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KARBON TETRAKLORUR ILE OLUSTURULAN AKUT VE KRONIK
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OZET

Bu ¢alismada, karbon tetrakloriir (CCly) ile akut ve kronik karaciger hasar1 olusturulan
ratlarda nar ¢ekirdegi yagir (NCY) ile biberiye ekstraktinin (BE) histolojik yap1, bazi
biyokimyasal parametreler ile lipid peroksidasyonu tizerine koruyucu etkileri belirlendi.

Akut ve kronik dénemlerde, 60’ar adet (200-250 gr) Wistar albino 1rki rat, her birinde
10 hayvan olacak sekilde 6’sar gruba ayrildi. Akut ¢alismada, birinci gruba (kontrol
grubu) % 0,9 NaCl (1.0 mL/kg); ikinci ve ti¢lincli gruplara, sirastyla 0,15 mL/kg NCY
ve 200 mg/kg BE, dordinci gruba CCly (1.0 mL/kg) sadece ilk haftada iki kere; besinci
ve altinct gruplara, ilk hafta iki kez CCl, ile es zamanly, sirasiyla 0,15 mL/kg NCY ve
200 mg/kg BE dort hafta verildi. Kronik ¢alismada, birinci gruba (kontrol grubu) % 0,9
NacCl (0,2 mL/kg); ikinci ve ligiincii gruplara, sirasiyla 0,15 mL/kg NCY ve 200 mg/kg
BE, doérdunct gruba haftada iki kere 0,2 mL/kg CCl,, besinci ve altinci gruplara,
haftada iki kere 0,2 mL/kg CCl, ile es zamanli, sirasiyla, 0,15 mL/kg NCY ve 200
mg/kg BE on iki hafta verildi. Akut ve kronik kontrol, NCY ve BE gruplarinda normal
doku yapis1 gozlenirken; akut CCl; uygulananlarin hepatositlerinde yogun makro ve
mikrovezikiiler yaglanma, portal bdlgede ve parankimde mononiiklear hiicre
infiltrasyon alanlar1 ile nekrotik degisiklikler goriildii. Kronik CCl, grubunda, akut
bulgulara ilaveten portal bolgelerde ortadan siddetliye ulasan fibrozis ile lobulasyon
formasyonlar1 goriildii. Akut ve kronik karaciger hasar1 olusturulan gruplara NCY ve

BE ilavesi histopatolojik lezyonlar: etkilemedi.

Karbon tetrakloriir uygulamasi ile tim biyokimyasal parametreler (AST, ALT, ALP,
glikoz, trigliserid, total kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, total protein,
albiimin) degisti, NCY uygulamasiyla akut donemde AST, ALT, ALP, glikoz, total
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kolesterol, total protein, alblimin, kronik dénemde de ALP, total kolesterol, total protein
ve albumin diizeyleri kontrol grubu degerlerine yaklasti. Biberiye ekstrakti, akut
donemde diisen HDL-kolesterol diizeylerini artirirken, diger parametrelerle, kronik

donemde de tim parametreleri etkilemedi.

Akut ve kronik uygulanan CCl,, karaciger MDA ve NO degerlerini arttirdi. Nar
cekirdegi yagi ilavesi akut donemde MDA diizeyini, kronik donemde de NO diizeyini
azaltti, BE ise MDA ve NO degerlerini degistirmedi.

Sonug olarak; 0,15 mL/kg NCY’nin akut ve kronik kullannminin karaciger hasari
uzerinde olumlu etkisi gozlenmemesine karsin, sadece akut donemde incelenen
biyokimyasal parametreleri kontrol grubu degerlerine yaklastirdigindan, kismen
tyilestirici bir etkisinin olabilecegi, ancak 200 mg/kg BE’nin herhangi bir etkisinin
goriilmedigi belirlendi. Nar ¢ekirdegi yagi ve BE’nin farkli siirelerde ve yan etki
olusturmaksizin en iyi sonucu verecek farkli dozlarda kullanilarak, etkilerinin

belirlenmesine yonelik yeni arastirmalara ihtiya¢ oldugu kanaatine varildu.

Anahtar Kelimeler: Biberiye ekstrakti, Histopatoloji, Karbon tetraklorir, Nar

cekirdegi yagi, Rat.



vii
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ABSTRACT

The present study evaluated hepatoprotective role of pomegranate seed oil (PSO) and
rosemary extract (RE) on histological structure, some serum biochemical parameters
and lipid peroxidation on acute and chronic liver injury induced by carbon tetrachloride
(CCl,) in rats.

In acute and chronic period 60 Wistar-albino rats (200-250 g) were divided into six
groups of ten, for per period. In the acute study, the rats in the first group (control
group), were administered with %0,9 NaCl (1 mL/kg); second and third groups were
administered with 0,15 mL/kg PSO and 200 mg/kg RE, respectively; fourth group were
administered with CCl, (1 mL/kg) twice in the first week; fifth and sixth groups were
administered with CCl, (1 mL/kg) twice in the first week and simultaneously for 4
weeks 0,15 mL/kg PSO and 200 mg/kg RE, respectively. In the chronic study, the rats
in the first group (control group), were administered with %0,9 NaCl (0,2 mL/kg);
second and third groups were administered with 0,15 mL/kg PSO and 200 mg/kg RE,
respectively; fourth group were administered with CCl, (0,2 mL/kg) twice for 12 weeks;
fifth and sixth groups were administered with CCl, (0,2 mL/kg) twice for 12 weeks and
simultaneously with 0,15 mL/kg PSO and 200 mg/kg RE, respectively.

In case of acute and chronic control, PSO and RE group livers had normal architecture,
in the acute CCl, treated group, an intensive macro and microvesicular steatosis,
mononuclear inflammatory cell infiltrations in portal area and paranchyma, and necrotic
alterations; in the chronic group additionally to acute findings mild to severe fibrosis

with lobulation formation were observed.
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Acute and chronic adminisration of CCl,, changes on biochemical parameters (AST,
ALT, ALP, glucose, triglyceride, total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol,
total protein, albumin) approached control group levels when treated with PSO (except
HDL and LDL-cholesterol). In the acute and chronic periods of study, RE
administration didn’t have any effect on biochemical parameters except for HDL-

chlosterol where it was elevated significantly in acute period.

Carbon tetrachloride treatment increased the hepatic MDA and NO concentration in
both acute and chronic groups. Although PSO addition decreased MDA concentration in
the acute period, it decreased NO concentration in the chronic period. Also, RE addition
did not alter MDA and NO concentrations that induced by CCl,.

In conclusion, the present study has demonstrated that 0,15 mL/kg PSO has not
adequate positive effects on histological changes on liver in acute and chronic periods
but changed serum biochemical parameter levels and lipid peroxidation concentrations
might suggest that PSO have a partially therapeutic effect, while 200 mg/kg RE have no
effect against liver damage induced by CCl, It concluded that further studies on the
different durations and higher doses of PSO and RE are in need to point out their

possible effects.

