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OZET

Amag: Asetaminofen (APAP), terapétik dozlarda yan etkisi az bir analjeziktir. Bununla birlikte hepatotoksisite ile karsilasilabilmektedir.
Karvakroliin karaciger rejenerasyonu, iskemi reperfiizyon hasari iizerinde yararl etkileri gosterilmistir. Bu calismada asetaminofene
bagli karaciger toksisitesinde karvakroliin etkisi arastirilarak, N-asetil sistein (NAS) ile karsilagtirilmast amaglannmugtir.

Gereg¢ Yontem: Calismaya 36 adet Wistar Albino rat (6 grup) alinnustir. Birinci grup APAP (1 g kg' oral) + karvakrol (karvakrol (73
mg kg') grubu, ikinci grup serum fizyolojik (SF) (1 mL kg" % 0,9’ luk NaCl intraperitoneal) grubu, iigiincii grup karvakrol (73 mg kg™)
grubu, dordiincii grup APAP + N-asetilsistein (1.2 g kg’ ip) grubu, beginci grup APAP (1 g kg oral) grubu, altinct grup N-asetilsistein
(1.2 g kg’ ip) grubu olarak diizenlendi.Yirmi dordiincii saatin sonunda serum alanin amino transferaz (ALT), aspartat amino transferaz
(AST) ve alkalen fosfataz (ALP) diizeyleri élciilerek histopatolojik degerlendirme yapildi.

Bulgular: Kontrol grubuna gore; APAP verilen grup, NAS verilen grup ve APAP+NAS verilen grupta anlamli olarak yiiksek inflamasyon
tespit edildi. (p<0.05). ALT ve AST diizeyi karvakrol verilen grupta APAP verilen grup ve APAP+NAS verilen gruptakinden anlamli olarak
daha yiiksek bulundu.

Sonug: Calismamizin sonuglart ratlarda asetaminofene bagli hepatotoksisitede karvakroliin yeterli koruyucu etki yapmadigini ve
karvakrol ile NAS in hepatosit hasarini onlemede birbirine tistiinliigiiniin olmadigini gostermektedir. Bununla birlikte karvakrole bagli
aminotransferaz diizeylerindeki anlamli yiikselme bu etkiyi sorgulanabilir hale getirmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Asetaminofen, N-asetil sistein, Karvakrol, Hepatotoxicity

SUMMARY

Objective: Acetaminophen is an analgesics agent with little side effects in range of therapeutic doses while hepatotoxicity is a common
consequence of acetaminophen overdose.

There has been beneficial effects of carvarcol on hepatic regeneration and ischemi-reperfusion injury. In this study we have aimed to
examine the effects of carvacrol on acetaminophen induced hepatotoxiciy and compare it with N-acetyl cysteine (NAS).

Material-Methods: Thirty six Wistar Albino rats have been used for the study (6 groups). In group 1 animals recieved carvacrol of 73
mg kg intraperitoneally after receiving 1gr kg' APAP orally. Animals in control group received saline of 1 ml kg orally. In group 3 animals
recieved carvacrol of 73 mg kg intraperitoneally. In group 4 animals recieved 1gr kg of APAP orally followed by 1.2 gr kg of NAC
intraperitoneally. In group 5 animals received APAP of 1 gr kg” orally. In group 6 animals received NAC of 1.2 gr kg' intraperitoneally.
Alanine amino transferase (ALT), aspartat amino transferase (AST) and alkaline phospatase (ALP) levels were measured after 24 hours,
and histopathological examination was made.

Results: Inflammation in APAP treated group, N-acetyl cysteine treated group and APAP+NAC group was remarkably high (p<0.05).
Serum levels of ALT and AST were found to be higher in carvacrol treated group than APAP treated group and APAP+NAC treated group
(p<0.05).

Conclusion: Our study indicates that carvacrol can not provide sufficent protective effect, and neither carvacrol nor N-acetyl cysteine
is superior to each other in protecting hepatocytes from acetaminophen induced hepatotoxicity. Carvacrol has no destructing effect on
hepatic tissue according to histopathological findings, however, this result has been debatable due to the significant increase in carvacrol
related aminotransferase levels.
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GIRIS

Asetaminofen (parasetamol, N-asetil-p- aminofenol;
APAP) cok yaygin olarak kullanilan analjezik ve antipi-
retik bir ilagtir (1-3). Asetaminofen terapdtik dozlarda
aspirin ve ibuprofene benzer analjezik ve antipiretik et-
kinligi olan giivenli bir ila¢ olarak kabul edilmektedir.

