anlaminda basarisizdir (1,9).
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Bunun gibi, farkina varilmadan, ¢esitli nedenlere karst alman praparatlarla
organizmada birikmis asetaminofen, bagta metabolize oldugu karacigerde olmak tizere ¢esitli
organ ve sistemlerde bozukluklara sebep olabilir (1,5,10).

Pek cok patolojik olguda karsilagildifi gibi, asetaminofen toksisitesinin de reaktif
oksijen radikallerinden ve lipid peroksidasyonundan (LPO) kaynaklandigi diigiiniilmektedir
(5,10). Onerilen doz araliklarinda alindiginda, patolojik belirtileri kisa stirede ortaya
¢ikmadig i¢in, yliksek doz ve kronik kullaniminda asetaminofen toksisitesi genellikle fark
edilmez (1). Oysa; minumum terap&tik dozunda bile, karaciger enzim seviyesinde az da olsa
artiy gbzlenmektedir (2). Uzun stireli ve maksimum giinlik doz kullanimi g6z Oniine
alindiginda, karacifer enzim seviyesinde yiikselmenin, LPO ve reaktif oksijen radikalleri
olusumunda artigin ortaya ¢ikacaginmi diiglinmekteyiz.

Reaktif oksijen radikalleri pek ¢ok hastalifin nedeni olmaya bagladifindan beri,
antioksidanlara olan ilgi de artmustir. Ozellikle uzun siireli ilag kullanmak zorunda olan
kisilerin ek olarak antioksidan preparatlar kullanmasi olumlu sonuglar vermektedir (1).

Dogal kaynakli antioksidanlarin en genis simifindan birini flavonoidler olusturur. Bu
grupta bulunan polifenollerin, gii¢lii radikal stipiirticti 6zellikleri bilinmektedir. Gerek mevcut
oksijen radikallerini yok etmek, gerekse olugumlarimi engellemek suretiyle, hiicreyi oksidatif
stresten korurlar. Son 10 yilda en ¢ok dikkat ¢eken flavonoid grubu, giiglii antioksidan
ozellige sahip, dogal olarak en fazla yesil ¢ayda bulunan katesinlerdir (11-14). Yaptiimiz
kaynak aragtirmalarda saflagtirilmig flavonoidlerin antioksidan 6zelliklerinin daha yiiksek
oldugu bildirilmigtir (11). (-)-Epikatesin; suda kolay ¢6ziinen, kolay absorbe olan, basta yesil
¢ay, olmak tlizere bir ¢ok sebze ve meyvede bulunan, dagilim sahasi oldukga genis
saflagtirilmig bir kategin tiirevidir (15-17).

Yaptifimiz kaynak taramalarda; ilacin yiiksek doz kullamimindan ortaya ¢ikmig, akut
karaciger hasar1 bulgularina oldukga sik rastlamamiza ragmen, terapdtik dozda ve kronik
kullammin karacier histolojisinde ne gibi degisikliklere neden oldugu, o6zellikle bu
degisikliklerin herhangi bir antioksidan ile diizeltiime yoluna gidilip, gidilmedigine pek
rastlamadik.

Bu konuya agiklik getirmek amaciyla, insan metabolizmasmna benzerlik gosteren,
denek grubu olarak da olduk¢a ekonomik, Wistar albino erkek ratlara 3 ay boyunca,
maksimum terapStik dozda asetaminofen vermeyi, karaciferlerinde ortaya ¢ikacak
degisiklikleri 151k ve elektron mikroskopik seviyelerde gézlemlemeyi, deneklerin bir grubuna
ise (-)-epikatesin vererek, Kkaraciferde ortaya ¢ikan bu degisikliklerin Onlenip
Onlenemeyecegini gérmeyi planladik.



GENEL BIiLGILER
ASETAMINOFEN

Asetaminofen (parasetamol, N-asetil-p-aminofenol, APAP), non-steroid antiinflamatuvar
ilaglar (NSAIl)in para-aminofenol tiirevleri grubunda yer alir. Giiglii analjezik ve antipiretik
etkiye sahip olmasina ragmen, antiinflamatuvar etkisi oldukga zayiftir (2,3,18). Kimyasal
yapist agagida goriildiigii gibidir (Sekil 1) (19).

NHCOCH,

CH

Sekil 1. Asetaminofenin kimyasal yapisi.

Asetaminofen, 1800’1t yillarin sonunda sentezlenmis olup, Mering tarafindan 1893’te
tipta kullanmilmis, popitiler bir ilag haline gelmesi ise fenasetinin aktif bir metaboliti oldugunun
anlagilmasiyla baslamistir (8,18). Regetesiz elde edilebilir olmasi, kullanim alaninin daha da
genislemesine neden olmustur .

Asetaminofen, &zellikle ¢ocuklarda ve aspirin kullanimi kontrendike hastalarda, orta
siddetli agn tedavisinde kullanilan, oldukg¢a giivenilir bir ilagtir (2,3,18). Yetiskinde 6nerilen



total oral dozu 4 g/giin olup, bu doz 4 veya 6 defada uygulanabilir. Agr1 giderici amagla, 5-10
giinden fazla kullamlmamasi &nerilmektedir (3,19).

Oral yolla alinan asetaminofen, mide ve bagirsaklardan hizla absorbe edilerek (3,6,23),
karacigerde, ilacin yaklagik % 94’1 glukuronik asit (Sekil 2a) (26) ve siilfata (Sekil 25) (26)
doniiserek, %40 mikrozomal sitokrom P450 enzim sistemi ile glutatyona konjuge olarak,
kalan %2’lik kismi ise defismeden bobrekler yoluyla atilir (3,6,8,20). Safra yoluyla
eliminasyonu doza bagimli olarak gergeklesmektedir (21).

Benzeri ilaglardan farki, peroksitten fakir ortamlarda (6rnegin: hipotalamus ve omurilik
gibi), prostaglandin sentezi ve salinimini aragidonat siklooksijenaz enzimi iizerinden, selektif
olarak inhibe ederek, analjezik ve antipiretik etki gostermesidir (3,18,19). Peroksitten zengin
iltihabi perifer dokularda, siklooksijenaz enzimini inhibe edememesi, antiinflamatuvar
etkisinin olmamasini agiklayabilir (3).

Yiiksek dozda alindiginda, akut sentrolobuler karaciger nekrozunun goériilmesi, sitokrom
P450 enzim sistemi aracilif ile ortaya ¢ikan, “N-asetil-p-benzoginonimin” (NAPQI) (Sekil
2¢) (26) metabolitinden kaynaklanir (3-5,8,18,22-25). Terapotik dozlarda, NAPQI , glutatyon
ile konjuge olarak, asetaminofen-glutatyon formunu, bu da asetaminofen-sistein,
asetaminofen-merkapturat ve son olarak asetaminofen-thiometil formlarina déniiserek bébrek
yoluyla atilmakta, baglamaya glutatyonun yetmedigi geri kalan NAPQI ise toksik etkiyi
olugturmaktadir (22-24).

O
o O i
i n .
H\N/ \CHa N/ \CH3 N/ CH3
O—CGHQO; O— SOS

Sekil 2. a. APAP-glukuronik asit, b. APAP-siilfat, ¢. Toksik metabolit NAPQI.

Asetaminofenin yaptig1 karacifer hasarmnin iki toksisite mekanizmasindan oldugu ileri
stirtiliir:

a)- Oksidatif stres teorisi: Yiikksek doz asetaminofen aliminda; NAPQI hiicrelerde reaktif
oksijen triinleri olusumuna, bu da lipid peroksidasyonuna neden olduundan, glutatyon
eksikligine, dolayisiyla hepatositte protein sentezi ve hiicre i¢i kalsiyum (Ca™) dengesi
bozuklugunun ortaya ¢ikmasina neden olur (5,27-34).



b)- Kovalent baglanma teorisi: Asetaminofen yiiksek dozda alindiginda, karacigerin
detoksifikasyon sistemleri doymus hale gegeceginden, baglayici glutatyon bitecek, agiri
NAPQI ortaya gikacak, bu da deoksiriboniikleik asit (DNA) ve protein thiol gruplarina
kovalent baglanmak suretiyle, hepatositlerde hasar olugturacaktir (22,23,35-38).

Asetaminofen, fenasetinin N-asetillenmis tlirevi olup, metabolizasyonu asagidaki sekilde
oldugu gibi gergeklesir (Sekil 3) (19).

NHCOCH:

© Fenasetin
0C2H5
NHCOCH; NHCOCH; NHCOCH;
O-Glukuronit
Parasetamol
e
(450 Kansik Fonksiyonlu OksidazlaD
N-aseﬁl-p-bénzoklnonimin
(Toksik ara metabolit) ‘
COCH; (4) i Y)‘ NHCOCH;
Nikleo xcre
A“W makromolekdller}
) Hilcre
Glutatyon . makromolekiileri

T i
| |

Merkaptiirik Asit Hicre Oltim

Sekil 3. Asetaminofenin, metabolizasyonu diigtik dozlarda; 1 ve 2 numarali yollarla, yiiksek

dozlarla ise; 3 ve 4 numarali yollar aracilifiyla olur, hiicre 5liimii gergeklesir.
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()-EPIKATESIN

(-)-Epikatesinin kimyasal yapis1 agagida goriildiigii gibidir (Sekil 4) (39).

