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OZET

Amag: Asetaminofenin gtnltik tavsiye edilen doz simi-
rinin tizerinde kullanilmasinin, karaciger tizerinde akut
yetersizlige kadar varan cesitli olumsuz etkileri vardir.
Yapilan bazi calismalarda, karaciger parankiminde tire-
tilen bazi metabolitlerin de bu stirece katki sagladig
bildirilmistir. Nitrik oksit (NO), yangisal medyatorle-
re karst sentezlenen oldukca reaktif bir maddedir. Bu
calismada, degisik dozlarda uygulanan asetaminofe-
nin karaciger tizerindeki muhtemel yapisal etkilerinin
iNOS enzimi, NO ve diger biyokimyasal parametrelerle
olan baglantisini incelemeyi amacladik.

Materyal ve Metod: Bu calismada, toplam 70 adet
Wistar albino erkek sican kullanildi. Hayvanlar, pe-
riton ici yoldan enjekte edilen asetaminofen dozuna
gore yedi esit gruba ayrildi: Grup-1 (Kontrol, n=10),
Grup-1I (5 mg/kg, n=10), Grup-I1I (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). Enjeksiyondan 24 saat sonra, hayvan-

lar anestezi altindaacilarak karaciger ve kan ornekleri
alindi. Alinan doku érnekleri histopatoloji ve lipit pe-
roksidasyonu yontinden, kan érnekleriyse serum NO,
stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) seviyeleri bakimindan incelendi.

Bulgular: Grup-1I, Grup-III ve Grup-IV'ten elde edi-
len veriler kontrol grubuyla karsilas tinldiginda, arada
herhangi bir farkin olmadigi gorildi (p > 0,05). Ote
yandan, Grup-V, Grup-VI ve Grup-Vll ile kontrol gru-
bu arasinda karacigerdeki yapisal degisiklikler, iNOS
enzimine ait reseptor dagilimi ve serum NO seviyeleri
yontnden anlamh bir farklilik vardi (p < 0,05).

Sonug: Elde edilen bulgular, NO'nun asetaminofenin
karaciger tzerindeki etkilerine paralel olarak artmasi-
nin, lipit peroksidasyonunu engellemesinin yani sira
farkli mekanizmalar tizerinden doku hasarlanmasinda
da rol oynayabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Asetaminofen, karaciger, nitrik
oksit, iNOS. Nobel Med 2011; 7(2): 88-95
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EVALUATION OF THE EFFECT OF
ACETAMINOPHEN AT DIFFERENT DOSES ON
HEPATIC NITRIC OXIDE SYNTHASE ENZYME
BY USING IMMUNOHISTOCHEMICAL AND
BIOCHEMICAL METHODS

ABSTRACT

Objective: Lxcessive administration of acetaminophen
have some negative effects on liver that may even progress
to acute failure. It has been reported that some metabolites
produced in liver parenchyme may also 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.

Material and Method: A (otal of 70 male Wistar albino
rats were included in this study. Animals were equally

divided to seven groups as follows: Group-I (Controls),
Group-1I (5 mg/kg), Group-1II (10 mg/kg), Group-IV
(20 mg/kg), Group-V (100 mg/kg), Grup-VI (200 mg/kg)
and Grup VII (500 mg/kg).After 24 hours, animals were
sacrificed under general anesthesia. Liver and blood samples
were collected. Tissues have undergone histopatho logical
analysis and lipid peroxidation look-up, whereas blood
samples were analyzed by means of serum NO, superoxide
dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px).

Results: 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.

Key Words: Acetaminophen, liver, nitric oxide, iNOS..
Nobel Med 2011; 7(2): 88-95

GiRiS

Akut sekilde gelisen karaciger yetersizligi vakalarinin
%50’sinden fazlasinda, ilaclar sorumlu tutulmustur.
Duyarliliga bagli olarak meydana gelen ilag reaksiyon-
larmin yaklasik %75’inin karaciger nakli ve 6limle
sonuclandigr  bildirilmistir.! Asetaminofen (parase-
tamol), etkinligi ve goreceli guvenilirligi dolayisiyla
buttin dtnya capinda en yaygin sekilde kullanilan
antipiretik (ates dustrticti) ve analjezik (agn kesici)
ilaclardan biridir. Fakat, bu ilacin karacigerde hasar-
lanma yaparak yetersizlige yol actigina dair cok sayida
calisma vardir.** Agir karaciger hasarlanmasiyla aseta-
minofen arasindaki ilk baglanti, 1966 yilinda bildiril-
mistir’ Bu ilacin karacigerde hasarlanmaya yol actigi
tespit edilen dozlarinin, tedavi amaciyla kullanilan si-
nirlar i¢inde oldugu bilgisi 6nemlidir.®