Asetaminofenin terapdtik dozlart giivenli kabul edil-
mekle birlikte ilacin yiiksek dozlarda alinmasiyla 6liim-
ciil olabilen sentrilobiiler hepatik nekroz goriilebilmek-
tedir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Ingiltere’de
akut karaciger yetmezligi ile sonuclanan vakalarin yak-
lasik %20’sini parasetamol zehirlenmesi olusturmakta-
dir (4, 5). Yine ABD’de asetaminofen zehirlenmesinin
dogrudan yillik maliyeti 87 milyon dolar olarak hesap-
lanmugtir (6).

Kekik suyunun ana bileseni olan karvakroliin anti-
mutajenik, antiinflamatuvar, antimikrobiyal, antioksi-
dan, antianjiyojenik ve antitiimor etkinligi bilinmektedir
(7). Karvakroliin karacigerin iskemi-reperfiizyon hasa-
rinda antioksidan mekanizmalar1 yenileyerek koruyucu
etki yaptig1 gosterilmistir (8).

Bu calismada ratlarda deneysel olarak parasetamol
ile karaciger toksisitesi olusturduktan sonra, karvakroliin
hepatotoksisite iizerindeki etkisini aragtirmay1 ve antidot
olarak kullanilan NAS ile karsilagtirmay1 amacladik.

METOD

Deney Hayvanlari

Bu ¢alismada Hacettepe Universitesi Hayvan Etik
kurul onay1 alindiktan sonra ¢aligmamizda Hacettepe
Universitesi Deneysel Hayvan Laboratuari’ndan temin
edilen Wistar albino cinsi siganlar (180-200 g) kullanil-
di. Hayvanlar deney baslayana kadar ortama alistirilma-
lar1 acisindan Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hay-
van Deneyleri Laboratuvari’nda tutuldu. Hayvanlara
2112°C sicaklikta ve %30-70 bagil nem oraninda, 12
saat karanlik-12 saat aydinlik sikluslar halinde musluk
suyu ve standart yem ile bakildi. Calismada APAP tok-
sisitesinde, hem toksisite oncesi hem de toksisite sonrasi
karvakroliin etkisi incelendi.

Deney Protokolii

Caligmaya 36 adet Wistar Albino rat alinmigtir. Ratlar
randomize olarak her grupta alti hayvan olacak sekilde
alt1 gruba ayrilmistir. Birinci gruptaki hayvanlara APAP
toksisitesini takiben (tek doz 1000 mg kg' APAP (Parol
tablet Atabay A.S. Kadikoy - ISTANBUL) (gavajla ve-
rildikten sonra) 1.saatte karvakrol (Osman Gazi Uni-
versitesi Farmakoloji Anabilim Dali’'ndan saflagtiriimis
ve damitilmig preperat seklinde temin edildi) (kontrol
grubunda verilen SF ile es hacimde 73 mg kg™ intraperi-
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toneal) verildi. Tkinci grup kontrol grubu olup bu grup-
taki hayvanlara 1 ml kg"' % 0,9’luk NaCl intraperitoneal
(ip) tek doz verildi. Ugiincii gruptaki hayvanlara sadece
karvakrol (es hacimde 73 mg kg-1 ip) verildi. Dordiincii
gruptaki hayvanlara APAP toksisitesini takiben (tek doz
es hacimde 1000 mg kg APAP gavajla verildikten sonra
1.saatte N-asetilsistein (Asist %10- Hiisnii Arsan Sisli-
Istanbul) es hacimde 1.2 gr kg™ ip) verildi. Besinci grup-
taki hayvanlara sadece APAP (1000 mg kg-1 tek doz
gavajla) verilirken, altinci gruptaki hayvanlara sadece
N-asetilsistein ( es hacimde 1.2 gr kg™ ip) verildi.

Gruplara ilaglarin verilmesinden 24 saat sonra tiim
gruplardaki hayvanlara 6nce ketamin hidroklorid (75
mg kg') (Ketalar, Pfizer) ve xylazine hidroklorid (8 mg
kg') (Alfazyne, Egevet) intraperitoneal yapilarak anes-
tezi ve analjezi saglandi. Daha sonra masa lizerine tes-
pitleri yapildi, gégiis duvart agilarak dokular serbestles-
tirildi. Intrakardiyak ponksiyonla alian kan heparinize
tiiplere dolduruldu. Karaciger 6rnekleri hemotoksilen
eozin ile boyandiktan sonra patoloji uzmani tarafindan
kor olarak degerlendirildi.