Sekil 4. (-)-Epikatesinin kimyasal yapisi.

(-)-Epikatesin (EC); vitamin P olarak da bilinen flavonoidlerin flavanol grubundan
olup, monomerik forma sahiptir. Bu forma; yesil ¢ay, kirmiz: sarap, kakao tiriinleri ve gesitli
meyvalarda rastlanir (39).

(-)-Epikatesinin en fazla bulundugu yer olan vyesil cay, Cawellia sinensis
yapraklarindan elde edilir. Bu ¢ay yapraklari fermente olmamis yapraklar olup, enzimlerinin
inaktivasyonu igin buhara tabi tutulur, disiik dereceli bir fermentasyon isleminden sonra
kurutulur. Fermentasyon derecesinin artigi, ekstrenin polifenol igerigini azaltir, ancak buna
ters orantili bir sekilde ekstrenin kafein oram artar. Bir bardak yesil ¢ayda yaklagik 50-150 mg
polifenol bulunur (12,40). Bilindigi gibi polifenoller suda kolay ¢oziinen ve kolaylikla
oksitlenebilen gli¢lii antioksidanlardir (11).

Flavonoidlerin, C vitamini fonksiyonunu artirdiklari bilinmektedir. Ayrica E ve C
vitaminleri ile sinerjik olarak ¢aligarak, toplam antioksidan etkinligi daha da giiglendirdikleri
kanttlanmigtir (16,41). ‘

Her tiir diyette yer alan (-)-epikatesin, iiyesi oldugu flavonoid ailesi gibi etkilerini, H"
vericisi olmasina ve radikal stiplirlici yetenegine borgludur. Ayrica oksidan enzimler lizerinde
inhibitor etkiye de sahiptir (42,43).

(-)-Epikatesinin radikal stipiirlicti etkisi striiktiirel yapisina bagli olarak su sekilde
aciklanabilir:

* B halkasi: -o- dihidroksil (katesol) yapiya sahip olup, radikal formlara yiiksek
stabilite saglar ve elektron delokalizasyonuna katilir.



* C halkasi: B halkasindan gelen elektron delokalizasyonundan sorumludur. Bu
halkada 4-oxo- fonksiyonu ile baglantida olan 2, 3 gifte bag 6nemli siipiiriicii giice sahiptir.

* A halkasi: A ve C halkalarindaki 4-oxo- fonksiyon ile 3 ve 5 hidroksil gruplan
maksimum radikal stipliriicli gli¢ gostermektedir (42,43).

Antioksidan etki, doza bagimli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Oksidan-antioksidan
arasindaki dengenin bozuldufu durumda; kateginler, “prooksidan” olarak rol
oynayabilmektedir. Kateginlerin antioksidan etkinligi, hidroksil (~OH) gruplarinin sayisiyla
orantili oldugundan esterlesmis formlarinin daha da giiglii antioksidanlar oldugu diigtiniiliir
(42,44,45).

(-)-Epikatesin, organizmada bagirsaklar yoluyla absorbe edilerek, portal ven yoluyla
karaciere gelir. Karacigerden, glukuronid, siilfat ve metil konjugatlar halinde kana verilir.
Konjuge formlarin antioksidan yetenegi, serbest (-)-epikatesinin antioksidan yetenegi ile
kiyaslandiginda, konjuge formlarda bu yetenegin ¢ok daha az oldugu gorilir. Konjuge
formlari, yliksek polariteye sahip olmalarindan dolayi, kandan hizli bir sekilde safra ve
bobreklere taginarak, viicuttan hizla uzaklagtirilirlar (46-48).



GEREC VE YONTEMLER

Caligmamizda, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma
Birimi’nden temin ettiimiz, ayn1 soydan gelen 18 adet, 3,5 aylik Wistar albino, erkek rat
kullandik. Aym biyolojik ve fizyolojik kosullar altinda tutulan denekler optimum laboratuvar
sartlar1 (1s1; 21°C, bagil nem; %40-60, giinlikk 151k periyodu; 12/12 saat aydinlik/karanlik,
uygun havalandirma sistemi) altinda, giinliik igme suyu ve %21 ham protein igeren pelet
yemlerle (Purina) beslenerek, yaklagik 1 ay boyunca ortam sartlarina uyumlar: saglandi.
Deneye baslamadan dnce deneklerin viicut agirliklar: tartildi. Her biri yaklagik 250 g olan 18
adet denek, her grupta 6’sar tane olacak sekilde kafeslere yerlestirilerek, biri kontrol olmak
tizere 3 deney grubu olugturuldu.

1. grup deneklerimizi; kontrol grubu olarak belirledik.

2. grup deneklerimize; Snerilen glinlilk maksimum yetigkin insan dozunu baz alarak

(4 g/glin), 12 hafta sitireyle her giin, aym saatte, intraperitoneal (ip) yoldan 66
mg/kg asetaminofen (Fluka) verdik. Bunun igin; kontrol grubu harig, diger
deneklerimize uygulanacak toplam asetaminofen miktarin1 belirleyip, 400C’ye
kadar, benmari usuliiyle 1sitilmug, serum fizyolojik i¢inde, mililitresinde 30 mg ilag
(19,23,49,50) bulunduracak sekilde hazirladik. Cozelti sicaklifinin  viicut
sicaklifina diigmesini bekledik ve asetaminofenin, ¢6zelti iginde ¢Skmesini
engellemek amaciyla, toplam ¢ozeltiye 2-3 damla Tween80 (Sigma) (7,10,51)
damlatip, homojen dagilim sagladik.

3. grup deneklerimize ise; yine giinliik alinmasi Snerilen polifenol miktarini baz

alarak (150 mg/giin), 12 hafta stireyle her gilin, aym saatte ve ayni miktar
asetaminofen ile birlikte; ip yoldan 2,5 mg/kg (-)-epikatesin (Sigma) uyguladik.



(-)-Epikatesini; serum fizyolojik iginde, mililitrede 2,5 mg bulunacak sekilde
hazirlayip, viicut sicaklifina getirerek deneklerimize uyguladik.

12. hafta sonunda, eter anestezisi altinda, tlim deneklerin aym karaciger bolgelerinden,
biyopsi materyalleri aldik. Aldigimiz biyopsi materyallerini ikiye bolerek, 1sik ve elektron
mikroskopik incelemelerimiz i¢in iglemlendirdik.

Isik mikroskopik g6zlemlerimizde kullanacagimiz biyopsi materyallerini, Bouin
fiksatdriinde fikse ettikten sonra, parafin inkliizyonu ve bloklama iglemlerini gergeklestirdik.

Elde edilen bloklardan 5 p kalinliginda kesitler alarak karacifer dokusunun histolojik
Ozelliklerini ortaya koyacak H+E, Masson’un trikrom boyas: ve PAS+HL boyalarin
uyguladik (52,53).

Elektron mikroskopik gézlemlerimiz i¢in ise, aldifimiz biyopsi materyallerinin diger
yartarim kullanarak, doku &rneklerimizi pH’s1 7,3 olan % 3°liik glutaraldehit fosfat tampon
sollisyonunda 1,5 saatlik prefiksasyona, tamponda yikandiktan sonra, bu tamponun %1°lik
OsO4 soliisyonunda 1 saatlik postfiksasyona tabi tuttuk. Tamponda yikanan pargalar
yiikselen alkol serilerinden gegirerek dehidrate ettik. Propilen oksitte saydamlagtirma
islemlerinden sonra araldit inkllizyonu uyguladik. Aralditin polimerizasyonu i¢in, 3 giin
kapsiillerin agik uglar1 yukari gelecek sekilde, 2 giin de ters gevirerek 60°C’lik etiivde
beklettik. Aldigimiz 1 p kalinhiindaki yar ince kesitleri toluidin mavisi ile boyayip, kesim
bolgeleri belirlenen bloklardan 40 nm kalinlifinda ince kesitler aldik. Grid lizerine aldigimiz
kesitlere, uranil asetat ve Reynold’un kursun sitrat boyalarim uyguladik (54). Elektron
mikroskopik gézlemlerimizi Jeol-1010 elektron mikroskobunda yaptik.



BULGULAR

KONTROL GRUBUNA AiIT BULGULARIMIZ
Isik Mikroskopik Bulgular

Kontrol grubuna ait kesitlerimizde, hepatositler, V. centrolobularis ¢evresinde, diizenli
iginsal  bir  yerlesim sergileyerek, Remak kordonlarimi olusturmuslardi. Hiicreler,
mononiikleer, kese tarzinda, yuvarlak niikleuslu olup, belirgin bir niikleolus igermekte idilér
(Resim 1-5). Asidofil hiicre sitoplazmalarinda, kaba tanecik seklinde Berg cisimciklerine
(Resim 2,4) ve ince partikiiller halinde, glikojen taneciklerine (Resim 3,5) rastlanmakta idi.

