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OZET

Amag: Halotanin %20’si oksidatif ve rediiktif yolla karacigerde endoplazmik retikulumda metabolize edilir. Hepatositlerdeki lipid peroksidasyonu
sonucu olusan reaktif metabolitler doku hasarina neden olurken, karacigerdeki proteinlerin sentezi de halotan tarafindan baskilanir. Rat karacigeri ve
plazmasinda yiiksek oranda bulunan paraoksonaz (PON1), dogal antioksidan bir enzimdir. Sentez ve salmimi karaciger tarafindan yapilan PON1’in
aktivitesi ile halotanin tekrarlanan uygulamalarinda karacigere etkisi arasindaki iliskinin biyokimyasal ve histopatolojik varlig1 amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 180-200 gr agirhigindaki 70 rat ¢calismaya alindi. Ratlardan 10 tanesi kontrol grubunda yer aldi. Calismada 1. giin (60
rat), 3. giin (40 rat) ve 5. giin (20 rat) %1.5 oraninda halotan 2 saat siireyle uygulandi. Her uygulama oncesinde 10 ve sonrasinda 10 rat sakrifeye
edilip, kan ve karacigerleri alind1. Kalan 10 rat 12. giinde sakrifiye edilerek kan ve karacigerleri alindi. Alinan kan &rneklerinde PON1 ve malonil
dialdehit (MDA) diizeyleri olgiildii. Karaciger ornekleri histopatolojik olarak incelendi. Malonil dialdehit ve PON 1 enzim diizeyleri ile hasar
degerlendirmeleri es zamanli yapilip bulgular istatistiksel olarak degerlendirildi.

Bulgular ve Sonug¢: Calisma grubunda PONT1 diizeyi (169.63+£49.07) ile histopatolojik hasar, MDA (0.583+0.059) arasinda anlamli ters bir iligki
bulundu (p<0.05). Tekrarlanan uygulamalarda histopatolojik hasar artarken PON1 (110.71+9.70) diismekte (p<0.05), ge¢ donemde
PON1(192.12470.12) artarken hasar derecesi azalmaktadir (p<0.05).

Karacigerde halotan tarafindan baskilanan protein yapiminin gostergesi olarak PON1 sentezi de uygulama sirasinda diismektedir. Ge¢ donemde
PONI diizeyi artarken histopatolojik bulgular buna ters iliskili uyum gostermektedir. PON1’1n karaciger mikrozomlarinda antioksidan sistemde
ozellikli rol oynadigi goriilmektedir. Halotan ve PONI iliskisine literatiirde rastlanilmamis olmasi nedeniyle patofizyolojik degismelerin agikliga
kavusturulmast igin baska galigmalara gereksinim vardir. ©2004, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi
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ABSTRACT

Determination of Paraoxonase Activity in Halothane Induced Hepatotoxicity

Objective: %20 of halothane is metabolized in endoplasmic reticulum of hepatocyte by oxidation and reduction. Paraoxonase is a natural
antioxidative enzyme either found in plasma and not in liver as a high level. The aim of the study is expressing of biochemical and histopathologic
relation between effects of paraoxonase which synthesized and released by liver and halothane on liver.

Materials and Methods: In this study, 70 rats which ranged between 180-200 gr used. 10 of them divided as control group. In the study % 1.5
halothane applied for 2 hours in first (60 rats), third (40 rats) and fifth (20 rats) day. 10 rats sacrified before and after for each application than blood
and liver sampling performed. Paraoxonase, and malonil dialdehide levels measured in this blood samples. This blood samples are also examined as
histopathologically.

Results and Conclusions: Significant and opposite relation were found between paraoxonase levels (169.63 + 49.07), histopathologic damage, MDA
(0.583+0.059) and other enzyme levels (p<0.05) in the studay groups. While histopathologic damage increases with repetative application,
paraoxonase (110.71£9.70) level decreases. In the later period paraoxonase level (192.12+70.12) will increase and degree of damage will decrease
(p<0.05).