Key Words: Carbon tetrachloride, Histopathology, Pomegranate seed oil, Rosemary

extract, Rat.
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1. GIRIS VE AMAC

Karaciger, anatomik lokalizasyonu ve ortaya koydugu onemli fonksiyonlar nedeniyle
toksik maddelere en fazla maruz kalan ve pek cok etkenle hasara ugrayabilen bir
organdir (1). Akut ve kronik hepatotoksisite olusturmak amaciyla kullanilan CCl,’lin
toksisitesi biyokimyasal ve hucre organelleri diizeyinde kendini gosterir (2, 3). Bu
hasarin oksidatif stres ve bunu takiben ortaya ¢ikan serbest radikallerle olustugu
bilinmektedir. Olusan serbest radikal tiirevleri, hiicre membranindaki doymamis yag
asitlerine etki ederek lipid peroksidasyonuna olusturup karacigerde hepatositlerin hiicre
membranlarini bozmak suretiyle etki gostermektedirler (4, 5, 6). Oksidatif hasarla

iligkilendirilen oksidatif stres, son yillarda arastirmalarin odagi konumundadir.

Aglik, seker hastaligi, adrenalin salgisi bozuklugu ve ozellikle esansiyel amino asit
yetersizliginin yaninda, alinan metiyonin, orotik asit, etanol, karbon tetrakloriir,
kloroform gibi maddelerin protein sentezini, &zellikle apolipoprotein sentezini

engellediginden karaciger yaglanmasi meydana gelir (7).

Bitkisel kaynakli bir¢ok ilacin, ucuz ve kolay ulagilabilir olmasi, toksik ve yan
etkilerinin az olmasindan dolayr farkli kimyasal maddeler ile olusturulan karaciger
hasarmma karsi, antioksidan ve karaciger koruyucu etkilerinin belirlenmesi amaciyla
hayvan modellerinde yapilan deneysel c¢alismalar 20. yiizyilda popiiler hale gelmistir
(8). Yapilan ¢alismalarda, NCY ve BE’nin antioksidan ve serbest radikalleri tutucu
etkisi oldugu bildirilmekte ve bu modellerin CCl4 ile olusan karaciger hasari {izerine

koruyucu etkileri olabilecegi diistiniilmektedir (9, 10, 11 12, 13).

Bu aragtirmada karbon tetrakloriir ile karaciger hasari olusturulan ratlarda, ¢esitli
biyolojik aktivitelere sahip oldugu bilinen nar ¢ekirdegi yagr (NCY) ile biberiye
ekstraktinin (BE), Ozellikle karaciger dokusunda olusabilecek lezyonlar {izerine ve

ayrica bazi serum biyokimyasal parametreler (aspartat aminotransferaz (AST), alanin



aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP), glikoz, trigliserid, total kolesterol,
HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, total protein, albiimin) ile karaciger lipid

peroksidasyon diizeylerine etkilerinin belirlenmesi amaglanda.



2. GENEL BILGILER

2.1. KARACIGER
2.1.1. Karacigerin Yapisi
2.1.1.1. Karacigerin anatomisi

Karaciger, insanlarda ve ruminantlarda karin boslugunda median hattin saginda
olmasma karsin diger hayvanlarda bir kismi1 bu hattin soluna da ge¢mis konumdadir
(14). Viicudun deriden sonra en biiyiik organi ve en biiyiik bezidir. Karbonhidrat, yag ve
protein metabolizmasinda dnemli gorevler {iistlenen karaciger, morfolojisi, fizyolojisi,

biyokimyas1 ve dolagimi ile viicudun en karmasik organlarindan biridir (10).
2.1.1.2. Karacigerin makroskobisi

Karacigerin kivami elastiktir. Rengi icerdigi kan miktarina gore kirmizi kahvemsi bir

goriiniise sahiptir (14).

Karacigerin facies diaphragmatica ve facies visceralis olmak {zere iki ylizi
bulunmaktadir. Facies diaphragmatica, karacigerin diafragma ile komsuluk yaptig
yuzidir ve dort bolimde incelenir (14, 15). Bu bélimlerden birincisi olan pars superior,
facies diaphragmaticanin iist kismmi olusturmaktadir. Diafragma ile siki komsuluk
yapar. Diafragma araciligi ile sag tarafta pleura ve akcigerle, sol tarafta da perikardiyum
ve kalp ile komsudur. Kalbin oturdugu yer olmasi agisindan orta kismi ¢ukur olup
impressio cardiaca adm alir. Ust yiiziin biiyiik boliimii periton ile kaplidir. Bu yiiziin
arka kismi peritonsuzdur. Diafragmaya bag dokusu ile baglanir (14, 16). Diger bir
boliim pars anterior, facies diaphragmaticanin 6n boliimiinii olusturmaktadir. Pars
anterior, lig. falciforme hepatisin tutundugu yer hari¢ her tarafi peritonla kaphdir (14,

15). Pars dextra ise facies diaphragmaticanin periton ile Ortiilii sag tarafidir. Bu bolim 6.



ve 11. kaburgalar arasindadir. Pars dextra, karaciger biyopsileri icin tercih edilen yer
olmasi ag¢isindan 6nemlidir (15). Son boliim olan pars posterior, karacigerin diafragma
ile temas eden peritonsuz boliimidiir. Gevsek bag doku aracili ile diafragmaya baglidir.
Pars posteriorun sag tarafinda V. cava inferiorun yerlestigi sulcus venae cavae denilen
oluk bulunur. Bu olugun iist bolimiinde V. hepaticalarin a¢ildig1 delikler bulunur.
Sulcus venae cavaenin 2-3 cm solunda fissura ligamenti venosi bulunur. Fissura
ligamenti venosi yariginda, embriyonik bir yapidan ductus venosusun kapanmasi ile

olusan lig. venosum bulunur (15).

Fascies visceralis, karacigerin karin organlar1 ile komsu olan konkav alt yiiziidiir. Bu
yiiz kolon, sag bobrek, sag bobrek listli bezi, duodenum ve mide ile komsudur. Fascies
visceralisin ortasinda porta hepatis denilen bir geg¢it bulunur. Porta hepatis ile karacigere
V. portae hepatis, A. hepatica propria, sempatik ve parasempatik sinir lifleri igeren sinir
ag1 (plexus hepaticus) girer, safra kanallar1 ve lenf damarlar ¢ikar. Facies visceralisin
porta hepatis, fossa vesica biliaris, sulcus venae cavae, fissura ligamenti venosi hari¢ her

tarafi peritonla kaphdir (15, 16).