Asetaminofen, bazi kimyasal reaksiyonlarin aracihik
ettigi ve karaciger epitel hticreleri arasinda meydana
gelen etkilesimler sonucunda, karaciger dokusunda
nekroza yol agmaktadir. Bu ajana, “dogrudan hepa-
totoksin” de denmistir.” Bagisiklik mekanizmalari, bu
stirecte yer almaz. Toksik etkiye yol acan mekanizma-
lar arasinda protein arilasyonu, oksidatif stres, kalsi-
yum dengesizligi, transkripsiyon yollarinda meydana
gelen degisiklikler, iltihabi (yangisal) degisikliklere
onctlitk eden sinyaller ve hiicre dltim yollarnin hare-
kete gecirilmesi sayilmistir.® Asetaminofen, karaciger
tizerindeki toksik etkilerini N-asetil-p—benzokinin
imin (NAPQI) denilen ve sitokrom P-450 sistemi tize-

rinden agiga ¢ikan bir metaboliti aracihigiyla gosterir.
Bu metabolit, genellikle i¢ kaynakl bir antioksidan
olan glutatyonla etkilesime gecerek zararsiz hale gel-
mektedir. Diger taraftan, asetaminofenin ytiksek doz-
da alinmasi sonrasinda metabolitlerin miktarinda artis
olur. Bu durumda, glutatyon agiga ¢ikan fazla miktar-
daki NAPQI molektltnt baglayamaz. Serbest haldeki
NAPQI, karacigerdeki diger buytik capli molekdllere
kovalent sekilde baglanarak, karaciger dokusunda ha-
sarlanmaya yol acar.’

Karacigerdeki glutatyon depolarinin besin eksikligi
veya alkol bagimhhig gibi sebepler dolayisiyla ttiken-
mesi, zehirlenmeyi kolaylastirir. Kotit beslenme alis-
kanhg olan kisilerde ve alkoliklerde, toksik dozdan
daha diistik dozlarmn alinmas: bile toksik etkilerin or-
taya ¢lkmasia yol acabilir.™!® Karacigerde meydana
gelen hasarlanma, glutatyon seviyelerini ytikselten N—
asetilsisteinin disaridan verilmesi yoluyla onlenebil-
mektedir. Asetaminofen aracilhikh karaciger hasarlan-
masl, sadece NAPQI'nin dogrudan aciga cikan etkile-
rine baglanamaz. Yakin ge¢miste yapilan calismalarda,
baz1 sitokinlerin ve nitrik oksidin (NO) de bu stirecte
rol oynayabilecegine iliskin bulgular elde edilmistir."
NO, karacigerdeki parankim hticrelerinde ve paranki-
mal olmayan diger hticrelerde L—arjinin amino asidin-
den uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimi ara-
cihigiyla tretilen ve ytiksek reaktif oksidan kapasiteye
sahip bir bilesendir.’? NOnun karacigerde fazla mik-
tarda tiretilmesinin, endotoksin sokunda ve karaciger-
deki iltihabi reaksiyona ve hasarlanmaya iliskin
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. diger modellerde rol oynayan énemli bir unsur oldugu

Doku MDA (nmol/mgprot)
31 altinda yatan mekanizma tam olarak bilinmemesine

ragmen, bu bilesenin sitokrom P-450’de azalmaya yol
2 1 acu@', karacigerdeki proteinlerin DNA sentezini bas-
kiladig1'® ve apopitozun yani sira nekrozu da uyardi-

L dustnilmustir.”® NOnun karacigerdeki etkilerinin

1 £1'° bildirilmistir. Diger yandan, NOnun antioksidan

etkilerinin olduguna dair yaymlar da mevcuttur.'”'®

0 ‘ Dolayisiyla, NOnun karaciger tizerindeki etkileri tek

Kontol  Grupll Gupll GupV  GupV  GupVl  Grup VI yonlt degildir ve organizmanin i¢inde bulundugu du-
ruma gore degisebilmektedir.

Sekil 1. Karaciger dokusunda dlgilen ortalama malondialdehit (MDA) seviyeleri.