Conclusions: The indicator of suppression of protein synthesis by halothane in liver is that decreasing of paraoxonase synthesis while application. In
the later period histopathologic results will show opposite relation with this enhancement. In the literature there is no relationship between halothane
and paraoxonase because of this new studies are needed for expression of pathologic changes. ©2004, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi
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Halotamn %20’si  hepatositlerde monooksijenaz enzim
sistemi ve sitokrom p-450 ile oksidatif ve rediiktif yolla
endoplazmik retikulumda giinler/haftalarda metabolize edilir.
Hepatositlerdeki lipid peroksidasyonu ile hiperoksidler olusup,
reaktif metabolitlere doniisiir. Olusan metabolitler ve serbest

radikaller doku hasarina neden olurlar (1,2,3). Oksidatif
biyotransformasyon ile olusan trifluroasetik asid karacigerin
sentrilobuler nekrozundan sorumlu olarak gosterilmektedir
(4,5). Malonildialdehid (MDA) lipid peroksidasyonun
gostergesi olup, miktar1 toksisiteyle paraleldir. Karacigerde
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sentezlenen tiim proteinlerin sentezi anesteziklerden en fazla
halotan tarafindan baskilanmaktadir (2,6,7,8,9).

Rat karacigeri ve plazmasinda yiiksek oranda bulunan
paraoksonaz (PONI, arildialkilfosfataz, EC.3.1.8.1), 43
kDa’luk ve 354 aminoasidden olusan glikoprotein yapisindaki
dogal antioksidan enzimdir. Sentez ve salinimi karaciger
tarafindan yapilmaktadir (10,11,12,13,14). Bir insektisit olan
parationun toksik bir metaboliti olan paraoksonu hidrolize
edebilme yetenegi nedeniyle bu isimle amlmustir (15).
Ateroskleroz olusumunda yiiksek dansiteli lipoproteinler ile
PONI arasinda siki ve paralel iliski oldugu belirlenmistir.
Kronik karaciger hastaligi, diabetes mellitus ve sigara
icenlerde bu enzim disik bulunmustur (10,11,16,17,18).
Halotan ile olusan akut karaciger hasarinin belirlenmesinde
ucuz, basit, kolay, hizli ve Onemli bir gosterge olmasi
nedeniyle PON 1 aktivitesi ile halotanin karacigere etkisi
arasindaki iliskinin biyokimyasal ve histopatolojik varligi
amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Yerel Etik Kurul (F.U. tip Fakiiltesi Etik Kurul) onayindan
sonra agirligi 180-200 gram arasinda degisen 70 rat (wistar)
caligmaya alindi. Randomize ve kor ¢alisma olarak yapilan
planlamada ratlardan rastgele secilmis 10 tanesi ¢aligmanin ilk
giiniinde kontrol grubunu olusturdu (Grup I). Geride kalan 60
rata 40x40x70 cm boyutlarindaki bir fanus i¢inde halotan ile
(%1.5 oraninda %100 oksijen icinde) 2 saat siireyle anestezik
karisim uygulandi (Draeger Cato Edition, Liibeck, Germany).
Ortamin anestezik gaz monitdrizasyonu anestezi gaz
monitoriinden siirekli olarak izlendi. Ratlardan 10 tanesi (Grup
IT) anesteziden hemen sonra dekapitasyonla sakrifiye edildi. Tlk
halotan uygulamasindan sonraki 3. ve 5. giinlerde kalan ratlara
ayni uygulama tekrarlandi. Boylece her uygulama Oncesi ve
sonrasinda 10’ar rattan olusan gruplar (Grup I, IV, V ve VI)
olusturuldu. En son kalan 10 rat (Grup VII) caligmanin 12.
giiniinde benzer sekilde sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen tim
ratlardan hizla ve travmatize etmeksizin karacigerleri almip