Porta hepatis, 5 cm uzunlugunda, 1.5- 2 cm genisligindedir. Porta hepatise V. portae
hepatis, A. hepatica propria, sempatik ve parasempatik sinir lifleri iceren plexux
hepaticus sinir ag1 girer. Ductus hepaticus dexter ve ductus hepaticus sinister ile lenf

damarlar ¢ikar (14, 15).

2.1.1.3. Karacigerin loblar

Karaciger, facies diaphragmaticasinda lig. falciforme hepatis tarafindan lobus hepatis
dexter ve lobus hepatis sinister olarak ikiye ayrilir. Facies visceralis'de H harfi
seklindeki oluklar karacigeri 4 loba ayirir. Sulcus sagittalis dexterin sag tarafinda kalan
boliime lobus hepatis dexter, fissura sagittalis sinisterin sol tarafinda kalan boliime ise
lobus hepatis sinister denir. Bu iki oluk arasinda ve porta hepatis’in 6niinde kalan kisma

lobus quadratus, arkada kalan kismi ise lobus caudatus olarak adlandirilir (14, 15).

2.1.1.4. Karacigerin ligamentleri

Karaciger V. umblicalis’in tikanmasindan olusan ligamentum teres ve peritonun

kivrimlar1 veya ligamentler araciligiyla cevre doku ve organlara baglanir. Lig.



triangulare dexter ve sinister karacigeri yanlardan diyaframa baglar. Lig. coronarium V.
cava caudalis’in dorsalindedir. Arasinda bu damar bulunur ve sulcus vena cavanin
kenarlarin1 diyaframa birlestirir. V. cava caudalis’in organa girdigi yerin ventralinde lig
falciformis bulunur. Diaframa bakan yiiziin tam ortasindadir ve diyaframa baglanir.
Lobus caudatus’un kaidesiyle sag bobregin 6n ucu arasinda lig. hepatorenale yer alir.
Ancak lig. triangulare dextrumun uzantist olan bu ligament bazen olmayabilir. Ayrica
lig. hepatogastricum ve lig. hepatoduodonale karacigerin mide ve duodenum arasindaki

baglantilarin1 olusturur (14, 15).

2.1.1.5. Karacigerde kan akim

Karacigerin kan akimi iki ana damar ile saglanir. Hepatik arter, total kan akiminin %
25’ini saglar ve karacigere oksijence zengin kani tasir. Hepatik arter ile kan akiminin
otoregiilasyonu karaciger kan akiminin sabit kalmasini saglar. Portal ven, genellikle
gastrointestinal ve dalak kaynakli kani tasir. Portal ven araciligi ile ince bargirsaklardan

emilen maddelerin ¢ogu karacigere tasinir, karaciger kan akiminin % 75’ini saglar (16).

2.1.1.6. Karaciger histolojisi

Karaciger “lobiil” veya “asinus” denilen temel histolojik iinitelerden olusur. Klasik
karaciger lobiilii, polihedral bir prizma seklinde bulunan ve her kdsesinde birer portal
triad1 ve merkezinde santral veni bulunan temel yap1 birimidir. Lobiillerin koselerinde
yer alan portal alanlar (portal triad, Glisson (¢geni), portal venin ve hepatik arterin birer

dalini, safra kanalini, lenf damarlarini ve sinirleri igeren bag dokusu alanlaridir (17, 18).

Lobiiller i¢indeki hepatositler 1smsal olarak kordonlar yaparak (Remark kordonlari)
dizilmis ve bir duvarin tuglalarina benzer bicimde diizenlenmistir. Karaciger
hiicrelerinin yaptig1 bu tabakalar arasindaki bosluklara karaciger sinuzoidleri ad1 verilir.
Karacigerde siniizoidlerin i¢ taraflari, endoteliyal hiicrelerle ortiilmiistiir. Endoteliyal
hlcreleri ile hepatositler arasinda disse araligi bulunur (16, 17, 19). Hepatik asinus
modelinin olusturulmasinda, kanin arteriyel ve portal vendz damarlar ile karaciger
parankimine ulasip, kordonlar bi¢ciminde dizilen hepatositlerce islendikten sonra
terminal hepatik venullere dokilmesi temel alinmistir. Asinar tinite modeli hepatositleri,

bol oksijenli kandan yararlanma derecelerine gore (¢ alanda gruplar. Terminal vaskiler



dallara yakin hepatositler (zon 1), oksijen ve sindirim iiriinlerinden zengin kanla
beslenirler ve bu hepatositler ¢abuk rejenere olur ve karaciger hiicre hasarina daha
direnglidirler. Zon 2 ve 3’deki hepatositler ise vaskiiler yapilara daha uzak olduklari
icin, daha az oksijen ve sindirim Urtnlerini igeren kanla beslenirler ve bu nedenle bu

bolgelerde karaciger rejenerasyonu uzun sirer (20).

Karacigerde bes tiir hiicre bulunmaktadir. Bunlar hepatosit, endotelyal hiicreler, Kupffer

hiicreleri, stellat hiicreleri ve safra kanali epitel hiicreleridir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Karaciger hiicreleri (21).

Karacigerde siniizoitlerin i¢ taraflari, endoteliyal hiicrelerle Ortiilmiistiir. Endoteliyal
hiicrelerle hepatik hiicreler arasinda disse araliklar1 plazma filtrati ile doludur.
Endoteliyal hiicrelerin bazilar1 mikroskopik kesitte genislemis ve siniizoidin bosluguna
dogru uzamis goriinen Kupffer hiicreleridirler. Kupffer hiicreleri, plazmadan bilirubini,
boyalari, 6zel maddeleri ve harap olmus eritrositleri alirlar. Kupffer hiicreleri
retikiiloendoteliyal sistemin bir kismini olustururlar. Yildiz hiicrelerde denilen Kupffer
hiicreleri, karacigerde bulunan ve endoteliyal sistemin bir boliimiinii olusturan orjin

olarak monositlerden kdken alan ve perisiniizoidal alanda yerlesen, lokal 6zellesmis



makrofajlardir. Ilk kez Karl Wilhelm von Kupffer tarafindan 1976 yilinda
gozlemlenmislerdir (22). Fagosite edilen mikroorganizmalari ve yabanci cisimleri yikan
lizozom igerirler. Immunoglobinler ve komplemanlar icin reseptdrleri vardir. Antijen
sunan hicre olarak gorev yaparlar ve hicresel immuniteyi aktive ederler (23).
Interldkinler, timor nekroz faktor, kollajenaz, prostoglandinler ve inflamatuar cevaba
katilan diger faktorleri salgilarlar (22, 23). Bu hiicrelerin hepatositler ile olan hiicreler

arasi haberlesme ve etkilesimleride olduk¢a 6nemlidir.