Yapmis oldugumuz bu calismada, periton i¢ine en-

jeksiyon yoluyla uygulanan degisik dozlardaki ase-

- taminofenin sicanlarin karaciger dokusunda yapisal
Serum SOD (U/mgprot) . o o

5 | L i degisikliklere yol acip agmadigini ve doza bagh olarak
AL L gortlen degisikliklerin iNOS reseptor dagilimiyla olan

49 baglantisinin yani sira, bu etkinin serum NO seviyele-

3 | riyle ve diger biyokimyasal parametrelerle olan iliski-
) sini incelemeyi amacladik.

T MATERYAL ve METOD

0

Kool Gupll  Gupll  GuplV  GupV GVl Grup Vi Bu calismada, alt1 deney grubu ve bir kontrol grubu
olusturuldu. Her bir grupta onar adet olmak tizere

toplam 70 adet sican kullanildi. Deney plani, Tablo
1’de verilmistir. Deneyin baslangicinda, ilk giin si-
canlarn agirhiklan olctldu. Calismanin baslangicin-
dan 24 saat sonra deney sonlandirldi ve ketamin
1 Serum GSH-Px (U/maprod) anestezisi alinda karacigerler ve kan 6rnekleri alin-
61 i di. Alman karacigerin bir kismu biyokimyasal analiz
icin aynldi ve fosfat tamponuna konuldu. Karacigerin

Sekil 2. Ortalama serum siiperoksit dismutaz (S0D) seviyeleri.

4] geri kalan kismu ise, histolojik calisma icin %10Tuk
notral formaldehit ¢ozeltisine konularak tespit edildi.
Hazirlanan parafin bloklardan, Leica tipi kizakli mik-
rotom kullamlarak 5 pm kahnhginda kesitler alind
14 ve hematoksilen-eozin kullanilarak boyama yapildi.

0 ‘ Boyanan orneklerin incelenmesinde ve fotograflari-
Kool Gupll Gupll GuplV GupV  GupVl  Grup Vi nin ¢ekiminde, Olypus BX-50 tipi binokiiler arastir-

ma mikroskobu ve goriintiileme donanimi kullanildi.

Sekil 3. Ortalama serum glutatyon peroksidaz (BSH-Px) seviyeleri Immumohistokimyasal incelemede, Elde edilen tiim
doku &rnekleri, %10luk formalin solusyonuna alin-

di. Dokular en fazla 24 saat formalin soliisyonunda

bekletildi. Daha sonra yukarida sayilan rutin histolo-
Serum NO (mikromolar) 1 jik yontemler kullanilarak dokular parafine gomtil-
du. Mikrotom (Leica tipi kizakli mikrotom) ile alinan
5 um kahnhginda seri kesitler lizinli lamlara alindi.
Parafin kesitler, ettivde 37°C’de bir gece bekletildi.
Dokular, bir saat stireyle oda 1sisinda primer antikor
iNOS (Epitope Specific Rabbit Antibody) Labvision
) Fremont CA 94539 USA ile 1/50'lik diltisyonda en-
1 kiibe edildi. Ikincil antikor Biotinylated Goat Anti-
Polyvalent- Labvision TP-125-BN ile 20 dakika mu-
amele edildi. Hematoksilen ile zit boyama uygulanan

o = o w A~ o o~
I

Kontrol Grup Il Grup III Grup IV Grup V Grup VI Grup VII

kesitler, entellan kullamlarak kapatldi. Immiinohis-
Sekil 4. Ortalama serum nitrik oksit (NO) seviyeler. tokimyasal yontemle boyanan karaciger doku kesit
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lerindeki iNOS reseptor yogunluklarmin belirlenme- Tablo 1: Deney plani

