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OZET:Antienflamatuvar analjieziklerden difunisal, iilkemizde yeni yeni kullanima girmis ve
antienflamatuvar etkisini hangi yolla gosterdigi tam olarak belirlenmemis, aspirine gore daha az
* yan etkilere sahip bir salisilik asit tiirevidir. Bu ¢aligmada, diflunisalin terapotik dozlarinin, baslica
ilag metabolize edici organlar olan karaciger ve bobrek histolojisine ve serbest oksijen
radikallerine etkilerini belirlemeyi amagladik.

Kirk adet erkek albino sigan, dort esit gruba ayrildiktan sonra, gruplara sirasiyla; 0,5 ml
serum fizyolojik, 3.5,7 ve 14 mg/kg/giin diflunisal dozlari, yedi giin siireyle, 12 saatte bir
intraperitoneal olarak uygulandi. Karaciger-bobrek dokularinda ve serumda; katalaz aktivitesi ile
malondialdehit diizeyleri spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Karaciger-bobrek in histolojik yapilar
ise 151k mikroskobunda incelendi.

Diflunisalin 3.5 mg/kg/glin dozunda, anlamli bir etki saptanmazken, 7mg/kg/giin
dozunda, serbest oksijen radikallerinde artis ve karaciger dokusunda belirgin, bobrek dokusunda
hafif hasar belirlendi. 14 mg/kg/giin difunisal dozunda ise 6nemli bir radikal artig1 ve doku hasari
bulunmadi.

Sonug olarak; difunisal’in serbest radikal inaktive edici etkisinin, sadece 14 mg/kg/giin
dozunda ortaya ¢iktig1 ve bu dozun 6nemli bir doku hasari olusturmadig: kanisina varildu.

[Anahtar Kelimeler: Diflunisal, serbest oksijen radikalleri, karaciger-bobrek, serum, si¢an.]

ABTRACT: Diflunisal is a new derivative of salicylic acid Turkey which has less side effects
than aspirin. In this study, we aimed to determine the effects of theraputic doses of diflunisal on on
oxygen free radicals and liver-kidney histologies.

Forty albino male rats were divided into four equal groups, and recived 0.5 ml
physiolocig saline and 3.5,7, orl4 mg/kg//day doses of difunisal intraperitoneally, in every 12
hours for seven days. The activity of catalase and the levels of malondialdehyde were measured
spectrophotometrically in serum and tissues of liver and kidney. Liver and kidney histologies were
also examined with a light microscope.

There was no significant effect with 3.5 mg/kg/day dose of difunisal but 7 mg/kg/day
dose of difunisal increased the production of oxygen free radicals, and caused evident damage in
liver and slight damage in kidney. 14 mg/kg/day dose of difunisal did not increase radicals and
tissue damage.

We concluded that the inactivating effect of diflunisal on oxygen fre radicals could be
produced by only 14 mg/kg/day dose, and this dose not cause a tissue damage.

[Key words: Diflunisal, oxygen free radicals, liver-kidney, serum,rat]
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GIRIS

Bazi antienflamatuvar ilaglar,
etkilerini  hem  siklooksijenaz  enzimi
inhibisyonuyla hem reaktif oksijen
radikallerini inhibe ya da inaktive ederek
gosterirler(1,2). Antienflamatuvar
analijeziklerden diflunisalin de yanlizca
siklooksijenaz  enzimini inhibe etmekle

kalmayip, serbest oksijen radikallerini de
inaktive ettigi bildirilmektedir(3).

Oksijen radikalleri, molrkiiler
oksijeni metabolize eden biitiin canli
hiicrelerinde olusur (4). Ayriva; iskemi-
reperfiizyon (5), enflamasyon gibi bazi
patolojik durumlarla 6,7), ilaglar,
ksenobiyotikler ve radyasyon gibi ¢evresel
etkenlerde serbest radikal olusumunu artirir
(8,9). Canllarda molekiiler oksijenin
indirgenmesinden sirasiyla siiperoksit (O;)
anyonu, hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil
radikali (HO")olusur. Oksijen radikalleri
olusur olusmaz, membran lipid
peroksidasyonuna kadar gidebilen, toksik
etkiler meydana getireceklerinden ortamdan
aninda uzaklastirilmalar1 gerekir. Hiicrede
oksijenin reaktif ve toksik iriinlerine kars1 ilk
koruyucu fonksiyon goren enzim siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi olup,bu enzim iki

siperoksit radikali arasindaki tepkimeyi
katalizler. Daha sonra olusan hidrojen
peroksitin (H2007) pargalanmasinda

antioksidan olarak katalaz enzimi ve glutatyon
(GSH), o-tokoferol  (Evitamini)  gibi
nonenzimatik radikal yakalayicilar1 da reaktif
oksijen Uriinlerini ortadan kaldirmada goérev
alirlar (10-16).