Karacigerdeki hiicrelerin % 65’ini, karaciger hacminin % 80’ini hepatositler olusturur.
Her hepatosit karacigere ait her islevi yerine getirebilir. Hepatosit yuvarlak bir
cekirdege ve bol miktarda kaba endoplazmik retikuluma sahiptir. Bu yapilardaki
poliribozomlarda birkag tip protein sentezi (kan albiimini, fibrinojen) yapilir.
Sitoplazma i¢inde yaygin olarak dagilmis diiz endoplazmik retikulumda ¢esitli bir takim
onemli islevler gergeklestirilir. Bu organel, ¢esitli maddelerin viicuttan atilmadan 6nce
etkisizlestirilmesi ya da zehirlenmeyi 6nlemek igin gerekli oksidasyon, metilasyon ve
konjugasyon islemlerinden sorumludur (24). Hepatosit siklikla glikojen igerir. Bu
polisakkarit elektron mikroskobunda, genellikle sitozolde diiz endoplazmik retikulumun
yakininda toplanmis, kaba graniiller halinde goriiliir. Her bir hepatositte yaklasik 2000
mitokondri bulunur. Hepatosit lizozomlar1 hiicre i¢i organellerin yikimi ve doniistimii
icin dnemlidir. Peroksizomlar da lizozomlar gibi enzim igeren ve hepatositlerde bol
miktarda bulunan organellerdir. Karacigerde Golgi kompleksleri de bol miktardadir.
Sayilar1 her bir hiicrede 50 adede yakindir. Hepatosit viicudun ¢ok yonlii 6zelligi olan
hiicresidir. Bagirsaklardan emilen besin maddeleri bu hiicrelere gelerek viicuda yararh
hale getirilir. Bu hiicreler bazi maddelerin sentezini yapar ve biriktirir, bazilarini

zararsizlastirir. Artik maddeleri karacigerden uzaklastiran safra sivisini salgilar (24, 25).

Karaciger hiicrelerinden denizyildiz1 goriinimiindeki stellat hiicreler, yag depolar ve ito
hicreleri olarak da bilinmektedirler. Siniizoidlerin duvarinda bulunurlar ve yiiksek
miktarda retinol igerirler. Organizmadaki retinol deposunun ¢ok 6énemli bir kismi bu
hiicrelerde bulunmaktadir. Stellat hiicreler aktive olduklarinda disse araligina kollajen
salgilamaya baglarlar. Bu da fibrotik siireci baslatan ana nedenlerdendir, ancak geri
dontisiimsiiz degildir. Hepatositten salinan metaloproteinaz enzimi, hasar géren alandaki
fibrotik dokuyu parcalar ve yok eder. Stellat hiicrelerin apopitoza ugratilmasiyla, fibroz

doku olusumunun yavaslatilabilecegi diistiniilmektedir (23).



Safra kanali epitel hiicreleri, hepatositler arasindaki safra kanalcigindan baslayan safra
kanallari, safray1 kanin ters yoniinde yani klasik lobiiliin merkezinden periferine dogru
tasirlar. Periferde safra, safra kanalciklarina ya da Herring kanallarina girer. Daha sonra
Herring kanallar1 portal triaddaki safra kanallarina acilir. Ana safra kanali, duodenumun

ikinci kisminda sonlanir (19, 22).

2.1.2.Karacigerin Fizyolojisi

2.1.2.1. Karbonhidrat metabolizmasi

Glukoz homeostazi ve kan seker diizeyinin korunmasi karacigerin ana gorevidir.
Glikojenoliz ve glukoneojenez ile kan sekeri diizeyini ayarlar ve besinlerle alinan

galaktoz, mannoz ve friiktoz gibi sekerleri glukoza dontistiirtir (25).

2.1.2.2. Lipid metabolizmasi

Karaciger lipoprotein metabolizmasinda 6nemli rol oynar. Ayrica, endojen trigliserid

sentezi, kolestrol sentezi ve yag asitlerinin sentezi de karacigerde gergeklesir (25).

2.1.2.3. Protein metabolizmasi

Karaciger hiicresi, kendisi igin drettigi proteinlere ek olarak albumin, protrombin,
fibrinojen ve lipoproteinler gibi plazma proteinlerini de sentezler. Bu proteinlerin
sentezi graniiler endoplazmik retikuluma bagli poliribozomlarda yapilir. Diger bez
hiicrelerinin aksine, hepatositler proteinleri sitoplazmada depolamayip, kan dolasimina
vererek endokrin bir bez 06zelligi gosterirler. Karaciger tarafindan disariya verilen

proteinin % 5°lik bir kism1 Kupffer hiicreleri tarafindan tiretilmektedir (26).

2.1.2.4. Detoksifikasyon fonksiyonu

Karaciger, viicutta salgilanan endojen ve ekzojen maddelerin detoksifikasyonunda
anahtar rol oynayan hayati bir organdir (27). Hepatositler, ilaglarin, toksinlerin ve
viicuda yabanci diger proteinlerin (ksenobiyotikler vb.) indirgenmesi ve zararsiz hale
getirilmesini  gerceklestirirler. Karaciger, biyotransformasyon reaksiyonlari ile

organizma i¢in zararli olan maddeleri etkisizlestirerek viicuttan atilmasini saglar.



Bu yol hepatositler tarafindan iki fazda gergeklestirilir (28).

Faz I (oksidasyon, rediiksiyon ve hidroliz) reaksiyonlari, biiyiik 6lglide P450 enzimleri
ile gerceklestirilmekle birlikte oksidasyon en Onemlisi olarak bilinmektedir.
Hepatositlerin agraniiler endoplazmik retikulumu ve mitokondriyonlarinda yabanci
bilesiklerin hidroksilasyonu (OH grubu eklenmesi) ve karboksilasyonu (COOH grubu
eklenmesi) islemidir (1, 16, 26).

Faz II (konjugasyon) reaksiyonlari, glukoronik asitin, glisin ve taurinle konjugasyonu
gerceklesir. Bu yol, faz I iirlinlerini suda daha eriyebilir hale getirerek bobrekler

tarafindan atilmasina yardimci olur (1, 16, 26).

2.1.3. Karaciger Hasar1

2.1.3.1. Hepatik nekrozisin histolojik tiplendirmeleri

2.1.3.1.1. Periasiner nekroz

Periasiner bolgelerde bulunan hepatositler, portal ve arteriyel kanin ulastigi son
noktalarda bulunmalar ile gerek oksijen gerekse besinlerin en son bu bolgeye gelmeleri
ve bu bolgedeki hiicrelerin ¢ok miktarda ¢ok amachi oksidaz yogunluguna sahip
olmalar1 sebebiyle bu hiicreler nekrotik etkilere oldukg¢a aciktir (16, 25). Nekroz
cogunlukla pihtilasma tipinde olur ve V. sentralis'ler ¢evresindeki hepatositler ile

sinirhidir. Bazen nekroz alanlar1 genisleyerek diger nekrotik odaklarla birlesir.