Hepatositlerin vaskiiler ytiziinde, Dissé araligindaki bag doku, normal goriiniimde
olup, tizerinde yer alan sinuzoid duvari diizenli bir yapiya sahipti (Resim 2,4). Sinuzoid
duvarinda, niikleuslar1 liimene dogru ¢ikinti yapmis endotel ve Kupffer hiicrelerine
rastlamyordu (Resim 2-5).

Periportal sahalarda, normal gérlintimlii gevsek bag doku igerisinde, V. porta, A.
hepatica’nin dallar1 ve safra kanallarimin izoprizmatik epitelden yapili liimen hiicreleri géze

garpryordu (Resim 4,5).
Elektron Mikroskopik Bulgular

Kontrol grubuna ait elektron mikroskopik gozlemlerimizde, hepatositlerin; unit
membranli, Skromatik, kese tarzinda niikleuslar1 gozleniyordu (Resim 6). Hepatosit
sitoplazmasinda; normal gériintimde sisternali graniillii endoplazmik retikulum (GER) yaygin
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olarak yerlesmis idi (Resim 7,8). Mitokondri oval veya hafif¢e uzamig, lamellar kristali olup,
homojen bir matriks igeriyordu (Resim 7,8,10). Rozet tarzinda yerlesmis o-glikojen
partikiilleri, ince partikiiller seklinde gorillen B-glikojen tanecikleri tiim sitoplazmaya
yayllmis, ancak o-glikojen partikiilleri digerlerine oranla sayica daha fazla ve belirgin
goriilmekteydi (Resim 6-8,10).

Komgu hepatositlerin hepatositer yiizlerinde, hiicre membranlarinin gesitli tipte
baglantt kompleksleri olusturduklar1 (Resim 7,8), bilier ylizlerinde ise, komsu hepatosit
membranlarmin i¢e dogru ¢dkerek mikrovilli olusturduklari, bu kanalikiiliin her iki yaninda
ise, zonula occludenslere sahip olduklar gézlendi (Resim 7,10).

Hepatositlerin sinuzoide bakan vaskiiler yiiziinde; Dissé araligina uzanan mikrovillinin
parmaks1 ¢ikintilar geklinde oldugu gorilityordu (Resim 7-9,10). Dissé aralifi lizerinde,
sinuzoid liimenini olusturan endotel hiicre sitoplazmasinin liimene dogru ¢ikinti yaparak,
gevsek kromatinli niikleusunun yer aldigi apikal yiiziinde, mikropinositotik vezikiillerinin
bulundugu, tiim sitoplazmada kiiglik, oval veya hafif¢e uzamig gekilli, kristalar1 belirgin
mitokondrionlarin yer aldig1 goriildii (Resim 9).

Portal sahada yer alan A. hepatica, V. porta dallar1 normal ultrastriiktiirel yapiya
sahipti. Safra kanal1 hiicreleri, karsilikli lateral ytizleri vasitasiyla gesitli baglanti1 kompleksleri
ve interdijitasyonlar yapmus olup, apikal sitoplazmik yiizleriyle kanal liimenine dogru bir
takim sitoplazmik mikrovillimsi ¢ikintilar olugturmakta idi. Hiicre sitoplazmalari, organelden
zengin olup, gevsek kromatinli gentikli bir niikleusa sahip goriiliiyorlard: (Resim 11).

ASETAMINOFEN VERDIGIMiZ DENEY GRUBUNA AiT BULGULARIMIZ

Isik Mikroskopik Bulgular

Bu deney grubu kesitleri, kontrol grubu kesitleriyle kiyaslandifinda, organda yer alan
histolojik elemanlarin diizeninde baz1 degisikliklerin ortaya ¢iktig1 gériildii.

V. centrolobularis ¢evresinde hepatositler diizenli 1g1nsal yapiya sahipti. Ancak lobulus
periferinde gogunlukla Remak kordonlarinin birlestigi goriiliiyordu (Resim 12). Hepatositler
zaman zaman bintikleer karakter sergiliyordu; bu 6zellik lobulus periferinde daha da belirgin
bir durum almist1 (Resim 12,19).

Hiicrelerin Dissé aralifina bakan yiizlerinde yer yer sitoplazma konsantrasyonunun
azaldif1, bazi vakuoliimsli yapilarmn ortaya ¢iktifi (Resim 13,16,17), glikojen igeriginin
ortadan kalkti§1 goriildii (Resim 14,18,19).
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Dissé bag dokusundaki artig ve sinuzoid duvar yapisindaki kalinlagma nedeni ile
sinuzoid liimenlerinin genisleyerek, Remak kordonlarinin birbirlerinden uzaklagtigt saptandi
(Resim 12-19). Kupffer hiicrelerinin hacimlerinin arti1, 6zellikle ¢ok genislemis sinuzoid
duvarlarinda igerikleri nedeniyle, yogun PAS (+) boyandiklar: goriildii (Resim 14,18,19).

Portal sahada, bag doku hiicrelerinin yam sira, bu bolgeye gelmis infiltrasyon hiicreleri
de vardi (Resim 15,17,19).

Elektron Mikroskopik Bulgular

Bu deney grubuna ait elektron mikroskopik bulgularimiz, 151k mikroskopik
bulgularimizla paralel histolojik degisiklikler gosteriyordu.

Cogunlukla hepatosit niikleus ¢aplarinda kiictilme, heterokromatin yapisinda artigin
meydana geldigi goriliiyordu (Resim 22). Sitoplazmada, GER miktar1 azalmis olmakla
birlikte, niikleus g¢evresinde varlifim1 korumaktaydi. Cogu mitokondri oval sekilli olup,
lamellar kristal1 yapiya sahip olmakta, ancak bazi hepatositlerde mitokondrionun bityiiylip,
olduk¢a uzadif1 goriiliiyordu (Resim 22). Sitoplazmada, farkli capta ve igerigi farkh
yogunlukta lizozomlara, myeloid figiirlere ve lipid damlaciklarina rastland: (Resim 20-23).

Hepatositlerin gerek vaskiiler, gerekse hepatositer yiizlerinde genislemis, ¢ogunlukla
saydam goriintimlii vakuollerin ortaya ¢ikmis olmasi dikkat ¢ekiyordu (Resim 20,22,24).

Hepatositer yiizlerde baglanti komplekslerinin yapilar1 bozulmus, hepatositler arasinda
iligki azalmig, yer yer interseliiler geniglemeler ortaya g¢ikmugti (Resim 20,21). Safra
kanalikiilii ¢gevresinde yer alan zonula occludensler normal goriintimlerini korurken, kanalikiil
duvarinmi olugturan hepatositer mikrovillinin kisalmig, sayica azalmis ve kalinlagmig oldugu
gézlendi (Resim 20,21).

Hepatositin vaskiiler yiizinde de mikrovilli sayica azalmig, kalinlagmig ve kisalmig idi,
hatta baz1 hepatositlerde mikrovillinin hemen hemen silinerek, hepatositer ylizlin diizlestigini
gozledik (Resim 21-24).

Dissé aralif1 iistlinde yer alip, sinuzoid duvarim olusturan g¢ogu endotel hiicresinde,
heterojen yapida, iri lizozomlarin ve lipid damlalarinin goriilmesi ilgi ¢ekiyordu (Resim 23).
Endotel hiicresinin apikal ylizlinde pinositotik vezikiillerin silinerek, yerlerinde vakuoliimsii
yapilarin ortaya ¢iktifi, apikal yiize yakin bazi mitokondri kristalarinin silindigi, matriks
iceriginin homojenitesini kaybettigi gorlildii. Ancak hiicre GER, polizom ve iyi geligmis
Golgi aygitina sahip idi (Resim 23).
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Kesitlerdeki Kupffer hiicreleri, iyi gelismis hiicre organellerine sahip olup,
sitoplazmalarinda farkli yogunluk ve igerikte, biiyiik hacimli lizozomlar igeriyorlardi (Resim
24).

Portal alanda, gevsek bag doku i¢inde, mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve lifsel artis,
A. hepatica, V. porta dallarinin bazal membranlarinda kalinlagma gézlemledik. Safra kanah
hiicreleri arasindaki interdijitasyonlar, kontrol grubuna oranla olduk¢a azalmisti. Liimen
hiicreleri sitoplazmasinda, dilate olmus diiz endoplazmik retikulum (DER) ve lizozomlar
goriilmekteydi (Resim 25).

ASETAMINOFEN ILE BIiRLIKTE (-)-EPIKATESIN VERDiGIiMiZ DENEY
GRUBUNA AiT BULGULARIMIZ

Isik Mikroskopik Bulgular

Bu grup deneklerimizde, Remak kordonlar1 oldukg¢a diizenli goriiniimde (Resim 26-
31), hepatosit niikleuslar1 esit gapta, kese tarzinda, belirgin niikleoluslu olup, diger deney
grubuna kiyasla daha az sayida biniikleer hiicre sergiliyordu (Resim 26,31). Hiicre
sitoplazmalarinda, bazofil goriiniimlii kaba partikiillerin yogunlugu dikkati ¢ekiyordu (Resim
26-28). Hepatositlerde nadiren bir kag glikojen tanecigine rastlaniyordu (Resim 27,31).