Erhan ve Ark.

karacigerlerin histopatolojik incelemesi gruplar1 bilmeyen
veteriner patologlar tarafindan yapildi. %10 formalin
soliisyonu i¢inde saklanan organlarin dnce makroskopik, sonra
parafin bloktan yapilan 5 p’luk kesitlerinin hematoksilen eozin
boyast ile boyanmasini takiben mikroskopik incelemesi

yapildi. Istk mikroskobunda 10x20x40 biiyiitme ile
histopatolojik degerlendirme yapild. Karacigerin
histopatolojik degerlendirilmesinde nekroz/nekrobiyoz,

dejenerasyon, fokal nekroz, hiicre infiltrasyonu, Kupffer hiicre
aktivasyonu ve sinuzoidal konjesyon varligi géz 6niine alindi.
Saptanan bu lezyonlarin derecesi 0 (lezyon yok) 1 (hafif), 2
(orta) ve 3 (siddetli) olarak skorlandi. Laboratuvar sonuglari ve
histopatolojik sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.
Bulgularin 6zeti ortalama+SD olarak verildi. Istatistiksel
degerlendirmede multivariate ANOVA (M-ANOVA) Wilk’s
Lambda testi kullanildi. Anlamli  bulunan gruplarda
parametrelerin  degisiminin  degerlendirilmesinde Post-hoc
testlerden Tukey testi kullanildi. P<0.05 anlamli olarak kabul
edildi.

BULGULAR

Calismada elde edilen sonuglar Tablo 1’de 6zetlenmistir. PON
1 ve histopatolojik hasar arasindaki iligki istatistiksel olarak
anlamli (p=0.000) idi. Uygulama gruplarindaki histopatolojik
hasar varlig1 dikkate alinarak yapilan karsilastirmada Grup II-
Grup IV igin (p=0.032), Grup II-Grup V i¢in (p=0.006), Grup
[I-Grup VII i¢in (p=0.012), Grup III-Grup VI igin (p=0.023) ve
Grup II-Grup VII i¢in (p=0.044) bulundu. Kontrol grubunun
disinda yer alan tiim deneklerde tekrarlanan halotan
uygulamalariyla  artan  bir  histopatolojik  hasarlanma
goriilmiistiir (Tablo 1, Tablo 2). Deneklerden uygulama 6ncesi
gruplarda (Grup III ve Grup V) yer alanlarin PON 1 diizeyleri,
uygulama sonrasi gruplarin (Grup IV ve Grup VI) degerleriyle
kiyaslandiginda artis bulunmaktadir.

Tablo1. Gruplarin biyokimyasal (Ort.£SD) ve histopatolojik hasar
verileri

%10’luk formalin solusyonuna kondu. Ayni zamanda injektor GRUP PON1 MDA Histopatolojik
ile kan 6rnegi alindi. Serum PON 1 ve MDA 6l¢iimii yapilmak (UL) (nmol/ml) hasar
iizere kodlanarak —20 C®’de sakland. (denek says)
I 169.63+49.07 0.583£0.059 0
Calismadan habersiz caligmacilar Biyokimya I 89.04426.14 0.602+0.081 2
laboratuvarinda Olympus 600 Autoanalyzer (Olympus Optical I 139.52476.83 0.437+0.053 3
Co. LTD. Shizuoka-ken, Japan) ticari kiti ile serumda PON 1
ve MDA, diizeylerini dlgtiiler. PON 1 i¢in Ruiz ve ark (19) ile v 110.71:£9.70 0.499£0.157 >
Juretic ve ark (20) tarafindan belirlenmis metota uygun yontem v 200.41£92.95 0.602+0.147 7
e s . VI 162.81431.11 0.555+0.146 9
kullanildi. MDA 6l¢iimii i¢in ise Loeper ve ark (21) tarafindan
belirlenmis  metota  uygun  (Schimadzu  UV-1201 Vil 192.12470.12 1.21840.755 10
spectrophotometer) olarak 532 nm’de spektrofotometrik
yontem kullanildi. Kan oOrnegi ile es zamanli alman
Tablo 2. Deneklerdeki histopatolojik bulgularin dagihmi
Gruplar ve Histopatolojik Bulgular
Denek no Dejenerasyon Nekroz/ Fokal nekroz Hiicre Kupffer hiicre Siniizoidal
nekrobiyoz infiltrasyonu aktivasyonu konjesyon
Grup II-1 + + - + +
Grup 11-2 - - - - -
Grup 1I-3 - - - - -
Grup 11-4 - - - - -
Grup 1I-5 - - - - -
Grup 11-6 - - - - -
Grup 1I-7 + + + ++ ++
Grup 1I-8 - - - - -
Grup I1I-9 - - - - -