2.1.3.1.2. Midzonal nekroz

Asinusun orta bolgesinde fokal ya da diffuz dagilim gosteren midzonal nekrozlar bazi

intoksikasyonlarda sekillenir (16).

2.1.3.1.3. Periportal nekroz

Asinuslarin periportal bolgelerinde olusan bu nekroz tipine kimi toksik hastaliklarda

rastlanir; midzonal nekrozlardan daha yaygindir (16, 25).
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2.1.3.1.4. Masif nekroz

Masif nekroz cok asinusta goriiliirse de, biitiin karacigeri igine almaz. Etkilenen
asinuslarin i¢indeki hiicrelerin hemen hepsi nekroza ugrar. Bu nedenle, bu nekroz
seklinde rejenerasyon olusmaz. Retikulin ve fibréz stroma tiimiiyle kollabe olur; bag
doku artar ve nedbelesir. Bu gibi nekroz odaklar1 ¢evresinde parasantral ve periasiner
nekroza yakalanmis asinuslar da goriiliir Fibrin &zellikle loblart birbirinden ayiran
fissiirlerde toplanir. Karaciger mozaik goriiniisiindedir. Mozaik goriiniis bazen genis bir

alana yayilir (16, 27).

2.1.3.1.5. Fokal nekroz

Fokal nekrozlar kiiciik ¢aplt olur ve asinuslarda belirli bir yerlesim gostermez. Fokal
nekroza birgok enfeksiyonda, parazit goclerinde ve bilier obstriiksiyonlarda rastlanir;
nekrozlarla birlikte fokal yangilar da bulundugundan lezyon fokal hepatitis olarak

tanimlanir (16).

2.1.3.2. Hepatik lipidozis

Biyokimyasal olarak lipid miktar1 agirlik¢a % 5°ten fazla ve histolojik olarak

boyanabilen yag hiicreleri igeren karaciger “yagli karaciger” olarak adlandirilir (29, 30).

Hepatositlerde lipoproteinlerin sentezi ve tasinmasi i¢in belirli bir miktar enerji
gerekmektedir. Protein ve fosfolipid senteziyle ATP sentezinin bozulmasi, lipoprotein
sentezlenmesini engellemektedir. ATP sentezine daha az bagimli olan hepatositlere
gelen yag asitlerinden trigliseridlerin sentezinin devam etmesi sonucu sitoplazmada

fazla trigliserid birikimi olusmaktadir (16, 31).

Karacigerde normal olarak periportal ve sinilizoidlere yakin kisimlarda kiigiik yag
damlaciklar1 bulunur. Lipidoziste ¢ogu asinuslarin kenar kisimlarinda goriilen yag
damlaciklarinin miktar1 artar. Dejenerasyonun baslangicinda, yag sitoplazmada kiiciik
globuller seklinde goriiliir ve ¢ekirdek normal yerlesimindedir. Toksinlerden ya da akut
anoksiden ileri gelen akut hiicre zedelenmelerinde yag dejenerasyonu sekillenmeyebilir.

Bu gibi durumlarda hiicre ya normal duruma doner ya da nekroza ugrar. Eger nekroz
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sekillenmis ise V. sentralis’ler belirginlesebilir ve sar1 renkte bir hale ile gevrilir (16,

29).

Siddetli ve uzun siiren karaciger lipidozisinde parenkim hiicrelerinin ¢ogunda yaglanma
goriilir. Hiicre icindeki yag damlaciklart birbirleriyle birleserek biiyiikk bir globiil
olusturur; ¢ekirdek yer degistirir ve hiicrenin sekli bozulur. siniizoidler basing altinda

kalarak anemik bir durum alir (16, 32).

Karaciger uzun bir siire yaglh durumda kaldiginda, kronik degisiklikler ortaya ¢ikar.
Hepatositlerde ya da yag depo eden siniizoidal hiicrelerde uzun siire fazla miktarda
yagin bulunmasi sonu fibrozis, pigment birikimi ve nodiiler hiperplazi sekillenir (16, 29,
32).

2.1.3.3.Safra kanal lezyonlar:

Safra icerisinde su, elektrolitler, safra asitleri, kolesterol, fosfolipidler ve konjuge
bilirubin bulunmaktadir. Hepatositlerin kandaki maddeleri alip doniistiirerek safra
kanalikiilleri icine salgilamalar1 karacigerin ekzokrin fonksiyonudur. Hormon ve ilag
inaktivasyonu yani sira insulin, glukagon, dstrojen, biiylime hormonu, glukokortikoidler
ve parathormon karacigerde katabolize edilir. ilaglar ve toksinler, Faz I ve Faz II

reaksiyonlart ile suda ¢oziintir bilesiklere dontistiiriilerek idrar ve safra ile atilir (25).
2.1.3.4. Hepatitis

Karaciger’deki bakteriyel, viral, protozoer, toksik ve paraziter etkenlerden ileri gelen
karaciger lezyonlari ile her tiirlii yangisal degisiklikler i¢in hepatitis terimi kullanilabilir
(16). Hepatitislerin otoimmiin, metabolik, konjenital, viral, toksik, ilaca bagh pek ¢ok
nedeni vardir. En 6nde gelen hepatit enfeksiyonlar1 viral hepatitlerdir. Klinik 6nemi
olan kronik hepatitis tablosuna neden olan etkenler B, C ve D hepatitleridir (1).
Bakteriler karacigerde fokal hepatitise neden olurlar. Etkenler karacigere hematojen,
kolangiogen, paraziter yollarla bulasabilirler. Alkolik hepatitiste karacigerde noétrofil
infiltrasyonu sik goriiliir. Aktive noétrofillerin toksik oksijen metabolitleri ortaya
cikardiklart diistiniilmektedir (23). Karaciger yangilarinda Kupffer hiicreleri metabolize

olur. Akut yangilarda karaciger parankiminde yangiy1 gdsteren lezyonlar sinuzoidlerde
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yangisal hiicre kiimeleri, portal araliklarda lenf damarlarinda genisleme, 6dem ve

l6kositlerin bulunmasidir (1, 16).
2.1.3.5. Fibrozis

Fibrozis karacigerin kronik zedelenmeye karsi gosterdigi bir reaksiyondur. Fibrozis
karacigerde kaba ya da ince nodiiler lezyonlarin sekillenmesine yol agar. Karaciger
nekrozlarinin sonrasinda gelisen rejeneratif odaklarla birlikte yersel fibrogenezisde
sekillenir. Kollogen baslangicta Disse araliklarinda birikir; aynt zamanda sinizoid
endoteli delikli yapisim1 kaybeder. Boylece hepatositlerin sinuzoidler ile iliskisi diger
doku hiicrelerinin kapillarlar ile iligkisine benzer. Eger neden ortadan kalkarsa
olgunlagmamis kollagen enzimatik parcalanmayla ortadan kaldirilir, ancak lezyona yol
acan neden varligimi siirdiiriirse progresif fibrozis sekillenir ya da baslangicta olusan

parenkim yikimlanmasi ¢ok siddetli olur ve progresif sklerozis gelisir (16, 29).