Bu calismada; diflunisalin terapotik
dozlarinin, serbest oksijen radikalleri, lipid
peroksidasyonu ve karaciger-bobrek histolojisi
lizerine olan etkilerini inceledik.

MATERYAL METOD

Diflunisal dozlari, insanlara uygulanmakta
olan 250 mg/gilin, 500 mg/giin, 1000 mg/giin
terapGtik dozlara uygun olacak sekilde, Clark
formuliine (2) gore , sirastyla 3.5 mg/kg/giin, 7
mg/kg/gin, 14 mg/kg/gin, 14 mg/kg/giin
olarak ayarlandi ve serum fizyolojik iginde

¢oziilerek hazirlandi. Deneye alinan Rattus
norvegicus tirii, 40 adet, 2-3 aylik, yaklasik
170-200 g agirhgindaki erkek albino siganlar
dort esit gruba ayrnldiktan sonra; I. Gruba
(Kontrol) 0.5 ml serum fizyolojik, II. Gruba
3,5 mg/kg/gliin diflunisal, III. Gruba 7
mg/kg/giin diflunisal, IV. Gruba 14 mg/kg/giin
diflunisal, 12 saatte bir, giinde iki kez
intraperitoneal enjeksiyon seklinde, yedi giin
siireyle, hergiin ayni saatte verildi. Bir hafta
sonra eter anestezisi altinda deney
hayvanlarindan, katalaz (CAT) aktivitesi ve
malondialdehit diizeyi (MDA) olgiimi igin
karaciger-bobrek doku ornekleri ile kalp kani
alindi. Karacigerin u¢ kisimlarindan, bobregin
ise korteks ve medulla bdlgesinden alinan,
yaklasik 0,4 g agirligindaki Ornekler, CAT
Oleiimil i¢in sodyum-potasyum-fosfat
tamponu, MDA ol¢imii i¢in ise %1 KCI
cozeltisi  kullanilarak, Ultra-Turrax T25
homajenizatorde , 8000 devirde, 10 vuruda
homojenize edildikten sonra, Hermle ZK 510
spgutmali santrifujde 4000 rpm’de 15 dakika
santrifuj edildi. Kalp kani, EDTA’s1z santrifuj
tiipiine aktarildiktan sonra oda 1sisinda iki saat
bekletildi ve kan 6rnekleri, 5000 devirde 10
dk. Santrifuj edilerek serumlar ayrildi. Ayrica
histolojik inceleme igin de, %10 notral
formaldehit igine karaciger ve bobrek
dokusunda ornekler alindi.

Katalaz aktivitesi, amonyum
molibdatla  stabil bir kompleks olusturan
hidrojen peroksitin spektrofotemetrik olarak
degerlendirilmesi  temeline dayanan L.
Goth’un  y6ntemine gore belirlendi (17).
Ayrica karaciger ve bobrek dokularinin total
protein miktar1 Biliret yOntemine gore
hazirlanmis total protein kiti (bio-clinica) ile
Olglildikten sonra bu degerler katalaz
aktivitesinin ~ hesaplanmasinda  kullanild
(18,19).

Malondialdehit diizeyi, Uchiama ve
Mihara’nin yontemi kullanilarak 6lgiildii (20).
Yontem, lipid peroksidasyonunun  son
tirtinlerinden biri olan MDA nin tiyobarbitiirk
asit (TBA) ile verdigi renk reaksiyonuna
dayanmaktadir.  Standart olarak 1.1.3.3
tetractoksi propan kullanild.

Histolojik ¢aligma igin; karaciger ve
bobrek dokulart %10 nétral formalinde 24 saat
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edildikten sonra, artan dereceli alkollerde
dehidrate edilip parafine gomiildi ve
dokulardan 5p kalinhiginda kesitler alinip,
hemotoksilen-eosin  ile  boyandi  (21).
Incelenen kesitlerin Olympus PMI10-ADS
otomikroskopla fotograflari gekildi.