. . 9 . . ; 19
sinde, yar1 nitel degerlendirme yontemi kullanildi. Gruplar Hayvan sayis Tedavi Doz Sire
Biyokimyasal analizde, karaciger doku numuneleri, ka- : L A LR LRIl
nin uzaklastirilmast amaciyla énce soguk distile su ile I 10 Asetaminofen dmy / kg 16in
yikandi. Daha sonra, doku ¢rnekleri 150 ml'lik soguk Il 10 Asetaminofen 10 mg / kg 1 Giln
potasyum fgsfat tgmponu icine alinarak -20°C'de mu- " 10 Asetaminofen 20my / kg 1 Giin
1"1afaza ec?hldl. Derin dorichillrucuda.n ¢ikarilan karaager y 0 T 10/ kg o
ornekleri, buzlarinin c¢oziilmesinin ardindan t¢ kez - -
soguk distile su ile yikand: ve kurutma kagidi ile kuru- V 10 hsetaminofe 20 mg / kg 1 6in
landi. Kurulanan karaciger ornekleri tartlarak, hacim l 10 Asetaminofen 500 mg / kg 1 Giin
doku agirhgimin 10 kat olacak sekilde fosfat tamponu
icine alindi ve buz tizerinde homojenizatsrle 16,000
d-evu'/dk h1;1nda ik daklka boyunca homoqem-ze edil- Tablo 2: Histolojik degisikliklerin yari-nitel degerlendirme ydntemiyle karsilastinimas
di. Elde edilen homojenatlardan, stiperoksit dismutaz _
(SOD), malondialdehit (MDA), glutatyon peroksidaz | gyojar | . Hepatosit | Sinizoidal | Piknotik | NEKfoza | - Pavankimde

IR . P dejenerasyonu | dilatasyon | gekirdek o My

(GSH-Px) dl¢timit yapildi. Ayrica, alinan kan ornekle- hiicre | infiltrasyonu
rinde, serum nitrik oksit (NO) seviyelerine bakild1. Kontrol

) Grup Il
[statistik analizde, SPSS 15.0 ve Instat 3.0 yazilimlari Gl
kullanilarak yapild: ve yari nitel degerlendirme olct-
miinde Ki-kare testi uygulandi. kili grup karsilastir- Grup V
malar1 i¢in parametrik olmayan Mann-Whitney U testi Grup V v v i i S
kullanild1 ve 0.05’in altindaki P degerleri anlaml ola- Grup VI ++ ++ + ++ ++
rak kabul edildi. Grup VI s e s oy o

BULGULAR

Kontrol grubu ve deney gruplarina ait karaciger doku
kesitlerinde incelenen yapisal degisikliklerin deger-
lendirilmesinde, Abdel-Wahhab ve arkadaslarinin
kullandiklart yari-nitel degerlendirme yontemi kul-
lanild1.?° Buna gore (-) (negatif puan): hicbir yapisal
degisikligin olmamasi, (+) (1 pozitif puan): hafif de-
recede, (++) (2 pozitif puan): orta derecede, (+++) (3
pozitif puan): ciddi derecede yapisal degisikligi ifade
etmektedir (Tablo 2).

Bu yontemle elde edilen sonuclar, istatistik analizden
gecirildi. Gruplara ait “p” degerleri, Tablo 1'te veril-
mistir. Kontrol grubu sicanlara ait karaciger doku ke-
sitlerinin histolojik incelenmesinde, bu organa ait his-
tolojik yapilar disinda herhangi bir bulguya rastlan-
mamistir (Resim 1). Grup-1I, Grup-1II ve Grup-IV’e
ait 5, 10 ve 20 mg/kg asetaminofen verilen sicanlarin
karaciger doku ornekleri kontrol grubuyla karsilasti-
rldiginda, arada herhangi bir yapisal farkliligin olma-
dig1 goruldi (p > 0.05) (Resim 2—4). Grup—V'te yer
alan ve 100 mg/kg dozunda ila¢ uygulamast yapilan
hayvanlara ait karaciger doku 6rnekleri incelendigin-
de, portal venin etrafindaki sahada monontikleer hiic-
re infiltrasyonu, parankimde piknotik ve hiperkroma-
tik cekirdekli hiicrelerin ve hepatositlerde grantiler ve
vakuoler bozunmalarin oldugu gozlendi ve bu degi-
simler, kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamly-
di (p < 0.05) (Resim 5).

Benzer sekilde, 200 mg/kg ve 500 mg/kg dozlarinda
asetaminofen enjekte edilen ve Grup-VI ile Grup-
VIl'ye ait karaciger doku kesitlerinde sintizoidal genis-
leme, piknotik ve nekroza giden hticrelerin yan sira,
siddeti daha da artan sekilde hepatosit bozunmalari-
nin oldugu ve bu degisimlerin kontrol grubuna gore
anlamli olduklar gozlendi (p < 0,05) (Resim 6 ve 7).