Fibrozis cesitli yollarla meydana gelir; portal ve periveniiler stroma ile karaciger
kapsiiliinii igine alan karacigerdeki bag dokunun yangisini izler. Fibrozis yalnizca portal
araliklarda gelismigse bilier fibrozis adini alir. Fibrozis bazen parenkim yikimlanmasina
bagli bulunur. Bu tip fibrozisin gelisme tarzi, sekli ve siiresi parenkimde gelisen lezyon
ile baglantilidir. Masif nekrozda, asinuslarin birgogunda hiicrelerin biiylik bir kismi
yikimlanir, retikulin ag1 kollabe olur ve yogunlasir, boylece portal araliklar yakinlasarak
genis, diizensiz nedbe dokusunu olusturur. Bu fibrozis sekli postnekrotik nedbelesme
olarak tanimlanir. Diffuz karaciger fibrozisi ise siirekli infiltrasyon ya da tekrarlanan
parenkim yikimlanmasi gibi kronik parenkim lezyonlar: sonrasinda olur. Fibrozis yavas
geliserek portal araliklar1 vena sentralisler ile birlestirir ve klasik lobuluslar1 bolerek

psodolobiillesmeye yol acar (16, 32, 33).
2.1.3.6. Siroz

Karaciger sirozu, hepatoselliiler 6liim, rejenerasyon ve ilerleyen fibrozis sonucu
meydana gelen ilerleyici geri donilislimsiliz bir hastaliktir (1, 33). Kronik karaciger
hastaliginin bu son dénemi, ince bandlar ya da lobullerin yerini alan genis skar dokusu
seklinde kopriilesen fibroz septumlar, ¢evrelenmis hepatositlerin rejenerasyonundan
kaynaklanan ¢ok kiiciik (<3 mm c¢apli mikronodiiller) ya da biiyiik (birka¢ cm ¢apl

makronoddller) parankimal nodiiller ile tiim karacigerin genel yapisinin bozulmasi ile
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tanimlanabilir (1). Insanlarda, alkolik karaciger hastalif1 ve hepatitis B viriisii sirozun
en Onemli nedenlerini olustururken, hayvanlarda genellikle akut toksik hepatitisin

nedenleriyle portal sirozun nedenleri hemen hemen aynidir (10).
2.2. Karbon Tetraklortr (CCly)

Karbon tetraklorir, hepatotoksik 6zellikleri nedeniyle karacigerde toksisite olusturmak
amaciyla yaygin olarak kullanilan bir ksenobiyotiktir (34). Kuru temizleme, cila, vernik
gibi maddelerin ¢oziiciisii, pestisit ya da tahil dezenfektan1 gibi yaygin kullanim alani
olan CCl,; yangmn sondiiriicii veya sogutucularin yapimina giren floroklorokarbon

sentezinde de kullanilmistir (35).

Ayrica endiistride makine ve ekipman temizliginde ¢oziicii olarak kullanilan alifatik bir
hidrokarbondur. Veteriner Hekimlikte uzun yillar anthelmintik olarak da kullanilmigtir
(2, 36). Birlesik Devletler Cevre Koruma Dairesi (EPA) hayvan deneylerinden elde
edilen sonuglara dayanarak, CCl,’ii insan i¢in olasi kanserojen (grup B2) sinifina dahil

etmistir (37).
2.2.1. Karbon Tetrakloriir’iin Yapi ve Ozellikleri

Karbon tetrakloriir ucucu ve berrak bir sividir. Genellikle c¢evrede gaz halinde
bulunmakla birlikte kolay yanmaz ve belirgin bir kokusu vardir. Havada milyon basina
(ppm) 10 pay CCl, ulastigi zaman insanlar tarafindan solunabilir (4). CCls’iin molekiil
agirligy, 153,82 g/mol; ve 0 °C’deki dansitesi, 1,5940 g/ml’dir. Suda ¢ok az ¢dziinen
CCly; alkol, benzen, kloroform ve yaglarla kolaylikla karisabilir (35).

CCl, viicuda, biiyiik oranda soluma yoluyla alinmasinin yaninda yutma ve deri yoluyla
da alinabilir. Soluma yolu ile % 30-40’mn iizerinde alinan CCl, viicutta yag dokuda
birikir. Alinan CCls‘iin bir kism1 bobrek, karaciger, beyin, akciger ve iskelet kaslarina
dagilabilir. Yapilan hayvan ¢aligmalar1 farkli kosullar altinda viicuda alinan CCly’iin %

34-75’1 solunan hava ile % 20-62’si ise diski ile viicuttan atildigini gostermistir (36).

2.2.2. Karbon Tetrakloriir’iin Etki Mekanizmasi

Karbon tetraklorlr deneysel hayvan c¢alismalarinda akut ve kronik hepatotoksisite

olusturmak amaciyla siklikla kullanilan bir ksenobiyotiktir (3). Ratlarda CCly ile
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deneysel olarak olusturulan siroz, insanlardaki karaciger sirozuna benzemektedir (4).
Reaktif bilesiklerin veya metabolitlerinin toksisitesi, DNA, protein, lipid ve karbohidrat
gibi 6nemli hedef molekiillerle kovalent olarak baglanmalar1 (primer) veya sekonder
iliski yoluyla (lipid peroksidasyonu, reaktif oksijen tiirevleri olusumu) hedef
molekiillerde degisiklik olusturmalar1 sonucunda ortaya cikar (34). Karbon tetrakloriir
toksisitesi biyokimyasal ve hiicre organelleri diizeyinde kendini gosterir. Karaciger
hepatositlerine ait endoplazmik retikulum, plazma membrani, mitokondri ve Golgi

aygiti, CCly uygulamasi sonucu etkilenen temel hiicresel yapilardir (34, 38).