Parametreler; inflamasyon (0= inflamasyon yok, 1=
hafif diizeyde inflamasyon, 2= ileri diizeyde inflamas-
yon), siniizoidal degisiklik (0= degisiklik yok, 1= hafif
diizeyde degisiklik, 2= ileri diizeyde degisiklik), hasar
(nekroz) (0= nekroz yok, 1= hafif diizeyde nekroz, 2=
ileri diizeyde nekroz) olarak skorlandi. Her bir preparat
icin dort degisik bolge incelenerek her parametre ayri
ayr1 degerlendirildi ve dort bolgenin ortalama skoru
kaydedildi.

Karaciger fonksiyonlarinin degerlendirilmesi i¢in
alinan kandan alanin amino transferaz (ALT), aspartat
amino transferaz (AST) ve alkalen fosfataz (ALP) 6l1-
climleri yapildi.

BULGULAR

Histolojik Bulgular

Inflamasyon Derecesi: Kontrol grubundaki (SF)
(Grup 2) hayvanlarda 2. derece inflamasyon saptanma-
di. Asetaminofen verilen APAP grubunda (Grup 5) ve A-
PAP verildikten sonra N-Asetil sistein ( NAS) verilen
grupta (Grup 4) kontrol grubuna gore anlamli olarak da-
ha fazla inflamasyon tespit edildi (Tablo I). Sadece NAS
verilen grupta (Grup 6) kontrol grubuna gore anlamli
olarak fazla inflamasyon tespit edildi (Tablo I).

Siniizoidal Diizensizlik Derecesi: Ratlardan alinan
kesitlerin siniizoidal diizensizlik acisindan yapilan karsi-
lagtirmasinda sadece APAP+NAS verilen grupta (Grup
4) kontrol grubuna (Grup 2) gore anlamh olarak fark
saptandi (Tablo I).
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Tablo I: Median degerlerine gore gruplar arasi inflamasyon, siniizoidal diizensizlik ve nekroz derecesi karsilastirilmasi

Inf.derecesi median (min-maks) Sin. Diizens. Median (min-maks) Nekroz derecesi median (min-maks)

Grupl 1(0-2) 1(0-1) 0(0-2)
Grup2 0.5 (0-1) 0 (0-1) 0.5 (0-1)
Grup3 1(0-1) 0 (0-1) 0(0-2)
Grup4 1(1-2) 0 (0-1) 0.5 (0-2)
Grup5 2(0-3) 1(0-2) 0(0-2)
Grup6 1(1-2) 0.5 (0-1) 0(0-1)
p 0.31 0.233 0.992

Nekroz Derecesi: Nekroz derecesi agisindan gruplar
arasinda yapilan karsilastirmada anlamli fark bulunmadi
(p=0.794).

Biyokimyasal Analiz

Alanin aminotransferaz (ALT) ve Aspartat aminot-
ransferaz (AST) diizeyleri karvakrol grubunda (Grup 3)
sadece APAP verilen grup (Grup 5) ve APAP+NAS
(Grup 4) verilen gruptan anlamli olarak farkli/yiiksek
bulundu (Tablo II).

TARTISMA

Asetaminofenin rat karacigeri iizerindeki hepatotok-
sik etkisini, N-asetil sisteinin (NAS) hepatotoksisitedeki
antidot etkinligini ve karvakroliin hem normal karaciger
dokusu hem de APAP’a bagli hepatotoksisitedeki etkisi-
ni arastirdigimiz bu ¢alismada APAP verilen grupta
kontrol grubuna goére inflamasyonun arttig1 gézlenmis-
tir. Bu bulgu toksisitenin ilk basamagi olan inflamatuvar
yanitin olustugunu gostermektedir. Yine calismamizda
APAP+NAS verilen gruptaki inflamasyonun kontrol
grubundan anlamli olarak yiiksek oldugu belirlenmistir.
Bu bulguya ek olarak sadece NAS verilen grupta da inf-
lamasyon derecesi kontrol grubundan yiiksek bulunmus-
tur. Bu iki sonug¢ birlestirildiginde NAS’1n koruyucu

ve/veya tedavi edici etkinligi sorgulanabilir hale gel-
mektedir.