Istatiksel ~ degerlendirmede,  total
protein Ol¢iimii digindaki biitiin sonuglara, t
testi ve korelasyon analizi uygulandi (22).
Total protein degerleri CAT aktivitesinin
hesaplanmasinda kullanildigi igin istatiksel
degerlendirilmesi yapilmadi(19).

BULGULAR

Karaciger dokusuna ait, CAT aktivitesi
bulgulari, kontrole gére degerlendirildiginde,
II. Deney grubunda (3.5 mg/kg/giin diflunisal)
istatiksel olarak Gnemli bir fark bulunmazken
(p>0.05), III. (7 mg/kg/giin difunisal) ve IV.
(14 mg/kg/giin difunisal) deney gruplarinda
O6nemli derecede bir azalma goézlendi
(p<0.005) (Sekil 1). MDA degerlerinde ise,
kontrol grubuna gore II. Ve III deney
gruplarinda Onemli bir artis gozlenirken
(p<0.001), IV. Grubunda onemli bir fark
bulunmadi (p>0.05) (Sekil 1).

CAT KU g men

. !
(Remrol: 3.8 ml 8&7

)
A0CFN kg Dl

4124 nunel. 5 v2g dekn

Sekil 1. Karacigerde Olgiilen CAT ve MDA Degerlerinin Grafigi

Bobrek dokusuna ait; CAT aktivitesi
bulgulari, kontrole gore degerlendirildiginde,
ILII. ve IV. deney gruplarinda istatiksel

olarak 6nemli bir fark bulunmadi (p>0.05)
(Sekil 2). MDA degerlerinde ise, kontrol
grubuna gore sadece IV. deney grubunda
6nemli bir azalma saptandi (p<0.01) (Sekil 2).

235



CATKU iz pracn

MDA vl p v oku

Sekil 2. Bobrek Dokusunda Olgiilen CAT ve MDA Degerlerinin Grafigi

Seruma ait; CAT aktivitesi bulgulari  kontrole gore Gnemli bir fark saptanmadi
kontrole gore degerlendirildiginde sadece III.  (p>0.05) (Sekil 3).
deney grubunda istatiksel olarak S6nemli bir
artis bulundu (p<0.01)(Sekil 3). Serum MDA
degerlerinde ise, higbir deney grubunda

carnut
cadhYUBES

MDA nolimd

Sekil 3. Serumda Olgiilen CAT ve MDA Degerlerinin Grafigi
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Histolojik incelemelerde; karaciger dokusuna ait  doku kesitlerinde normal portaialan ve lobiil yapisi
151tk mikroskobu bulgularinda, kontrol grubundaki ~ (Sekil 4),
(0.5 mi serum fizyolojik) 10 hayvanin karaciger

Sekil 4. Kontrol grubuna ait karaciger doku kesiti. H.E, O.B x 132.

3.5 mgkg/gin diflunisal venlen II. gruba ait  hafif diizeyde hidropik dejenerasyon ve minimal
karaciger dokusu Omeklerinde; kan hiicrelerinin  derecede sinuzoidal konjesyon (Sekil 5.),
infiltrasyonu, hiperemi, hepatosit sitoplazmalannda

Sekil 5. 1. gruba ait karaciger doku kesitinde, normal siniizoidal konjesyon. H.E, 0.B, x 132.

7 mg/kg/giin diflunisal verilen III. gruba ait  Onceki gruba gore artan hiperemi, hepatositierde
karaciger  dokusu  Omeklerinin  histolojik  yaygin hidropik dejenerasyon ve diger gruplara gore
incelemesinde, odaklar seklinde mononiikleer ve  daha fazla karaciger dokusu hasan (Sekil 6 ve 7,),
polimorfoniikleer hiicre infiltrasyonuyla birlikte bir
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Sekil 7. IIL. gruba ait karaciger doku kesitinde, yaygin hidropik dejenerasyon. H.E, O.B. x
330

14 mgkg/giin diflunisal verilen IV. gruba ait hiicrelerinin infiltrasyonu, sinuzoidal konjesyon ve
karaciger doku Omeklerinde; minimal derecede kan ~ hidropik ~ dejenerasyon  gozlendi (Sekil 8 ).