Karbon tetrakloriir’iin  karaciger hasar1 olusturma mekanizmasi, karaciger
mikrozomlarinda sitokrom P450-2E1 vasitasiyla metabolize edildikten sonra
triklorometil radikaline (CCl3) donistiiriilmesi ile baslar (34, 38). Bu serbest radikal O,
varliginda oldukca yiliksek reaktif derivati olan triklorometilperoksi radikaline
(CCI300) doniisiir. Bu radikal, CCl3 radikalinden daha reaktiftir ve yar1 omrii daha
kisadir. CCl300 poliansatiire yag asitleri ile reaksiyona girerek son {riinU
malondialdehit (MDA) olan lipid peroksidasyonunu baslatir (39). Lipid peroksidasyonu
sonucu agiga ¢ikan tiriinlerden olan reaktif aldehitler toksik etkili olmakla birlikte enzim
inhibisyonu, DNA hasar1 ve lipoprotein salgilanmasimin engellenmesine neden olarak
karaciger hasarinin ilerlemesine katkida bulunurlar (2, 5, 34, 38). Karbon tetrakloriir;
karacigerde hidropik dejenerasyon, yaglanma ile hepatoselliiler zon 3 nekrozu yapar
(34, 35). Yiksek doz veya uzun sureli CCls; uygulamalarinda, steatozis (yagh
dejenerasyon), fibrozis, siroz ve hatta kanser gibi daha ciddi ve kalici etkiler ortaya

cikar (2, 34-36).

Karbon tetrakloriir’iin  CCl; radikaline aktivasyonunu cesitli reaksiyonlar takip
etmektedir. Bunlar sirastyla; (a) CCl; cesitli radikal siipiriiciiler ile uzaklastirilir, (b)
cesitli hiicresel molekiillere kovalent baglanma reaksiyonlari, (c) hidrojen-cikarma
reaksiyonlari, (d) oksijen ile baglanmasi sonucu daha reaktif tiir olan CCI1300 radikali
olusmasi ve PUFA ile etkileserek lipid peroksidasyonunu baslatmasi, () CCl;00’nin
COy’ye yikilmasi reaksiyonlari, (f) CClz karben ara {iriinii {izerinden CO olusturmast

olarak ifade edilmistir (38), (Sekil 2.2).
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Toksik tiirlerin uzaklastirilmasi (a)

Antioksidanlar
Kovalent baglanmalar (b)
Aktivasyon /

CCl, —CCl;* > CHCI; olusmast, tiyoller ve PUFA ile reaksiyonlar (c)

i\oz(f)

: CCly CClO0* ———» Lipit peroksidasyonu
l l H-gikarilmas:
co COCl; (e)
® |
CO,

Sekil 2.2. CCl,’tin metabolizmasi (38).

2.2.3. Oksidatif Stres ve Lipid Peroksidasyou

Radikal olmayan bir atom veya molekiilden bir elektron ¢ikmasiyla veya ilavesiyle
olusan ve baska molekiiler ile ¢ok kolayca elektron aligverisine girip onlarin yapisini
bozan atom veya molekiillere serbest radikaller veya reaktif oksijen tiirleri ad1 verilir
(40, 41). Serbest radikaller viicutta siirekli olarak olusturulan ve antioksidan savunma
sistemleri tarafindan ortadan kaldirilan molekiillerdir.  Bu dengenin bozulmasi
durumunda artan serbest radikaller hiicre hasar1 olustururlar ve bu olaya oksidatif stres
adr verilir (28). Oksidatif stresin miyokard enfarktiisii gibi kardiyolojik hastaliklar,
norolojik hastaliklar, astim, diabetes mellitus, romatoid artrit, kanser ve yaslanma dahil
birgok hastaligin olusumunda etkili oldugu gosterilmistir (42, 43). Serbest radikaller
normal metabolik olaylar sirasinda meydana gelebildikleri gibi ¢esitli dis etkenlere bagl
olarak da olusabilirler (44). Ekzojen kaynaklar; endiistri artiklari, giines 1sinlar1, agir
metaller, ilaglar, alkol, patojenik bakteri ve viruslardir (45). Endojen kaynaklar ise;
mitokondriyal elektron transport zinciri, endoplazmik retikulum, Redoks dongusd,
arasidonik asit metabolizmasi, fagositik hiicreler (monosit ve makrofaj, notrofil,
eozinofil) ve endotel hiicreler gibi hicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, ksantofil oksidaz,

NADPH oksidaz gibi oksidan enzimler ve otooksidasyon reaksiyonlaridir (42, 44).

Viicutta iiretilen radikaller zararli etkilerinin yaninda viicut igin gerekli bircok
fonksiyonun gerceklestirilmesinde onemli rol oynarlar (1). Steroid yapidaki ¢ok sayida
bilesigin iiretimi, eikozanoidler gibi biyolojik aktif molekiillerin sentezi,

ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, ¢ok sayida oksidaz ve hidroksilaz enzimlerinin
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etkileri ve sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlar: icin serbest radikal yapimi

olmazsa olmaz bir kosuldur (41, 42).

Biyolojik sistemlerdeki radikaller; oksijen kaynakli serbest radikaller (siiperoksit
radikali, hidrojen peroksit, hidroksil, hipoklor6z asit, singlet oksijen), karbon kaynakli
serbest radikaller (triklorometil peroksil radikali), nitrojen kaynakli serbest radikaller
(nitrik oksit, fenilhidrazin radikali, siilflir kaynakli serbest radikaller (tiyol bilesikleri),
gecis metal kompleksleri, fosfor kaynakli radikaller (lipid peroksidasyonuna sebep
olarak hepatotoksik etki gosterirler) olmak iizere siniflandirilabilirler (46).

Hiicre membran1 serbest oksijen radikalleri ile hizla reaksiyona girebilen g¢oklu
doymamis yag asitlerinden (PUFA) olduk¢a zengindir. Bu yag asitlerinin doymamis
baglar1 serbest radikallerle reaksiyona girip peroksidasyona sebep olarak bir dizi
hastaligin komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasinda ve ilerlemesinde rol oynarlar. Lipid
peroksidasyonu, zar fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna
neden olan ve boylece zar lipid yapisini degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarimni

bozan bir olaydir (42, 47).

Lipid peroksidasyonu oksidatif stresin belirlenmesinde kullanilan ©6nemli bir
indikatordir. Biyolojik sistemlerde lipidlerin otooksidasyonuna neden olan zincir
reaksiyon; inisiasyon, propagasyon ve terminasyon olarak tanimlanan ii¢ fazdan olusur.
Lipid peroksidasyonu kendini tetikleyerek yeniden lipid radikalleri ve peroksitleri
olusturmaktadir. Lipid peroksitlerin konsantrasyonlar1 arttikca ~membranlarin
akigkanliklar1 azalir ve kalsiyum gibi iyonlarin hiicre i¢ine gecisi kolaylasir ve nihayet

hiicre fonksiyonlarinda bozukluklar ortaya ¢ikar (48).