Her ne kadar literatiirde NAS tedavisi ve etkinligi
ayrintili olarak c¢alisilmis ve antidot etkinligi gosterilmis
olsa da genel kabuller ile ¢elisen ve calismamizin bulgu-
larim1 destekleyen yeni caligsmalar da bulunmaktadir.
Bunlardan ilki APAP toksisitesi olan ve ilk 8§ saat icinde
NAS tedavisine baglanarak 21 saat siireyle intravenoz
NAS tedavisi alan hastalarda yapilan ¢aligmadir. Bu ¢a-
lismada tedaviye ragmen 77 hastada hepatotoksisite ge-
lisme orani %5.2 olarak bulunmustur. NAS tedavisine
ragmen yiiksek hepatotoksisite orani bazi hasta grupla-
rinda NAS tedavisinin suboptimal oldugu sonucunu or-
taya ¢ikarmigtir. Bu sonuca bakilarak NAS tedavisinin
siiresinin ve doz ayarlamasinin gézden gecirilmesi ge-
rektigi bildirilmistir (9). Yang ve ark. (9) farelerde 350
mg kg APAP sonrasi 2. saatte 100 mg kg* NAS tedavi-
si uyguladiklar1 caligmalarinda, APAP uygulamasi son-
rasindaki 72. saatte kontrol grubuna gore serum transa-
minaz seviyelerinin, periportal alanda hepatosit vakuoli-
zasyonunun arttigin ve histopatolojik goriintiide karaci-
ger rejenerasyonunun azaldigini tespit etmislerdir. Bu
etkinin karaciger rejenerasyonundaki iki 6nemli faktor -
hepatik niikleer faktore ((NF)-kB) DNA baglanmasinin
azalmasi ve hiicre dongiisii proteini siklin D1 ekspres-

Tablo II: Median degerlerine gore gruplararast ALP, ALT ve AST karsilastirilmasi

ALP Median (min-maks) ALT Median (min-maks) AST Median (min-maks)
Grupl 77 (27-318) 444 (75-963) 474 (209-2898)
Grup2 61 (52-78) 50 (42-145) 156 (91-237)
Grup3 42 (35-55) 234 (73-297) o 989 (298-1287) g5
Grup4 52 (18-59) 72 (53-93) 243 (171-518)
Grup5 51(39-113) 64 (47-79) 166 (130-278)
Grup6 45 (21-48) 90 (74-327) 273 (213-363)
p 0.142 0.33 0.14

o= grup3 grup4 ile karsilastirildiginda p= 0.017
B= grup3 grup5 ile karsilastirildiginda p=0.019
0= grup3 grup6 ile karsilastirildiginda p=0.048
y= grup3 grup4 ile karsilastirildiginda p=0.017
6= grup3 grup 5 ile karsilastirildiginda p=0.019
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yonunun azalmasina bagli oldugunu bildirmislerdir. So-
nug olarak da uzamis NAS tedavisinin APAP’a bagl ka-
raciger hasarinda karaciger rejenerasyonunu azalttigini
belirtmiglerdir. Bu sonuclar ¢aligmamizin bulgularini
desteklemektedir.

Gruplar arasinda inflamasyon agisindan yapilan kar-
silastirmada karvakrol verilen grupta kontrol grubunda-
kine benzer sekilde 2. derece inflamasyon olan hayvan
olmadi tespit edildi. Birinci derece inflamasyon geli-
sen hayvanlar olmasina ragmen, ileri diizeyde inflamas-
yon olmamasi karvakroliin -histopatolojik bulgular aci-
sindan- nekroza ve karaciger harabiyetine neden olma-
digin1 diisiindiirmektedir. Bu sonuc literatiirdeki ¢alis-
malarla uyumludur (8, 10, 11).

Calismamizda toksisite dozunda uygulanan APAP ile
beklenen diizeyde toksisite olugsmamustir. flacin verilig
sekli (12, 13) ve dozu (14, 15) literatiir esas alinarak be-
lirlenmesine ragmen toksisite olmamasi; genel olarak
asetaminofene bagli hepatotoksisite ile ilgili hayvan mo-
dellerinin ve dzelde de ¢alismamizda kullandigimiz mo-
delin kullanilabilirliginin ve tutarlilifinin sorgulanmasi-
n1 gerektirmektedir.