Hepatositlerin vaskiiler ytiziinde, diger deney grubuna kiyasla, sinuzoid duvarinda ¢ok
az bir kalinlagmaya rastlanmakta, sinuzoid limenlerinde zaman zaman hafif bir genisleme
gozlenmekte idi (Resim 26,28,30).

Portal alanlarda, gevsek bag doku igerisinde yer alan V. porta ve A. hepatica’nin
dallar ile safra kanali normal goriintimde olup, infiltrasyon hiicresi goriilmemekte idi (Resim
29-31).

Elektron Mikroskopik Bulgular

Bu gruba ait hepatositlerde; belirgin niikleoluslu skromatin niikleus gézleniyor (Resim
32), sitoplazmada iyi gelismis ve miktar1 asetaminofen verdigimiz gruba gére artmis GER’e
rastlamyordu (Resim 32-35). Mitokondri yuvarlak veya oval sekilli olup, lamellar Krista
yapilarin1 korumakta idi (Resim 32,34-36). Hepatositin vaskiiler yiize bakan sitoplazmasinda,
iri lipid damlaciklarmma (Resim 34-36), ¢cok sayida multivezikiiler cisimciklere (Resim 32,36),
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igerisinde bir miktar elektron opak maddenin yer aldigi vakuoliimsii yapilara rastlaniyordu
(Resim 34),

Komsu iki hepatositin hiicre membranlarimin kargiikli ¢6kmesi ile ortaya ¢ikan safra
kanaliktillerinin zonula occludensleri siki gériintimde olup, kanalikiil liimenini olusturan
hepatositer sitoplazmik ¢ikintilar diizenli bir g6riiniim sergilemekte idiler (Resim 32,33,35).

Hepatositin vaskiiler yiiziinde, Dissé aralifina uzanan hepatositer mikrovilli; ince,
uzun olup, sayica artmig goriintime sahipti (Resim 35,36). Dissé aralifimn iistiinde yer alarak,
sinuzoid Iltimen duvarmm olusturan endotel hiicresi; apikal yiiziinde mikropinositotik
vezikiiller igeren, hiicre organellerinden zengin bir yap: sergiliyordu (Resim 35). Sinuzoid
duvarinda bulunan Kupffer hiicreleri de iyi geligmis hiicre organellerine ve biiyiik hacimli
lipid damlalarina sahipti (Resim 36).

Portal saha bag dokusunda yer alan yapilar normal karakterlerini tagimakta olup, safra
kanallari, diizenli ve ince bir bazal membran {iizerine oturan, birbirine baglanti
kompleksleriyle tutunan epitel hiicrelerinden olugmakta idi. Liimene bakan apikal yiizlerinde
birkag mikrovilli olugturmus bu hiicreler, pinositotik vezikiiller de igeriyorlard: (Resim 37).
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KONTROL GRUBUNA AIT GOZLEMLERIMIZ

Resim 1. Kontrol grubuna ait bu karaciger kesidinde, V. centrolobularis (VC) gevresinde, diizenli ve
mononiikleer (N) hepatositlerin yer aldigi Remak kordonlari ile kordonlar arasinda yer alan sinuzoid (S)
duvarlarindaki endotel (EH) ve Kupffer hiicreleri (KH) gézlenmektedir. H+E, x20.

Resim 2. V. centrolobularis (VC) ve Remak kordonlari (RK) ile hepatositlerin (H) kese tarzi, gevsek kromatinli
ve belirgin niikleuoluslu (n) gekirdekleri (N), sitoplazmalarindaki bazofil yapili Berg cisimciklerinin (BC) yani
sira, sinuzoid (S) duvarlarinda yer alan endotel (EH) ve Kupffer hiicreleri (KH) izlenmektedir. Masson’un
Trikrom boyast, x40.
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Resim 3. V. centrolobularis (VC) ve sinuzoid bazal membranlarinin (BM) ince, diizenli yapisi izlenmekte olup,
sinuzoid duvarinda yer alan endotel (EH) ve Kupffer hiicreleri (KH) normal say:1 ve boyutlarda goriilmektedir.
Hepatosit sitoplazmalar: igerisinde, ince partikiiller halinde, homojen dagilmis glikojen tanecikleri (G) ayirt
edilmektedir. PAS+HL, x40.
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Resim 4. Portal saha igerisinde, A. hepatica (A), V. porta (V) dallari ve liimenini kiibik epitel hiicrelerinin
dogedigi safra kanal (SK) izlenmektedir. Portal saha diginda 1ginsal yerlesimli Remak kordonlarini olusturan
hepatosit sitoplazmalar igerisinde bazofilik Berg cisimcikleri (BC) ayirt edilmektedir. Masson’un Trikrom

boyast, x40.

Resim 5. Portal sahada yer alan A. hepatica (A), V. porta (V) dallari ile safra kanali (SK) bazal membranlar
(BM); portal saha diginda ise sinuzoid bazal membranlari ince ve diizenli goriiniimde olup, hepatosit
sitoplazmalarinda homojen dagilimli glikojen tanecikleri (G) izlenmektedir. PAS+HL, x40.
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Resim. 6. Kontrol grubuna ait bu kesitte, unit membranli, 6kromatin, kese tarzinda hepatosit niikleusu (N).
sitoplazmasinda iyi gelismis GER (GER), belirgin kristalara sahip mitokondri (M) goriilmektedir. NM: Niikleus
membrani. K: Kromatin. Uranil asetat + Kursun sitrat, x25000.

Resim. 7. Hepatositlerin birbirine bakan lateral yiizlerinde, hepatositer yiize ait baglanti kompleksleri (—+«-) ve
bu yiizlere ait sitoplazmik ¢okiintiilerin olusturdugu safra kanalikiili (SK) izlenmektedir. Hepatositin vaskiiler
yiiziinde, normal gériintimlii mikrovillinin bulundugu Dissé araligi (D) ve sinuzoid liimeninde yer alan endotel
hiicresi (E) goriilmektedir. M: Mitokondri, Mi: Mikrovilli, G: Glikojen tanecikleri, GER: Graniillii endoplazmik
retikulum, (=<): Z. occludens. Uranil asetat + Kursun sitrat, x8000.



Resim 8. Karsilikh hepatositer yiizlerde, Dissé araligina kadar devam eden normal goriiniimld baglanti
kompleksleri (—+) ve Dissé arahigi mikrovillisi (Mi) goriilmektedir. G: Glikojen tanecikleri, GER: Graniillii
endoplazmik retikulum. Uranil asetat + Kursun sitrat, x20000.

Resim 9. Hepatositlerin vaskiiler yiizde olusturmus olduklari mikrovilli (Mi), sik yerlesimli ve ince, parmaksi
cikintilar seklinde olup, endotel hiicresi (E) ve hepatosit (H) arasindaki iligkiyi saglamaktadir. Sinuzoid
duvarinda yer alan endotel hiicresi, normal gériinimlii bir niikleus (N) ve niikleolusa (n) sahip olup,
sitoplazmasinda gok sayida pinositotik vezikiiller (Pi) bulundurmaktadir. D: Dissé araligi, M: Mitokondri. Uranil
asetat + Kursun sitrat, x8000.
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Resim 10. Karsilikli hepatosit membranlarinin cokmesiyle olusan safra kanalikiilleri (SK) ve belirgin kristalara
sahip mitokondrionlarin (M) normal yapida oldugu izlenmektedir. G: Glikojen tanecikleri, (E): Endotel hiicresi,
D: Dissé arahigl, SL: Sinuzoid liimeni. Uranil asetat + Kurgun sitrat, x6000
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Resim 11. Safra kanalinda yer alan limen hiicrelerinin lateral yiizlerinde, baglanti komplekslerinin (—«) ve

interdijitasyonlarin (Id) yer aldigi, sitoplazmalarinin hiicre organellerinden zengin oldugu, hiicrelerin apikal
yiizlerinde ise, sitoplazmik gikintilarin (Sg) varlig goriilmektedir. SKL: Safra kanali liimeni, Go: Golgi aygiti,
N: Niikleus. Uranil asetat + Kursun sitrat, x12000.
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ASETAMINOFEN VERDIGIMiZ DENEY GRUBUNA AIT GOZLEMLERIMiZ

Resim 12. Bu kesitte, V. centrolobularis (VC) ¢evresindeki Remak kordonlarinda yer alan hepatositlerin
¢ogunun, biniikleer (BN) ozellik kazandigi ve sinuzoid liimenlerinin genisledigi (*), eritsositlerle dolu oldugu
(—) gozlenmektedir. EH: Endotel hiicresi. H+E, x20

Resim 13. V. centrolobularis (VC) ve sinuzoid duvarinda bazal lamina kalinlagmasinin (m) ) yani sira, sinuzoid
liimenlerinde genisleme (*), biniikleer hepatositlerin (BN) ortaya ¢ikisi ve bazi hepatosit sitoplazmalarmnin Dissé
arahigina bakan yiizlerinde, vakuoliimsii yapilar (v) izlenmektedir. (—): Eritrosit dolu sinuzoid, (=): Lifsel artis.
Masson’un Trikrom boyasi, x40.
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Resim 14. V. centrolobularis (VC) ve sinuzoid bazal membraninda kalinlagmalar ( =) ) , lizozom igerigi
nedeniyle yogun PAS pozitivite gosteren Kupffer hiicreleri (KH) ve genislemis sinuzoid limenleri (*)
goriilmektedir. Hepatosit sitoplazmalari igerisinde glikojen taneciklerine rastlanmamaktadir. PAS+HL, x40.