Immiunohistokimyasal incelemede, kontrol grubun-
daki (Grup-I) hayvanlara ait karaciger dokularinin
sentrilobtiler sahalarinda iNOS reseptérlerinin ¢ok ha-
fif sekilde boyandiklari, diger yandan 5, 10 ve 20 mg/
kg dozlarinda asetaminofen enjekte edilen ve Grup—
11, Grup-III ve Grup—IV'te yer alan sican karaciger-
lerine ait kesit orneklerinde ise, iNOS reseptorlerinin
sentrilobtiler bolgelerde ve parankim sahalarinda yer
alan hepatosit hiicrelerinde az miktarda, fakat kont-
rol grubuna gore daha belirgin oranda boyandiklar
gozlendi (Resim 8). Buna karsilik olarak 100, 200 ve
500 mg/kg dozlarinda asetaminofen enjekte edilen ve
Grup-V, Grup—VI ve Grup—VII'de yer alan sicanlara
ait karaciger doku kesitlerindeki iNOS reseptérlerinin
daha yogun ve kuvvetli sekilde boyandiklari, ézellikle
500 mg/kg asetaminofen enjeksiyonu yapilan gruptaki
parankim dokusunun daha belirgin ve yaygin sekilde
boya tuttugu tespit edildi (Resim 9). Boyanma siddeti-
nin durumu su sekildeydi: Kontrol grubu (- / +), Grup-
11 (+), Grup-1II (+), Grup-1V (+), Grup-V (++), Grup-
VI (+++) ve Grup-VII (+++). Bu bakimdan,

DEGiSIK DOZLARDAKI

ASETAMINOFENIN KARACIGER
NITRIiK OKSIT SENTAZ ENZiMi
UZERINDEKI ETKISININ
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Tablo 3: Gruplar arasinda gézlenen yapisal degisikliklere it p degerleri

o | st | S| | " | Wi
E?{Tg?ll > 005 > 005 > 005 > 005 >005
E?u”é“?h > 005 >005 >005 | >008 >005
E?Sg?\ll > 005 > 005 >005 | >006 >005
[K;?S}f”v\ <001 <001 <005 | <001 <o
E?SH“VH <0001 <001 <001 | <oo <00

Tablo 4: Gruplara ait biyokimyasal parametrelerin 6lcim degerleri.

Gruplar S0D MDA Gsh-Px NO
Kontrol 426+114 | 220+090 | 483+190 | 413+043
Grup - Il 456 £ 117 | 231 £047 | 4456+213 | 426+069
Grp- Il | 403+050 | 224077 | 339+126 | 447+046
Grup- IV | 423+0982 | 213+038 | 382+163 | 453050
Grup - V 376+062 | 266+£054 | 260+£112 | 563+036
Grup-VI | 448+150 | 283+052 | 252+187 | 653+038
Grup-VIl | 428+126 | 279035 | 226069 | 7.11+046
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Resim 1. Kontrol grubuna ait karaciger
dokusu. (SV: Santral ven, yildiz: sintizoid).
(Hematoksilen-Eozin, x40).

Resim 2. Grup-Il'ye ait karaciger dokusu.
(Hematoksilen-Eozin, x40).

Resim 3. Grup-lll'e ait karaciger dokusu
(Hematoksilen-Eozin, x40).

kontrol grubuyla disitk doz asetaminofen verilen
gruplar arasinda (p< 0,05) ve ayni zamanda, dustik
doz gruplanyla ytiksek dozda ila¢ verilen gruplar ara-
sinda istatistik acidan anlamli farklilik vardi (p< 0,05).

Biyokimyasal incelemede, kontrol ve calisma grup-
larinda yer alan sicanlara ait serum SOD, GSH-Px
ve NO degerleri ve karaciger doku homojenatla-
rindan olciilen malondialdehit (MDA) seviyelerinin

ortalamasstandart sapma degerleri, Tablo 4'te veril-
mistir. Dtisttk dozlarda (5, 10 ve 20 mg/kg) asetami-
nofen uygulanan sicanlarin karaciger dokusunda lipit
peroksidasyon (TBARS=MDA) seviyeleri kontrol gru-
buyla karsilastirildiginda, arada anlamli bir farklilik
bulunamad: (p> 0,05). Yiiksek dozlarda (100, 200 ve
500 mg/kg) ila¢ uygulamasi yapilan ve Grup-V, Grup-
VI ve Grup-VIl'de yer alan sicanlarin doku MDA se-
viyelerinde, kontrol grubuna ve diistik dozlarda uy-
gulama yapilan gruplara gore oldukea hafif bir artisin
oldugu fakat, bu artisgin da istatistik acidan anlamh
olmadig: gorildi (p> 0,05) (Tablo 3 ve Sekil 1).