Cesitli hayvanlardaki asetaminofen modellerinin
tekrarlanabilirliginin kisith olusu ve ekstrahepatik toksi-
sitenin olabilmesi bu modellerdeki onemli sorunlardan
biridir. Hayvandan hayvana degisen ila¢ metabolizmasi
olusu da verilen dozlardaki asetaminofene yanitin 6ngo-
riilememesine neden olabilmektedir. Bu tiir degiskenlik-
lerin sinirlanmasi icin cesitli yaklagimlar gelistirilmistir.
Blitzer ve ark. (16) saf irk olan hayvanlari kullanmis fa-
kat bu yaklagim heniiz saf olmayan irklarla karsilastiril-
mamugtir. Ayrica saf wrktaki hayvanlarin bile ayni meta-
bolize etme kapasitesine sahip oldugu da gosterileme-
migtir.

Ekstrahepatik toksisite riski nedeniyle asetaminofen
uygulama doz rejimleri giderek daha karmagik hale gel-
mektedir. Agir1 yiiksek dozlar belirgin hepatik hasar
olusturmadan methemoglobinemi ve pulmoner 6deme
bagli olarak 6liime neden olmaktadir.

Asetaminofene bagl hepatotoksisite ile ilgili hayvan
modellerini arastiran bir bagka derlemede (17) domuz,
kopek, tavsan, rat ve farelerdeki asetaminofen hepato-
toksisitesi modellerinin tekrarlanabilir olmadigi, hasar
ile 6liim arasindaki siirenin degisken oldugu, tiir ve hay-
van yas1 agisindan standardizasyonun zor oldugu bildi-
rilmistir (18, 19). Asetaminofene bagl akut karaciger
yetmezligi ¢alismalarini inceleyen bir diger derlemede
de; yapilan calismalarda insanlar ile bazi kemirgenlerin
temel koagiilasyon faktorlerindeki belirgin konsantras-
yon farkliliklarinin tespit edilmis olmasinin da dnemli
bir sorun oldugu bildirilmigtir (20).
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Calismamizda karvakroliin histopatololjik olarak ka-
racigere toksik olmadigi fakat literatiirdeki bulgularin
aksine biyokimyasal analizde ise karaciger enzimlerini
yiikselttigini gosterdik. Caligmamizin bulgusundan fark-
It olarak Uyanoglu ve ark. (10) yaptig1 ¢alismada hepa-
tektomiyi takiben artan ALT, AST ve ALP diizeylerinin
karvakrol grubunda en hizli sekilde normale dondiigii ve
bunun karaciger rejenerasyonuna karvakroliin olumlu
etkide bulundugu sonucu i¢in gosterge oldugu bildiril-
migtir. Karacigerde olusturulan deneysel iskemi reper-
fiizyon hasarmna karvakroliin etkisini arastiran bir diger
calismada ise; iskemi reperfiizyona sekonder olusan
ALT, AST ve ALP yiiksekliginin karvakrol ve silmarin
grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi
ve sonug olarak karaciger iskemi reperfiizyon hasarinda
karvakroliin silmarin kadar etkili oldugu sonucuna ula-
stmustir (21).

Calismamizda literatiirdeki ¢alismalardan farkli olarak
karvakroliin ALP diizeylerine anlamli etkisi olmazken,
ALT ve AST diizeyini yiikselttigi ve bu etkinin APAP et-
kisinden daha fazla oldugu goriilmiistiir (Tablo 2). Bu
sonuca bakarak karvakroliin karacigere toksik oldugu
soylenebilir. Calismamizda kullandigimiz karvakrol do-
zu (73 mg kg') ve verilis yolu (intraperitoneal) ile hay-
van tiirii literatiirdeki caligmalarla aym: oldugundan (8)
bu sonucun karvakrol ile ilgili yapilacak ¢alismalar igin
onemli oldugunu diistinmekteyiz.

Calismamizin sonuglar literatiirdeki karvakrol ¢alig-
malarindan farkli olmakla birlikte karvakroliin asetami-
nofene bagli hepatotoksisitede etkinligi ile ilgili yapila-
cak yeni calismalarda daha uzun siireli karvakrol uygu-
lamasinin veya farkli doz ve uygulama yollar1 kullanil-
masinin; karvakrolle ilgili gelismelere 151k tutacagi soy-
lenebilir.
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