Resim 15. Portal sahada gok sayida infiltrasyon hiicresi (IH), kontrol grubuna oranla sitoplazmasi daha
eozinofilik ve iri hepatositler (h), genislemis sinuzoid liimenleri (*) ve liimen igerisinde gok sayida eritrositin
(—) varlig1 gbze ¢arpmaktadir. BN: Biniikleer hiicre, A: a. hepatica, V: v. porta, SK: Safra kanal.. H+E, »




Resim 16. Periportal sahaya ait bu kesitte, yer yer biniikleer (BN) hepatositler ve hepatositlerin sinuzoid
liimenine yakin yiizlerindeki vakuol olusumlarinin (v) yani sira, sinuzoid duvarindaki kalinlasma ( =) dikkati
¢ekmektedir. V: v. porta, (*): Genislemis sinuzoid liimenleri, SK: Safra kanali. Masson’un Trikrom boyasi, x40.

Resim 17. Portal bag dokunun hiicresel ve lifsel artisi (=) ile, portal alana yakin Kupffer hiicrelerinin (KH)
sayisinda da belirgin bir artigin s6z konusu oldugu izlenmektedir. A: a. hepatica, V: v. porta, SK: Safra kanali, h:
Iri hepatositler. v: Vakuoliimsii yapilar. (*): Geniglemis sinuzoid liimenleri. Masson’un Trikrom boyasi, x40.
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Resim 18. Ozellikle portal sahaya yakin bolgede, genislemis sinuzoidlere (*), bu sinuzoid duvarlarinda yer alan,
icerikleri dolayisiyla belirgin bir PAS pozitiviteye sahip Kupffer hiicrelerine (KH), gerek sinuzoid gerekse
damarsal yapilarda bazal membran kalinlasmalarina (m ) rastlanmaktadir. A: a. hepatica, V: v. porta, SK: Safra
kanali, BN: Biniikleer hiicre. PAS+HL, x40

Resim 19. Portal saha igerisinde infiltrasyon hiicrelerinin (IH) ortaya giktig1, portal saha disinda ise sinuzoid
duvarlarinin kalinlastigi ( m) ), hepatositlerde glikojen igeriginin kayboldugu ve biniikleer hiicre (BN) sayisinin
artif1 goriilmektedir. Sinuzoid duvarinda yer alan Kupffer hiicrelerinin (KH) normal boyutlarinn iizerinde olup,
lizozom igerikleri dolayisiyla belirgin PAS pozitivite gosterdikleri izlenmektedir. V. v. porta, SK: Safra kanali,
h: Iri hepatositler. PAS+HL, x40
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Resim 20. Hepatositer yiizde baglanti komplekslerinin (—<«) birbirlerinden ayrilarak, hiicreler arasi mesafeyi
artirdig, farkli gaplarda vakuol olusumlari (V), lizozom (Li) ve myeloid figtrlerin (Mf) varhigr dikkati
cekmektedir. Mitokondri (M) genellikle normal sekillerini ve krista yapilarini korumakla beraber, zaman zaman
matriks yogunluklarinin azalmis oldugu gériilmektedir. D: Dissé arahgi, GER: Graniillii endoplazmik retikulum
SK: Safra kanalikiilii. Uranil asetat + Kursun sitrat, x12000

P

Resim 21. Safra kanalikiiliinden (SK) Dissé arahigina (D) kadar, interseliiler araligin oldukga geniglemis oldugu.
hepatosit sitoplazmasinda farkli yogunluk ve gaplarda lizozomlar (Li) ve azalmis (GER) izlenmektedir. Dissé
araliginda mikrovilli yapisi (Mi) hemen hemen kaybolarak apikal yiiziin diizlesmis. safra kanalikiiliine ait
sitoplazmik ¢ikintilarin da sayica azalmig ve boylar kisalmig oldugu gézlenmektedir. M Mitokondri. SL
sinuzoid liimeni, (—+): Baglant: kompleksleri, (=>¢=): Z. occludens. Uranil asetat + Kursun sitrat. x12000
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Resim 22. Vaskiiler yiize ait bu kesitte,
oldukga iri vakuol olugumlar (V), boylari
uzamis mitokondrionlar (* M), vyag
. damlaciklari (L) ve myeloid figiirler (Mf)
goriilmektedir.  N:  Niikleus, GER:
Graniillii endoplazmik retikulum, SL:
Sinuzoid liimeni, E: Endotel hiicresi, D:
Dissé araligi, Mi: Mikrovilli. Uranil asetat
+ Kursun sitrat, x8000.

 Resim 23. Dissé araliginda (D)
mikrovillinin  (Mi) seyreldigi, endotel
hiicre sitoplazmasinda ise, sayica artmis
lizozomlar (Li), lipid damlaciklari (L) ile
matriks yogunluklar azalmig
mitokondrionlar (M) gozlenmektedir. V:
Vakuol, SL: Sinuzoid limeni, N;
Niikleus, Go: Golgi aygiti, P: Polizom,
GER: Graniilli endoplazmik retikulum.
Uranil asetat + Kursun sitrat, x15000.




Resim 24. Sinuzoid duvarinda yer alan Kupffer hiicresinin (KH) farkl gaplarda lizozomlara (Li) ve iyi g I.ismi$
hiicre organellerine sahip oldugu, ayrica hepatositin (H) vaskiiler yliziiniin diizlesmis oldugu goriilmektedir. V
Vakuol, D: Dissé araligi, Go: Golgi aygiti, N: Niikleus. Uranil asetat + Kursun sitrat, x12000

Resim 25. Safra kanalina ait bu kesitte, kanal hiicreleri arasindaki interdijitasyonlarin (Id) kalinlastigi, apikal
yiizde sitoplazmik ¢ikintilar (S¢), sitoplazmalarinda diiz endoplazmik retikulum (DER), lizozomlar (Li), polizom
(P) ve mitokondriye (M) rastlanmaktadir. Go: golgi aygiti, BM: Bazal membran, SKL: Safra kanali limeni,
(—+<—): Baglanti kompleksleri. Uranil asetat + Kursun sitrat, x12000
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ASETAMINOFEN iLE BIRLIKTE (-)-EPIKATESIN VERDIGIMIZ DENEY
GRUBUNA AiT GOZLEMLERIMIiZ

Resim 26. V. centrolobularis (VC) gevresinde diizenli yerlesimli Remak kordonlarini olusturan hepatositlerin,
niikleus (N) ¢aplarinin biribirine esit oldugu, hiicre sitoplazmasi iginde GER tarafindan olusturulan, Berg
cisimciklerinin (BC) bazofilik kiimeler seklinde yer aldigi izlenmektedir. Sinuzoid (S) duvarinda yer alan
endotel (EH) ve Kupffer hiicrelerinin (KH) normal say1 ve boyutta olduklari izlenmektedir. BN: Biniikleer hiicre.
H+E, x40

Resim 27. V. centrolobularis (VC) ve ¢evresinde 1simnsal yerlesimli Remak kordonlar1 (RK) izlenmekte olup,
gerek V. centrolobularis bazal membraninda gerekse sinuzoid (S) duvarlarinda hafif bir kalinlasmaya (‘ )
rastlanmaktadir, ancak asir1 bir liimen genislemesi izlenmemektedir. Bazofil boyanmis Berg cisimcikleri (BC),
sitoplazmada yaygin olarak bulunmaktadir. EH: Endotel hiicresi, KH: Kupffer hiicresi. Masson’un Trikrom
boyasi, x40.
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Resim 28. V. centrolobularis (VC) ve sinuzoid bazal membranlari (BM) oldukga incelmis ve diizenli yapida
olup, Remak kordonlarmi olusturan hepatosit sitoplazmalari igerisinde, glikojen taneciklerine (G) az da olsa
rastlanmaktadir. Sinuzoid bazal membranlarinda hafif bir kalinlasma ( ) ile hafif liimen genislemeleri (*)
goriilmektedir. EH: Endotel hiicresi, KH: Kupffer hiicresi. PAS+HL, x40.