Serum SOD etkinlik degerleri yontinden, ¢calisma grup-
lartyla kontrol grubu arasinda bir farklilik yoktu (p >
0,05) (Tablo 4 ve Sekil 2). Serum GSH-Px enzim etkin-
lik seviyeleri dlctildtigtinde ise, bu etkinligin kontrol
grubuna gore diger calisma gruplarnnda giderek azal-
digr goruldi ve kontrol grubu ile Grup-VI (200 mg/
kg) ve Grup-VII (500 mg/kg) arasinda istatistik acidan
anlaml bir farkin oldugu bulundu (p < 0,05) (Tablo
4 ve Sekil 3). Diustik dozlarda asetaminofen verilen
gruplarm (Grup-11, Grup-III ve Grup-IV) serum NO
seviyelerinde hafif bir artis oldugu gorildu fakat, bu
artis kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistik
acidan anlamh degildi (p > 0,05). Ote yandan, daha
yiksek dozlarda uygulama yapilan Grup-V, Grup-VI
ve Grup—VIl'deki ortalama serum NO seviyelerinde,
kontrol grubuna gore anlamh bir artisin oldugu gortl-
du (p < 0,05) (Tablo 4 ve Sekil 4).

TARTISMA

Nitrik oksidin, bahsedilen toksisite mekanizmasinda
yer aldig1 6ne siiriilmektedir. Asetaminofen uygulama-
s1 sonrasinda, uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iINOS)
enziminin etkinliginde ve serum nitrik oksit seviye-
lerinde artis meydana geldigi gozlenmistir.?! Daha
once yapilan bazi immiinohistokimya calismalarinda,
hepatositlerde iNOS ekspresyonunun oldugu ve bu
hticrelerin iNOS i¢in birer kaynak teskil ettikleri gos-
terilmistir. Ayn1 zamanda, izole edilerek kulttir orta-
mina alinan hepatositlerde NO tiretiminin oldugu ve
glutatyon gibi disaridan kuiltiir ortamina eklenen bazi
maddelerle nitrik oksit sentezinde artis oldugu da ra-
por edilmistir.*?

Calismamizda, degisik dozlardaki asetaminofen uygu-
lamast sonrasinda karacigerdeki iNOS reseptor dagi-
himinin biyokimyasal parametrelerle ve lipid perok-
sidasyonuyla olan baglantisini incelemeyi amacladik.
Calismamizda kullanmis oldugumuz asetaminofen
dozlariyla karaciger dokusunda meydana gelen de-
gisiklikler arasindaki baglantiya iliskin olarak yapmis
oldugumuz literattir arastirmasinda, dustk dozlarda
(5, 10 ve 20 mg/kg) periton ici yoldan verilen aseta

92

NOBEL MEDICUS 20 | CiLT:7, SAYIL: 2



minofenin karaciger tizerine olan etkilerini dogrudan
veya dolayl yollardan incelemeyi amaclayan herhangi
bir ¢alismaya rastlamadik. Yapmis oldugumuz calis-
mada, bu doz seviyelerinde verilen asetaminofenin ka-
raciger tzerinde herhangi bir akut toksik etkiye veya
yapisal degisiklige yol agmadigini gozlemledik.

Daha ytiksek doz seviyeleri olan 100 ve 200 mg/kg
asetaminofenin periton ici yoldan enjeksiyonu soz ko-
nusu oldugunda da, bu dozlara iliskin herhangi bir
calisma bulunamadi. Bununla birlikte, asetaminofenin
daha ytiksek doz seviyelerindeki uygulamalarina ilis-
kin calismalar mevcuttur. Iwalokun ve arkadaslarinin
gerceklestirmis olduklar bir ¢calismada, yedi gtn bo-
yunca 300 mg/giin dozunda uygulanan asetaminofe-
nin kan biliriibin, karaciger enzimleri, MDA ve demir
seviyelerini belirgin sekilde artirdigi bildirilmistir.?
Yine Macrides ve arkadaslarmin gerceklestirmis ol-
duklar bir diger calismada, periton ici yoldan 250 ve
500 mg/kg dozlarinda verilen asetaminofenin kara-
cigerde akut toksik etkiye yol actigi ve bunun ardin-
dan 250 mg/kg dozunda uygulanan N-asetil sisteinin
(NAC), karacigerdeki akut yapisal ve enzimatik degi-
siklikleri geriye cevirebildigi ve dolayisiyla koruyucu
etkisinin oldugu rapor edilmistir.**