Sekil 8. IV. gruba ait karaciger doku kesitinde, minimal oranda kan hiicreleri infiltrasyonu .
H.E., O.B.x132
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Bobrek  dokusuna  ait 1gtk  mikroskobisi  kesitlerinde normal bobrek dokusu yapist (Sekil
bulgularinda;  kontrol grubu bobrek doku 9),

Sekil 9. Kontrol grubuna ait bobrek doku kesiti. H.E., O.B x 132.

[1. gruba ait bobrek dokusu drneklerinde; kontrol  hafif hiperemi (Sekil 10),
grubuna oranla, medulla ve glomeriil ¢evresinde

Sekil 10. II. gruba ait bobrek doku kesitinde, intertiibiiler alanlarda hiperemi. H.E., O.B. x
132.

IU. gruba ait bobrek doku dmeklerinde; intertiibiiler
alanlarda hiperemi, tiibiiler diiatasyon ve baz tiibil

hiicrelerinde hidropik dejenerasyon (Sekil 11 ve 12),
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Sekil 11. III. gruba ait bobrek doku kesitinde, proksimal tiibiiliis hiicrelerinde hidropik

dejenerasyon. H.E., O.B. x330

Sekil 12. III. grubu ait bobrek doku kesitinde, korteks bolgesinde intertiibiiler alanlarda

yaygin hipermi. H.E., O.B. x 132.

yiiksek doz diflunisal kullamlan IV. grubun bobrek
dokusuna ait kesitlerde; tiibiil hiicrelerinde hafif
hidropik dejenerasyon, glomeriil ve g¢evresinde
hiperemi olmakla birlikte TII. gruba gore bobrek

doku hasarinin daha hafif diizeyde ve hatta
kontrol grubuna yakin denebilecek kadar az
oldugu gozlendi (Sekil 13).

Sekil 13. IV. gruba ait bobrek doku kesitinde, korteks bolgesinde normale yakin
goriinimde tiibiiliisler, glomerul ve ¢evresi. H.E., O.B x 132.

TARTISMA VE SONUC

Sodyum  salisilat, indometasin, fenilbutazon,
sulindak, diklofenak, mekfofenamat, azapropazon

gibi bazi ilaglar antienflamatuvar etkilerini, kismen
de olsa, aktif oksijen radikallerini inhibe ederek ya
da olusan radikalleri baglayip inaktive ederek
gostermektedir  (2,23,24,25). Diflunisalin  de
antienflamatuvar etki mekanizmasi tam olarak
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bilinmemekle beraber, siklooksijenaz enzimini
inhibe etmesinin  yamsira  aktif  oksijen
radikallerini de inaktive ettigi bildirilmektedir (3)
Bu ¢aligmada, diflunisalin serbest radikallerle
olan iliskisini ve lipid peroksidasyonu {izerine bir
etkisi olup olmadigimi incelemek amaciyla, sigan;
karaciger, bobrek ve serumunda CAT aktivitesiyle
MDA diizeyleri degerlendirildi. Aynca karaciger
ve bobrek dokularinin histolojisi de incelendi.

Diflunisalin ~ %90'mm  karacigerde
metabolize olmasma (26) bagl olarak,
buldugumuz CAT ve MDA degerleri ile
histolojik degisiklikler diflunisalin en fazla
karacigeri etkiledigini dogrulamaktadir.
Karacigerde CAT aktivitesi 3.5 mg/kg/glin dozda
degismezken, 7 ve 14 mg/kg/giin dozlarda
ntrole gore anlamh diizeyde (sirasiyla p<0.01
ve p<0.001) azalmigtr. Bu bulgular, ilag
metabolize edilirken olusani metabolitlerinde
katalaz enzimini olumsuz yonde etkileyip inhibe
edebilecegi  bilgisine  dayamilarak  dikkate
almmamustir (2). Karaciger dokusundaki, MDA
diizeyinin 7 mg/kg/gliin doz grubunda kontrol
grubuna gore dnemli diizeyde artmasi (p<0.001) ve
14 mg/kg/giin diflunisal dozunda kontrol
grubundan farksiz bulunmasi ise ilacm 7
mg/kg/giin  dozunun, yeterince siklooksijenaz
enzimi yanisira serbest radikal inhibisyonunu
gerceklestiremedigi ve bunun lipit
peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA
artisina yol agtifi, oysa 14 mg/kg/giin dozda serbest
radikal hasannin engellendigi ve bu nedenle MDA
diizeyinin artmadigim disiindiirmektedir, Aynca
histolojik incelemelerde de, 14 mg/ke/giin
diflunisal verilen IV. grupta kontrole benzer
bulunmustur.  Bilindigi gibi analjezik ve
antienflamatuvar ilaglar, antienflamatuvar
etkilerini, analjezik etkilerinden daha yiiksek dozda
gosterebilmektedirler  (2,27). Diflunisalin  de
serbest radikal inaktive edici etkisi, 14 mg/kg/giin
dozunda hem karacigerde hem de bobrekte 6zellikle
MDA diizeyinin azalmasiyla ortaya ¢ikmaktadir ve
histolojik incelemeler de bu sonucu destekler
niteliktedir.