Resim 29. Portal alan ve gevresinde yer alan diizenli yerlesimli Remak kordonlari (RK) ile sinuzoidler
izlenmektedir. Portal alandaki; a. hepatica (A), v. porta (V) ve safra kanalimin (SK) diizenli yapilarim
koruduklari goriilmektedir. BN: Biniikleer hiicre, EH: Endotel hiicresi, KH: Kupffer hiicresi. H+E, x20.
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Resim 30. Portal alan g¢evresindeki diizgiin Remak kordonlarimi (RK) gordiigiimiiz kesitte; sinuzoid
genislemelerinin ve bazal membran kalinlasmalarmin azaldig, portal saha igerisinde; a. hepatica (A), v. porta
(V) ve safra kanallarmin (SK) yapisal biitiinliiklerinin korundugu, bag dokusal yapinin normal oldugu
gozlenmektedir. Bunun yam sira, bazi hiicrelerde hala vakuoliimsii yapilarina (v) rastlanmaktadir. Masson’un

Trikrom boyast, x40.

Resim 31. Portal alanda , a. hepatica (A), v. porta (V) ve safra kanali (SK) bazal mebranlari (BM) ile periportal
Remak kordonlarinin (RK) ¢niindeki sinuzoid bazal mebranlarinda hafif bir kalinlasma (m )gozlenmektedir.
KH: Kupffer hiicresi, BN: Biniikleer hiicre. PAS+HL, x40.
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Resim 32. Okromatin niikleus (N) ve
belirgin niikleolusunun (n) gozlendigi
hepatosite ait bu kesitte, sitoplazmada
GER miktarinin asetaminofen verdigimiz
gruba oranla olduk¢a artmis oldugu.
yuvarlak gekil ve belirgin krista yapisina
sahip mitokondri (M). bilier yiizde
multivezikiiler cisimcikler (Mv) ve lipid
damlaciklar (L) goriilmektedir.
Hepatositer yiize ait baglanti kompleksleri
(—+=) sikt  yapilarim  korumaktadir
(=<): Z. occludens, SK: Safra
kanalikiili. Uranil asetat + Kursun sitrat,
x4000

Resim 33. Safra kanalikiliinin  (SK)
yaninda yer alan zonula occludens (=<=)
ve  hepatositer  ylize ait baglant
kompleksleri (—<«-) diizenli bir yap:
sergilemektedir GER Grandilli
endoplazmik retikulum. Uranil asetat +
Kursun sitrat, x25000



Resim 34. Vaskiiler yiize ait bu kesitte, gerek hepatosit (H) gerekse endotel hiicresi (E) sitoplazmasi farkh
caplarda lipid damlalari (L) igermektedir. Ayrica hepatosit sitoplazmasinda, igerisinde bir takim elektron opak
maddenin bulundugu vakuoller (V) de gorillmektedir. GER: Graniillii endoplazmik retikulum, D: Dissé aralig
M: Mitokondri. Uranil asetat + Kursun sitrat, x10000

Resim 35. Dissé¢ arahgi (D), oldukga sik yerlesimli, ince ve uzun sekilli mikrovilliden (Mi) olusmug olup, hiicre
organellerinden zengin endotel hiicresinin (E), diizenli bir sekilde sinuzoid duvarim sardigl goriilmektedir. H:
Hepatosit, N: Niikleus, n: Niikleolus, GER: Graniilli endoplazmik retikulum, M: Mitokondri, L: Lipid
damlacigi, Pi: Pinositotik vezikiil, SK: Safra kanalikiilii, (=><=): Zonula occludens. Uranil asetat + Kursun sitrat,
x6000
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Resim 36. Hepatositin vaskiiler yiiziinde gok sayida multivezikiiler cisimcik (Mv) ve lipid damlacigi (L)
izlenmekte olup, sinuzoid duvarinda iiggen sekilli, skromatin niikleusu (N) ve sitoplazmasinda yer alan lipid
damlalariyla Kupffer hiicresi (KH) gariilmektedir. D: Dissé araligi, H: Hepatosit, M: Mitokondri, GER: Graniillii
endoplazmik retikulum, Mi: Mikrovilli. Uranil asetat + Kursun sitrat, x10000.

Resim 37. Diizenli, ince bir bazal membran (BM) iizerine oturan safra kanal epitel hiicreleri ve hiicreleri
birbirlerine baglayan baglanti kompleksleri (—+«) biitiinliiklerini korumakta, ancak interdijitasyonlarin (Id)
kontrol grubuna oranla azalmis oldugu gériilmektedir. N: Niikleus, Pi: Pinositotik vezikiiller, Sg: Sitoplazmik
¢ikinti, (=><=): Z. occludens. Uranil asetat + Kursun sitrat, x15000
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TARTISMA

Asetaminofen, terapdtik dozlarda giivenilir ve etkili bir analjezik-antipiretik ajan
olmasimin yam sira, kullanim alami olduk¢a genis ancak, regetesiz satilimi dolayisiyla
suistimal edilen ilaglarin baginda gelmektedir (1,4,6,10).

Insanlar igin, tek dozda 10-15 g asetaminofen aliminin karacier nekrozuna neden
oldugu, 20 g ve iisti dozlarmn ise sltimle sonuglandigr bildirilmistir (1-3,6,8,18). Klinikte
asetaminofen zehirlenmelerinde antidot olarak, siilthidril donérii bir antioksidan olan N-asetil-
sistein kullanilmaktadir (23-25,56-59). Onerilen giinlitk maksimal doz 3-4 g’dur.

' flag, insan mikrozomlarinda, NADPH bagimli sitokrom P450 enzim sistemine ait,
sitokrom P450 2E1 ve 1A2 ile biyoaktivasyona ugrar. Meydana gelen aktif metaboliti
(NAPQ)I) ise, karaciger hasarindan sorumludur (22,25,29,59-61).

NAPQI, diigiik konsantrasyonlarinda glutatyon ile konjuge olur. Yiiksek dozlarda ise,
azalan glutatyon nedeniyle hiicresel makromolekiillere atakta bulunur. Bu olay asetaminofen
toksisitesinde ilk basamak olarak kabul edilmektedir (30,58). Sonraki basamaklar i¢in
Onerilen pek gok goriis vardir. Bunlar; thiol eksikligi, oksidatif stres, lipid peroksidasyonu,
Ca™ iyon dengesinin bozulmas, nitrik oksit, mitokondrial disfonksiyon, kovalent baglanma
ve apoptozistir (25,29,58).

Asetaminofenin yiikksek doz almmi ile sentrolobuler nekroz gelismektedir
(3,5,7,18,29,33,62,63). Bununla birlikte, supraterap6tik dozlarda, kronik ilag uygulamasi ile
karacigerde farkl: seviyelerde sentrolobuler nekrozun goriildiigti (64), ayrica zamana bagimli
olarak, hasarin karaciger lobulusunun diger béliimlerine sigradif1 bildirilmigtir (23,25,58) .

Anundi ve arkadaglan (59), ytiksek doz asetaminofen uygulamasinin ardindan, hiicre
kiilttiriinde periportal ve perivenz (sentrolobuler) hepatotoksisiteyi galismiglardir. Insanlarda,
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sitokrom P450 2El enziminin daha ¢ok sentrolobuler bélgede iiretildigi, bu yiizden
sentrolobuler hasarin periportal alana gore daha siddetli seyrettigini gérmiislerdir .

Poulsen ve Thomsen (64), ilac1 18 hafta glinltik maksimal dozda uygulamis ve hasarin
sentrolobuler alanda giderek artiin1 saptamiglardir.

Asetaminofenin toksik metabolitini olusturan- NAPQI’nin ¢esitli translokasyon
enzimlerine kovalent olarak baglandig: ditstiniilmektedir. Bu enzimlerin aktivite kaybi, hiicre
igi Ca™ seviyesini artirir (65,66). Hiicre igi Ca™ artis1 ise endontikleazlarin artigina neden
olmaktadir (10,53,66). Ayrica NAPQI’nin, niikleus i¢ membranminda yer alan yapisal
proteinlerinden ve niikleus membranini yapan ii¢ ara filamentten biri olan Lamin-A ile de
kovalent bag olusturdugu bildirilmistir (67). Gozledigimiz niikleer degisikliklerde, bu
kovalent baglanmanin da §nem tagidigi kanisindayiz.

Calismamizda, gerek periportal, gerekse sentrolobuler bélgede gordiigiimiiz biniikleer
hiicre sayisindaki artis, rejenerasyon yetenegi yiiksek olan karacigerin hasara karsi
olusturdugu bir cevap olarak kabul edilebilir.

Gerson ve arkadaglan (33), okside glutatyon (GSSG)dan, rediikte glutatyon (GSH)
olusumunda rol oynayan glutatyon rediiktaz inhibisyonunun hepatositleri oksidatif strese karg
daha duyarl: hale getirdigini, Nicholls ve arkadaglari (68) ile Tsokos-Kuhn ve arkadaglar (69)
ise, asetaminofen toksisitesinde, Ca™" iyon denge bozuklugunun ve oksidatif stresin etkili
oldugunu ileri stirmiiglerdir.

Birge ve arkadagslarina (70) gore; NAPQI, elektrofilik &zelligi nedeniyle kovalent
baglanarak ya da semikinon radikaline doniisiip, oksidatif stres olusturarak asetaminofen
toksisitesinde bifonksiyonel rol oynamaktadir.