Biz de, yapmis oldugumuz calismada yukarida adi
gecen calismalardan elde edilen sonuglara paralel ola-
rak 100, 200 ve 500 mg/kg dozlarinda uyguladigimiz
asetaminofenin karaciger dokusunda hepatosit deje-
nerasyonu, piknotik ve nekroza giden hticreler ve si-
ntizoidlerde genisleme gibi akut yapisal degisikliklere
yol agtigini gozledik. Yaptigimiz literatiir taramasinda,
calismamizda kullanmis oldugumuz doz seviyelerin-
de periton i¢i yoldan uygulanan asetaminofenin ka-
racigerdeki iNOS reseptorleri tizerine olan etkilerini
immunohistokimyasal yénden karsilastirmali olarak
veya her bir dozu ayr ayn inceleyen bir calismaya
rastlamadik.

Bu sahada yapilan benzeri bir calismada, Gardner ve
arkadaslart 1 g/kg parasetamol enjekte edilen sican-
larin karaciger dokusundaki iNOS reseptorlerinde
kontrol grubuna gore belirgin bir artisin oldugunu
tespit etmiglerdir.” Yapmis oldugumuz calismada, du-
stik dozlarda (5, 10 ve 20 mg/kg) ila¢ uygulamasi ya-
pilan sicanlarin karaciger dokularindaki iNOS resep-
torlerinin immunohistokimyasal yontemle boyanmas
sonucu ortaya ¢ikan dagilmin hafif oldugunu tespit
ettik. Bunun yaninda, daha yiiksek dozlarda (100,
200 ve 500 mg/kg) asetminofen uygulamas: yapilan
ve Grup-V, Grup-VI ve Grup-VIl'de yer alan sicanla-
rin karaciger dokusundaki iNOS reseptér yogunlukla-
rinda ise istatistik acidan belirgin bir artisin meydana
geldigini bulduk.

(Hematoksilen-Eozin, x40).

(Hematoksilen-Eozin, x40)

Resim 4. Grup—IV’e ait karaciger dokusu

Resim 5. Grup-V'e ait karaciger dokusu.
Mononiikleer hiicre infiltrasyonu (yildiz), piknotik
ve hiperkromatik cekirdek (ince oklar), hepa-
tositlerde graniiler ve vakuoler dejenerasyonlar
(kalin oklar) (Hematoksilen-Eozin, x40).

Resim 6. Grup-Vya ait karaciger dokusu. Ince
oklar: piknotik cekirdekli hiicreler, kalin oklar:
hepatosit dejenerasyonu, S: siniizoidal dilatasyon

- Resim 7. Grup-VIl'ye ait karaciger dokusu.
Yildiz: siniizoidal genisleme, ince oklar:

~ graniler ve vakuoler dejenerasyonlar, kalin oklar:

(Hematoksilen-Eozin, x40).

hiperkromatik ve piknotik gekirdekli hiicreler

Oksidatif hasarlanmanin, asetaminofen toksisitesi icin
katk: saglayict bir mekanizma oldugu diustntlmis-
tir?® Yaptugimiz literattir arastirmasinda 5, 10 ve 20
mg/kg dozlarinda asetaminofen enjeksiyonu sonrasin-
da SOD veya GSH-Px seviyelerindeki degisime ilis-
kin olarak halihazirda herhangi bir bilgi bulamadik.
Yapmis oldugumuz calismada Grup-II, III ve IV ile
kontrol grubu arasinda bu enzimlerin etkinlik seviye-
leri yontiyle istatistik acidan herhangi bir farklilik ol-
madigini bulduk. Lores ve arkadaslari, 375 mg/kg do-
zundaki asetaminofen uygulamasi sonrasinda SODun
etkinliginde herhangi bir degisikligin olmadigini,
buna karsilik olarak GSH-Px enziminin etkinliginde
%40-53ltik bir azalmanin oldugunu tespit etmisler-
dir.?” Mirochnitchenko ve arkadaslarimin antioksidan
enzimleri fazla oranlarda iireten transgenik hayvanlar
tizerinde yapmus olduklart bir arastirmada, SOD ve
GSH-Px enzimlerini asin sekilde tireten hayvanlarin
asetaminofen toksisitesine karsi oldukea belirgin bir
direng gosterdikleri ifade edilmistir.?®