Bobrek dokusunda goze ¢arpan en 6nemli
bulgu, 14 mgkg/gin DF verilen IV.
deney grubunda MDA degerinin kontrole gore
Onemli  derecede azalmast  (p<0.01) ve
histolojik incelemelerde de IV. grup bobrek dokusu
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omeklerinin kontrol grubuna benzer
buhmmesidr.
Serum Orneklerinde ise, sadece 7

mg/kg/glin diflunisal verilen grupta CAT
aktivitesinde kontrole gére 6nemli bir artig (p<0.01)
gbzlenmesi dikkat gekicidir.

Histolojik incelemelerde; III. deney
grubunda hem karaciger hem de bobrege ait
bulgular, daha fazla karacigerde olmak iizere, doku
hasan  agisindan  O6nemli  kabul  edildi
Yiiksek doz diflunisal kullanilan IV, grubun
bobrek  dokusu  Orneklerinde,  hiicrelerde
hafif hidropik dejenerasyon, glomeriil ve
cevresinde hiperemi olmakla birlikte kontrol
grubuna yakin goriiniimde olmasi ve tiibiiler

dejenerasyon bulgularina rastlanmamasi
dikkate deger bulundu. Bu bulgular, benzer bir
calismaya rastlanamadigi i¢in

karglastmlamadi.  Antienflamatuvar  analjezik
ilaglarin etkisini tek bir mekanizmayla agiklamak
mimkiin ~ degildir.  Clinkii bu ilaglarin,
antienflamatuvar etkilerini gosterirken Oncelikle
siklooksijenaz inhibisyonuna neden olmalarimn
yaninda, sekonder olarak, aktif oksijen
radikallerini de inaktive ve/veya inhibe ettikleri
ileri siiriilmektedir (2,3,28). Bu literatiir bilgileri
isiginda,  bizim  ¢ahgmamizda yer alan
antienflamatuvar analjeziklerden diflunisalin de bir
celigkiymis gibi goriinen 7 mg/kg/giin disiik
dozunun daha fazla hasar verirken, 14 mg/kg/giin
yiiksek dozunun daha olumlu etki gostermesinin
nedeni;  diflunisalin® 7 mg/kg/giin - dozunun
siklooksijenaz ~ enzimini  yeterince  inhibe
edememesi, dolayisiyla serbest radikal olusumunu
ve/ veya daha Once olusmus olan radikallerin neden
oldugu hasan yeteri kadar Onleyememesi, 14
mg/kg/giin dozunun ise enzim Inhibisyonunu
yeterince  gerceklestirmesi  nedeniyle  serbest
radikallerin olusumunu engellemesi ve radikal
hasarinin 6niine gegmesi olabilir.

Biitin bu bulgulara gore; diflunisalin
serbest oksijen radikallerine bagli olarak
Ozellikle karacigerde ve kismen de bobrekte baz
biyokimyasal ~ ve  histolojik  degisikliklerle
birlikte hasara neden oldugu, ancak bu
degisikliklerin 14 mg/kg/glin diflunisal verilen
dordiincti grupta azaldigi belirlendi. Diflunisalin
karacigerde gosterdigi etkilerin
bobrektekine gore daha fazla olmas: ise, ilacin



primer  olarak  karacierde = metabolize
olmasina bagland.

Sonug olarak, diflunisalin sadece yiiksek
terapotik dozunun, serbest oksijen radikallerini
inaktive edebildigi ve 6nemli bir doku hasarmna yol

agmadigi kanismna varild.
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