Davies ve arkadaglar1 (71), NAPQI etkisiyle oksidatif stresin olugumunun kesinlik
tasimadigimi ancak, sitoplazmik Ca™ dengesinin kontroliinii yapan; plazma membramnda
Ca"™"/Mg"™-ATPaz, endoplazmik retikulumda ATP bagimh Ca™ aymc1 sistem enzimleri ve
mitokondride NAD(P)H- dehidrogenazin thiol gruplarmimn  oksitlenerek, s6z konusu
enzimlerin inaktive oldugunu bildirmiglerdir.

Asetaminofen  toksisitesinde  ilk  degisiklikler =~ mitokondride  gozlenir
(5,23,25,29,59,72). Birgok ¢alismada asetaminofen aliminin ardindan mitokondride sisme,
krista kayb1 ve matriks yogunluk azalmas: gézlenmistir (7,10,37,73).

Jaeschke ve arkadaglari (74), mitokondrial disfonksiyonun direkt kovalent baglanma
ile ya da indirekt olarak, sitoplazmik Ca™" seviyesinin artisiyla olabilecegini bildirmiglerdir.

Tek bagma asetaminofen verdigimiz grupta gordiigiimiiz mitokondrial bozukluklarin,

asetaminofen toksisitesi dolayisiyla mitokondride, buna bagl olarak solunum zincirinde,
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dolayisiyla enerji {iretiminde aksamalara neden oldugunu, toksisiteyle birlikte hiicrede ortaya
¢ikan enerji gereksiniminin, mitokondri boy ve hacimlerinde artiga neden oldugu
kanmisindayiz.

Hiicrede ag18a ¢ikan enerji ihtiyaci nedeniyle glikojen ylkm:u s6z konusu olacaktir.
Bulgularimizda kaynaklara da paralel olarak (34,75), hepatositlerde glikojen partikiillerine
rastlamadik.

Mitokonride, enerji firetimi eksiklifi sonucu, endoplazmik retikulumlarda protein
sentezi yavaglamis ve hatta durmus olacaktir. Diger taraftan, oksidatif stres ve LPO’ya bagli
olarak, membran permeabilite bozulmalari ile birlikte GER sisternalarinda sisme, sayilarinda
azalma goriilebilecektir.

DER’de, sitokrom P450 ile gergeklesen metabolizasyon sonucu biriken asetaminofen
metabolitlerinin ve haraplanan hiicresel komponentlerin uzaklastirilmas: igin, lizozom
sayisinda ve myeloid figlir olusumunda artigin gergeklestigini diistinmekteyiz. Bazi lizozom
membranlarinin ise gerek LPO, gerekse kovalent baglanma nedeniyle haraplanarak proteolitik
enzimlerin sitoplazmaya dagildiini, bunun da protein denatlirasyonuna neden olarak, i1k
mikroskopik bulgularimizda rastlanan, eozinofilisi artmis hepatositlerin gériilmesine sebep
oldugunu diiglinmekteyiz.

Safra tuzlarinin, trigliseridlerin ve detoksifikasyon enzimlerinin yer aldigi DER (77);
gerek LPO, gerekse mikrozomal proteinlerin oksidasyonu nedeniyle gerilemisgtir.

Asetaminofen toksisitesinde goriilen vakuollerin DER’e su girisiyle ortaya c¢ikan,
hidrofilik dejenerasyondan dolayr kaynaklanmis oldugu ileri stiriilmektedir (34,78).
Bulgularimizda gozlenen hidrofilik bazt vakuoliimsii yapilarin da bu sekilde ortaya ¢ikmuig
olabilecegini diiglinmekteyiz.

Walker ve arkadaglari (79), asetaminofenin “konjuge olmus bilirubinin safra
kanalikiiliine tasinmasim inhibe ettigini” ileri siirerler. Bengocheo ve arkadaglan (80), safra
akimimimn hiicre igi Ca™ denge degisikliklerine, ATP eksikligi ve mitokondrial hasara baglt
' oldugunu belirtmislerdir. Hepatositin bilier yiizlinde, kanalikiil genislemeleri, mikrovilli
boyunun kisalmasi, kalinlagmasi ve sayisimin azalmas: da bu nedenlere baglanabilir.

Hepatositin vaskiiler yliziinde, enerji fonksiyonu ile ilgili inorganik iyonlar mevcuttur.
Bu iyonlardan 6zellikle Na'/K*-ATPaz iyon pompas: aktif transport igin biiylik 6nem tagir
(77). Hiicrede meydana gelen enerji agifi, transportun da yapilamamasina neden olmakta,
dolayisiyla hepatositin Dissé aralifina bakan yiiziindeki mikrovilli yapts1 bu durumdan
etkilenmektedir. Bulgularimizda goriilen hepatosit mikrovillisinin diizlesmesi, hepatositlerin
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bu durumdan ne kadar etkilendifini ve sinuzoid ile ilgisinin ne oranda bozuldugunu
gostermektedir.

Asetaminofenin toksik metaboliti olan NAPQI, serbest radikalleri olugturarak, LPO’yu
ortaya gikararak ve kovalent baglanarak hepatositin membran biitiinltiglinti bozmaktadir.
Bunun sonucunda, hepatositte goériilen hiicre organellerindeki gerilemeler ortaya ¢ikmakta,
hiicre fonksiyonunu ve diger hiicrelerle iligkisini kaybederek, baglant: komplekslerinde artan
derecelerde bozulmalara ve agilmalara, Dissé aralifinda diizlesmelere ve kopmalara,
sinuzoiddeki kandan yeterince faydalanamamaya baglar. Bu da, giderek kétii tablonun
ilerlemesine neden olur.

Laskin ve arkadaglar1 (81), asetaminofen uygulamasimin ardindan, sentrolobuler
bolgede Kupffer hiicre akiimiilasyonu ve aktivasyonu gozlemislerdir. Bu caligmaya gére,
hasarlanan hepatositler, Kupffer hiicrelerini ve monositleri aktive edici kemotaktik faktorler
salarlar. Boylece hasarlanan bélgede Kupffer hiicre akiimiilasyonu goriiliir.

Ayrica, Kupffer hiicrelerinin stiperoksit anyonu gibi oksijen radikallerini de iireterek,
asetaminofen ile olusturulan karaciger hasarinda rol oynadiklart diistiniilmektedir
(7,74,81,82).

Calismamizda, Kupffer hiicrelerinin gerek sentrolobuler gerekse periportal alanda,
sayica ve hacimce artmig olmalarimin yam: stra, yogun bir PAS pozitiviteye sahip olduklarnm
gordiik. Her iki nedenden dolay1, bulgularimizda Kupffer hiicre artisinin bu ¢aligmalara uyum
gosterdigini diistinmekteyiz.

Endotel hiicresi; serbest radikalleri stipiirme ve denatiire olmus proteinleri ortadan
kaldirma fonksiyonuna sahiptir (77,83). Deneklerimizin sinuzoid duvarinda yer alan endotel
hiicreleri, hepatosit-kan arasinda aligverisi saglamalar1 nedeniyle, asetaminofen toksisitesinde
bazi morfolojik degisiklikler sergilediler. Endotel hiirelerinin apikal yliziinde yer alan
pinositotik vezikiillerin artmasinn, bir kisminin ise genisleyerek vakuoliimsii yapilara
dontismesinin ayrica, mitokondrial krista silinmelerinin radikal hasardan kaynaklandid:
kanisinday1z.

Bazi galigmalarda, asetaminofen verilen deneklerin karacierlerinde sentrolobuler
konjesyonun ortaya ¢iktifi, eritrosit yifilmalarindan dolayi, damar duvarlarinin kollabe
oldugu, daha sonra da karaciger hasarlarinin ortaya ¢giktig1 6ne stiriilmiigtiir (80,84).

Calismamizda goriilen sinuzoid geniglemelerinin buna bagli olarak agiklanabilecegini

dustinmekteyiz.
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Smith ve arkadaglan (28), asetaminofen toksisitesinde, myeloperoksidaz aktivitesini
Olgmek suretiyle, notrofil younluunun oOzellikle genis damarlar etrafinda oldugunu
saptamuslardur.

Calismamizda, &6zellikle biiylik portal alanlarda infiltrasyon odaklarma rastladik.
Buralarda goriilen bag doku hiicre artigimin da infiltrasyon hiicrelerinden kaynaklanmig
olabilecegi goriistindeyiz.

' Asetaminofen ile birlikte (-)-epikatesin uyguladifimiz deney grubunda, hepatositlerin
vaskliler, bilier ve hepatositer yiizlerinin genelde normal yapilarim koruduklanm gézledik. Bu
(-)-epikatesinin, LPO ve serbest radikallerin olusturdugu hasarlara karsi etkili oldugunu
g@stermektedir.

Vallas-Bellés ve arkadaglar1 (85), (-)-epikatesinin hiicre membranlarinda lipid
tabakalarina yakin yerleserek, hiicre i¢i GSH ve katalaz seviyesinin korunmasma yardimeci
oldugunu, ayrica LPO, DNA hasar1 ve serbest radikalleri ortadan kaldirdigim bildirmislerdir.