104



Firat Tip Dergisi 2004;9(4): 103-107

Tablo 2. Deneklerdeki histopatolojik bulgularin dagihmi (Devam)

Erhan ve Ark.

Gruplar ve Histopatolojik Bulgular
Denek no Dejenerasyon Nekroz/ Fokal nekroz Hiicre Kupffer hiicre Siniizoidal
nekrobiyoz infiltrasyonu aktivasyonu konjesyon
Grup II-10 - - - - - -
Grup 1II-1 - - - - - -
Grup III-2 - - - - - -
Grup III-3 ++ + ++ ++ ++
Grup [1-4 - - - - - -
Grup HI-5 - - - - - -
Grup III-6 ++ + ++ ++ + +
Grup III-7 ++ + + + + +
Grup II1-8 - - - - - -
Grup I11-9 - - - - -
Grup II-10 - - - -
Grup IV-1 - - - - - -
Grup IV-2 + + ++ ++ + +
Grup IV-3 ++ + ++ ++ ++ ++
Grup IV-4 ++ + +++ ++ ++ ++
Grup IV-5 - - - - - -
Grup IV-6 - - - - - -
Grup V-7 ++ ++ ++ ++ + ++
Grup IV-8 - - - - - -
Grup IV-9 - - - - - -
Grup IV-10 ++ ++ ++ ++ + ++
Grup V-1 ++ ++ ++ ++ + +
Grup V-2 - - - - - -
Grup V-3 ++ ++ ++ ++ + +
Grup V-4 ++ ++ + + + +
Grup V-5 ++ ++ ++ ++ + +
Grup V-6 - - - - - -
Grup V-7 ++ ++ ++ ++ + +
Grup V-8 - - - -
Grup V-9 ++ ++ ++ ++ + +
Grup V-10 ++ ++ ++ + + +
Grup VI-1 ++ ++ ++ ++ ++ ++
Grup VI-2 ++ ++ + + ++ +
Grup VI-3 ++ ++ + ++ + -+
Grup VI-4 ++ ++ ++ ++ ++ ++
Grup VI-5 ++ +++ ++ ++ ++ ++
Grup VI-6 - - - - - -
Grup VI-7 ++ ++ + ++ + ++
Grup VI-8 ++ ++ ++ ++ ++ +++
Grup VI-9 ++ +++ + ++ ++ ++
Grup VI-10 ++ ++ + ++ ++ ++
Grup VII-1 ++ ++ ++ ++ + +
Grup VII-2 ++ ++ ++ ++ ++ +
Grup VII-3 ++ ++ ++ + ++ ++
Grup VII-4 ++ ++ ++ ++ ++ ++
Grup VII-5 ++ ++ + +++ + +
Grup VII-6 ++ ++ + + + ++
Grup VII-7 ++ ++ ++ ++ ++ ++
Grup VII-8 ++ ++ + 4+ + +
Grup VII-9 ++ + ++ + ++
GrupVII-10 ++ ++ ++ + ++

(-): Lezyon yok, (+): Hafif hasar, (++): Orta hasar, (+++): Siddetli hasar

-Hucre infiltrasyonlarina genel olarak portal bolgede raslanmistir. Bu infiltrasyonlarin 6zelligi genel olarak mononiiklear I6kositler (MNL)

seklinde idi.