Mevcut ¢alismamizda Grup-V, Grup-VI ve Grup-
VII'de yer alan sicanlarin serum glutatyon peroksidaz
seviyelerinde, kontrol grubuna ve dusitk dozda uy-
gulama yapilan diger gruplara gore istatistik acidan
anlamh bir azalmanin oldugunu tespit ettik. Buna
karsilik, soz konusu gruplardaki SOD enzim etkinlik
seviyelerini kontrol grubuyla karsilastirdigimizda, an-
lamli herhangi bir degisiklik gozlemedik. =
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Resim 8. Karaciger dokusuna ait iNOS reseptdr imminohistokimya fotograflan. A:
Kontrol Grubu, B: Grup-Il, C: Grup-IIl ve D: Grup-IV (iNOS immiin boyama, x20).

NOBEL

MEDICUS’

Resim 9. Karaciger dokusuna ait iNOS

Sener ve arkadaglary, 900 mg/kg dozundaki asetami-
nofen uygulamasi sonrasinda glutatyon seviyelerinde
azalmanin yani sira, MDA seviyelerinde artis meyda-
na geldigini rapor etmislerdir.*® Diger yandan, akut
asetaminofen toksisitesinde lipid peroksidasyonunun
tartismal1 bir konu oldugu bildirilmistir.>® Yapmus ol-
dugumuz calismada, sicanlarin karaciger dokularin-
dan olctilen MDA seviyelerinde doza bagimli olarak

cok halfif bir artisin oldugunu fakat, gruplar arasinda
bu yonden herhangi bir farkhilik olmadigini bulduk.
Benzer sekilde, Knight ve arkadaslart 300 mg/kg do-
zundaki asetaminofenin karaciger dokusundaki MDA
seviyelerinde herhangi bir degisiklige yol acmadigini
rapor etmislerdir.’® NO iiretimini uyaran V-PYRRO/
NO ve interlgkin-1 gibi bazi maddelerin asetaminofen
maruziyetine paralel olarak kullanilmasinin, lipid pe-
roksidasyonunda énemli azalmalara yol actigini rapor
eden baz1 calismalar vardir.*?

Asetaminofen uygulamas: sonrasinda NO tiretiminin
artigl ve iNOS yoéntnden eksikligi olan (knockout)
farelerde NO tretiminin artmadigi, ayrica bu tir fare-
lerde lipid peroksidasyonunun gortaldugi rapor edil-
mistir.” Taylor ve arkadaslari, 6zgtin olmayan NOS
engelleyicisi ajanlarin kemirgen endotoksemi mode-
linde karaciger hasarlanmasini belirgin bir sekilde ar-
tirdigini ve NO'nun platelet adezyonunu 6nlemesinin
yani sira, toksik oksijen radikallerini notralize edici
etkisinin oldugunu da bildirmislerdir.**

Literattir arastirmasinda, serum NO seviyelerini ¢alis-
mamizda kullandigimiz dozlardaki ila¢ uygulamalar-
n1 kapsayacak sekilde karsilastiran veya bu dozlarin
tek tek ele alindig bir arastirmaya rastlamadik. Biz,
yapmis oldugumuz calismada dustik dozlarda aseta-
minofen verilen Grup-II, Grup-IlI ve Grup—IV'te yer
alan sicanlarin serum NO seviyelerinde kontrol gru-
buyla karsilastirildiklar: zaman belirgin bir artisin ol-
madigini, Grup-V, Grup-VI ve Grup—VIl'de yer alan
sicanlarin serum nitrik oksit seviyelerindeyse, kontrol
grubuna ve diistik dozda ilag alan gruplara gore an-
lamli bir artisin oldugunu bulduk.

SONUC

Bu calismanin sonucu olarak, asetaminofenin karaci-
ger tizerinde doza bagl olarak yol actig1 yapisal degi-
sikliklere ve glutatyon tizerindeki azaltici etkisine ek
olarak karaciger dokusunda uyarilabilir nitrik oksit
sentaz (INOS) etkinligini artirdigini, artan iNOS et-
kinliginin, bir yandan NO tretiminde artis saglama
yoluyla lipit peroksidasyonu reaksiyonlarmi énemli
olctide engellerken, diger yandan doz artimina paralel
olarak zararli etki gosterebilecegi sonucuna ulastik.
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