Ayrica Ruch ve arkadaglan (86) da, yesil ¢ay katesinlerinin hiicrede meydana gelen
hidrojen peroksit ve siiperoksit radikallerini ortadan kaldirdigim bildirmislerdir.

Yine bazi g¢aligmalarda, (-)-epikatesinin membran fosfolipidlerini LPO’ya karsl
direngli hale getirdigi ileri stirtilmektedir (42,43,87,88).

Luper (12), katesinlerin hepatoprotektif etkisinin sadece direkt antioksidan
dzelliklerinden kaynaklanmadigmni, buna ilave olarak karaciferde redoks potansiyelini
koruyan protein thiollerinin devamini saglayarak etkili olduklarini iddia eder.

Asetaminofen ile birlikte (-)-epikatesin uyguladifimiz deney grubunda, hepatositlerde
vakuol olusumlarma daha az rastlanmasimn, hepatositer ve vaskiiler yiizlerde yer alan
mikrovilli olusumunun daha diizenli olmasinin, yer yer glikojen taneciklerine rastlanmasinn,
mitokondrial yapimn normale yakin bir gériiniime sahip olmasinin, (-)-epikatesinin LPO ve
radikal hasarlarina kéfsl koruyucu etkisinden kaynaklandigim diigiinmekteyiz.

Ancak lipid damlaciklarina, multivezikiiler cisimciklere rastlanmasi, asetaminofen
toksisitesindeki oksidatif hasarin bir kisminin (-)-epikatesin tarafindan kaldirildigini, ancak
NAPQI miktar1 fazlahfimdan dolayi, kovalent baflanma etkisiyle, baza bozukluklarin
hepatosit ve endotel hiicrelerinin agir1 aktivasyonu ile ortadan kaldirilmaya ¢alisildig izlenimi
verdi. Gerek hepatositlerdeki mikrovillinin incelmesi, uzamasi ve sayisinin artmasi, GER
miktarindaki artiy, gerekse endotel hiicresinde goriilen organel zenginligi, Kupffer
hiicresindeki ultrastriiktiirel yapi, bu izlenimi destekliyordu.
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SONUC

Asetaminofen verimi ile olusacak hepatotoksisiteyi ve bu toksisitenin, asetaminofen
ile birlikte (-)-epikatesin verilerek, ne derece dnlenebilecegini incelemek amaci ile yaptigimiz
calismada, karacierin gerek sentrolobuler, gerekse periportal alanlarinda morfolojik
degisiklikler gbzlemledik.

Bu degisikliklerin, asetaminofenin toksik metaboliti, NAPQI’nin hiicre igerisinde GSH
diizeyini azaltarak, oksidatif stres ve hiicre makromolekiillerine kovalent baglanarak
olusturduunu, asetaminofen ile birlikte (-)-epikatesin verdigimiz deney grubunda ise, doku
hasarinin daha az oldufunu ancak, hiicrede bazi yapisal ve fonksiyonel aksakliklarin
bulundugunu gézledik.

Bu nedenle, oldukg¢a yaygin ve kontrolstiz kullanimi s6z konusu olan asetaminofenin,
maksimal terapstik dozda uzun siire aliminin karacier hasarina neden olabilecegi gz oniine
alinarak, analjezik ve antipiretik kullaniminin simrlandirilmas: ve en diisiik dozda tutulmasi
kamisiday1z.

Uzun siire asetaminofen kullananlarda, (-)-epikatesin gibi bir antioksidan aliminin,
baz1 yan etkileri ortadan kaldirabilecegi, ancak uygulama dozunun giinliik dozun i{izerinde
segilmesinin, karaciger toksisitesine kargi daha dnleyici rol oynayacagim diigiinmekteyiz.
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OZET

Asetaminofen, olduk¢a giivenilir ve etkili bir analjezik-antipiretik ilagtir. Yiiksek
dozlarda ve kronik kullanimi, toksik metaboliti N-asetil-p-benzokinonimin birikimi nedeniyle,
"karacigerde hasara neden olmaktadur.

Bu galismada, asetaminofenin uzun stire, maksimal giinlik dozda uygulanmasiyla
olusturulan karacifer hasarinda, dogal kaynakli antioksidanlardan biri olan (-)-epikatesinin
morfolojik agidan ne 8l¢iide koruma saglayabilecegi, 15tk ve elektron mikroskopik diizeylerde
incelendi.

Bunun igin, her biri yaklagik 250 g olan, 18 adet Wistar albino tlirti erkek rat, 6’sar
denek igeren 3 gruba aynldi. Tiim gruplar aym biyolojik ve fizyolojik kosullar altinda tutuldu.
I. grup, kontrol grubu olarak ayrilip, II. grup dencklere, 66 mg/kg asetaminofen, III. grup
deneklere ise, 66 mg/kg asetaminofen ile birlikte 2,5 mg/kg (-)-epikatesin, 12 hafta siireyle
her giin, intraperitoneal yoldan uygulandu.

12. haftann sonunda, deneklerin karaciger biyopsi materyalleri alnarak, 151k ve
elektron mikroskopik gozlemler igih islemlendirildi.

1. grup deneklerde; karaciger dokusunun normal ultrastriiktiire sahip oldugu goriildii.

II. grup deneklerde, lobulus genelinde Remak kordon diizeninde bozulma,
sinuzoidlerde genigleme, V. centrolobularis bazal membraninda ve sinuzoid duvarlarinda
kalinlagma, hepatositler arasi mesafe ve biniikleer hepatosit sayisinda artig, glikojen ve
graniilli endoplazmik retikulumda azalma, Dissé aralifn mikrovillisinde diizlesme, safra
kanalikiili mikrovilli boyunda kisalma, gerek hepatosit gerekse endotel hiicresinde ise;
vakuolizasyon, gesitli ¢aplarda lipid damlaciklar1 ve lizozomlarda artis, mitokondride krista
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kayiplan ve matriks yogunluk azalmasi, Kupffer hiicre say1 ve hacminde arti§ ile portal alanda
infiltrasyon hiicreleri gozlendi.

III. grup deneklerde, II. grupta goriilen bozukluklarin azalmasmin yam sira, graniillii
endoplazmik retikulumun olduk¢a 1iyi gelistigi, hepatositer mikrovillinin ve baglanti
' komplekslerinin diizenli yapisim korudugu izleniyordu.

Sonug olarak; asetaminofenin uzun stire ve yiiksek doz kullammu gerektiginde,
tedaviye giinliik dozun lizerinde (-)-epikatesin eklenmesinin, asetaminofenin neden oldugu
karaciger hasarini azaltabilecegi kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: Asetaminofen, (-)-epikatesin, karacier, sigan, ultrastriiktiir.
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ULTRASTRUCTURAL EFFECTS OF (-)-EPICATECHIN ON
ACETAMINOPHEN-INDUCED LIVER DAMAGES

SUMMARY

Acetaminophen is one of the most reliable and effective analgesic-antipyretic drug.
Because of the aggregation of its metabolite, N-acetyl-p-benzoquinoneimine, in chronic usage
and high doses causes damage in liver.

In this study, it was examined that if the natural sourced antioxidant (-)-epicatechin
can prevent the liver damage that has been obtained by applying long term, maximal daily
dose acetaminophen, in light and electron microscobic levels at the point of morphology.

18 Wistar albino male rats, approximately 250 g, divided into three groups of six
indivudial. All groups were in same biologic and physiologic condition. The first group was
seperated as the control group, 66 mg/kg acetaminophen to the second group , 66 mg/kg
acetaminophen and 2,5 mg/kg (-)-epicatechin together to the thirth group, everyday during 12
weeks applicated intraperitoneal ways. At the end of the 12th week, biopsy materials of the
livers of the animals were operated for light and electron microscopic observations.

Liver tissue were observed to have a normal ultrastructure in the animals of the firsth
group.

In the second group; damages in the Remak cord regularity, dilation in sinusoids,
thickness in sinusoid’s wall and basement membrane of V. centrolobularis, increasing in the
space between the hepatocytes and amount of the binuclear hepatocytes, decreasing in the
glycogen and rough endoplasmic reticulum, smoothness in the Disse space microvilli, length

of bile canaliculi shortness, and in both hepatocyte and endothelium cells; vacuolization,
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different diameters of lipid drops and lysosomes, loses of crista and decreasing density of
matrix in mitochondri, increasing of number and size of Kuppfer cells and infiltration cells in
portal area were observed.

In the third group, beside the decrease of the defects that observed in the second
group, the rough endoplasmic reticulum was well devoloped, and the conservation of the
hepatocyter microvilli and intercellular junctions structure were observed.

As a result; we think that when long term and high dose usage of acetaminophen is
necessary, over the daily dose (-)-epicatechin addition to the treatment can be decrease the
liver damage which acetaminophen causes.

Key words: Acetaminophen, (-)-epicatechin, liver, rat, ultrastructure.
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