-Dejenerasyon, nekroz/nekrobiyoz daha ¢ok 3 (satrlobller) bélgede, fokal nekrozlar ise genellikle 1 (periportal) bélgede lokalizasyon

gostermistir.

PON 1 ve MDA arasindaki iligki istatistiksel olarak
anlamli (p=0.000) idi. MDA i¢in gruplar arasi istatistik
degerlendirmede Grup I ve Grup VII (p=0.038), Grup II-Grup

VII (p=0.048), Grup III-Grup VII (p=0.006), Grup IV-Grup

VII (p=0.014), Grup V-Grup VII (p=0.048) ve Grup VI-Grup
VII (p=0.027) seklinde olup anlamli (p<0.05 ) idi. PON 1 ve
MDA diizeylerinin seyri ¢alisilan tiim deneklerde tamamen ters
gidisat gostermistir.
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Histopatolojik hasar ve MDA arasindaki iliskiye
bakildiginda her iki parametrenin artig ve azaliglar1 paralel bir
seyir izlemekte olup, istatistiksel olarak da anlamli (p=0.000)
bulundu.

TARTISMA

Inhalasyon anestezikleri uygulamaya girdikleri giinden beri
karaciger ve bobrek gibi parenkimli organlarda toksisiteye
neden olmuslardir. Bu nedenle bir kismi kullanimdan
kalkmistir (2,4,5,7). Karaciger halotanin metabolize edildigi
organ olmasi nedeniyle bu anestezik ajanin toksisitesinden en
fazla etkilenen organ niteligindedir. Volatil anestezikler
karacigere olumsuz etkilerini hem fonksiyonel hem de hiicresel
yaptyl bozarak gosterirler (4,22). Halotan sagladigi fiyat
avantaji sayesinde son 40 yilda en ¢ok kullanilan volatil
anestezik olma oOzelligine sahip olurken, hepatotoksik
etkisinden dolay1 kullanimi gittikge sinirlanmistir (23,24,25).

Organofosfatlarin detoksifikasyonunda primer gorev alan
PON 1 sentezinin ve salmmmasmin karacigerden olmasi
karacigerin disfonksiyonuyla degisebilmektedir (10,11,12,15,
26). Yiiksek dansiteli lipoproteinlerle de siki bagi bulunan
PON 1’in bu 6zelligi ¢ok sayidaki ¢alismada ortaya konul-
mustur (10,16,17,18,27). Bilinen 6zellikleri iginde en nemlisi
karacigerde yogun olarak bulundugudur (12,15). Roliiniin
dogal antioksidan olarak goziikmesi oksidasyon olaymdaki
durumuyla degerlendirilmeye c¢alisilmustir. Oyle ki, PON1
yiiksek dansiteli lipoproteinlerin yapisinda bulunarak diisiik
dansiteli lipoproteinlere bagli olan lipid peroksidasyon

driinlerinin  olusumunu ve dolayisiyla sitotoksisiteyi
onleyebilmektedir. Halotanin oksidatif —metabolizmasiyla
ortaya ¢tkan {riinlerin  antioksidanlarla  azaltilabildigi

bilinmektedir (12). Ferre ve ark (28) hepatik antioksidan
PON1’in aktivitesi, lipid peroksidasyonu ve karaciger hasari
arasindaki iligkiyi incelemek amaciyla ratlarda CCl ) ile siroz
modeli olusturulmustur. Bu ¢alismada kontrol grubuna gore
calisma grubunda PONI1 diizeyi daha diisiik bulunmustur. Lipid
peroksidasyonu ve PON 1 aktivitesi arasindaki iligki, bu
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