2.2.3.1. Nitrik oksit

Biyolojik sistemlerde olusan reaktif nitrojen tiirevlerinin en dnemlisi olan nitrik oksit,
L-arjinin ve oksijenin NO sentetaz ile reaksiyonu sonucu olusan ve ilk kez 1980’lerin
sonunda belirlenen biyolojik bir trtinddr (49). NO bircok memeli hiicre ve dokusunun
fonksiyonlarin1 diizenlemede rol almaktadir (50). Diger serbest radikaller her
konsantrasyonda hiicreler i¢in zararlhiyken NO diisiik konsantrasyonlarda damar

tonusunun kontroliinde, trombosit agregasyonunda, 16kosit adezyonunda, hiicre aracili
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Immin sitotoksisitesinde, sinaptik gecirgenlikte sinyal molekilu olarak ¢ok onemli
fizyolojik islevlerde rol almaktadir (49, 51). Havadaki NO, kisa siirede O, ile
oksitlenerek nitrojen dioksite (NOy) donusir. NO, dokular i¢in olduk¢a zararli bir
bilesiktir (51).

2.2.3.2. Malondialdehit

Lipid peroksidasyonu drtnleri olan lipid peroksitleri, hidroperoksitleri ve aldehitleri
membran yapisini dogrudan, diger hiicresel bilesenleri ise aldehid iireterek dolayli
yoldan zarara ugratir ve membran yapisinin bozulmasi sonucu malondialdehit (MDA)
olusur (52). Ug karbonlu bir ketoaldehid olan MDA normal metabolik sartlarda, énce
asetat veya malonata kadar okside olur, daha sonra krebs siklusu ile CO;’¢e indirgenerek
atilir. Fakat asir1 lipid peroksidasyonunda MDA konsantrasyonu artar ve dokulara hasar
verir (51). Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA doku reaksiyon zincir hizinin
bir gostergesi olarak kullanilmaktadir. Plazma MDA Kkonsantrasyonu enzimatik
olmayan oksidatif lipid peroksidin par¢alanmasi sonucu olusur. MDA, proteinlerin
amino gruplarina, fosfolipidler veya niikleik asitlere baglanarak toksik etkisini gosterir
(53). Prostaglandin biyosentezinin bir iriinii ya da oksidatif stres esnasinda bazi
makromolekiillerin iyonizan radyasyon ile invivo yikimlanmasi ile olusan MDA, c¢esitli

doku elemanlar1 ile kompleks halde ya da serbest bir formda bulunabilir (50).
2.3. Antioksidanlar

Serbest radikal zincir reaksiyon olusumunu engelleyerek lipid peroksidasyonu siirecini
yavaslatan antioksidanlarin tanimlanmasi son yillarda 6nem kazanmistir. Antioksidanlar
endojen (organizma tarafindan sentezlenen) ve eksojen (disaridan besinlerle alinan)
kaynakli olmak tizere baslica iki ana gruba ayrilabildigi gibi; serbest radikalin meydana
gelisini  Onleyenler ve mevcut olanlart etkisiz hale getirenler seklinde de
siniflandirilirlar. Hiicre disinda ve hiicrede farkli organellerde yerleserek savunma
mekanizmasinda rol oynayan antioksidanlar; enzimatik yapida olabilecekleri gibi non-

enzimatik yapida da olabilirler (45, 54).

Canli sistemlerde antioksidan mekanizmalarin c¢esitliligi reaktif oksijen tiirleri ile

savagmada Onemli rol oynar (55, 56). Antioksidanlar, siiperoksit dismiitaz (SOD),
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katalaz, glutatyon peroksidaz gibi enzimleri kodlayan gen ekspresyonunu arttirak
endojen savunma duzeyini yikseltebilirler (45, 56). Epidemiyolojik ¢alismalar yiiksek
fenolik igerikli meyve ve sebze tuketiminin kardiyovaskiiler-serebrovaskdiler-karaciger
hastaliklari, kanser ve 6liimiin azaltilmasiyla baglantili oldugunu gostermektedir (57,
58). Fenolik bilesenler faydali etkilerini serbest radikalleri temizleyerek ortaya koyarlar.
Son birka¢ senede antioksidan fenolik bilesenlerin besinsel kaynaklarla baglantilarinin

belirlenmesine blylyen bir ilgi s6z konusudur (59).
2.3.1. Nar (Punica granatum)

Anavatam Ortadogu, Anadolu ve Kafkasya ile Iran korfezi arasinda kalan bélge olup
binlerce yildir {iretimi ve tiiketimi yapilan ve Punicaceae familyasinda yer alan nar
(Punica granatum), pek ¢ok iilkede halk sagliginda yaygin olarak kullanilmaktadir (60,
61). Ulkemizde Giiney Dogu Anadolu Bélgesinden Dogu Karadeniz’e kadar, ¢ok soguk
yoreler disinda, hemen her bdlgede iiretimi yapilabilen nar genellikle sicak ve kurak

iklim bolgelerinde yetistirilmektedir (62), (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Nar (Punica granatum)’in gériiniimii (63).
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Nar meyvesi iri, kiiresel, iistten hafif basik bir sekle sahiptir. Olgunlukta 5-14 cm
capinda olan kaliks segmentleri tarafindan taclanir. i¢i tohumla dolu olup, derimsi
yapida bir kabukla kaplidir. Kabuk 1-5 mm kalinliginda beyazimsi, sar1 yesil veya
kirmizi renklidir. Meyvenin yenen kismi danelerden olusur. Daneler zar seklinde kabuk
uzantilartyla ayrilmis odaciklara yerlesmistir. Sapa baglanan kisimda bir gobek,
sonrasinda 2-5 adet alt odacik ve 5-8 adet {ist odacik bulunur. Odaciklar1 ayiran zar
kisimlarinda kabuk daha ince, alt ve iistte daha kalin ve etli yapidadir. ince bir zar, pulp
ve tohumdan meydana gelen daneler bu etli kisma gomiilii durumda bagl bir sekilde
bulunmaktadir. Renkleri beyaz-saridan pembe kirmizi ve koyu kirmizi mora kadar

degisir. Tohumlar koseli ve serttir (64).

Son on yil igerisinde, narin farmakolojik mekanizmalarinin tanimlanmasina yonelik
bircok ¢alisma yapilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucu nar agag¢ yapraklarinin, kokiiniin
ve kabugunun, en az meyvenin diger boliimleri kadar terapotik etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (61, 65-67). Nar suyu ve kabugu ¢esitli antioksidan igeriklere sahipken nar
yagt diisiik oranda Ostrojeniktir. Su, kabuk ve yagm, tiimor hiicre proliferasyonunu,
hiicre siklusunu, invazyon ve anjiyogenezi engelleyerek kansere karsi etkin bir aktivite
gosterdikleri kaydedilmistir (65). Nar suyunun, ¢ekirdek yaginin, kabugunun ya da
cicek 0zUth ve tiirevlerinin bakteri ve viriisler, vaskiiler hastaliklar, diyabet ve kanserle
miicadelede etkin 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (66). Ayrica kabuk ve kokiiniin

anthelmentik 6zellikte oldugu da mevcut ¢alismalar ile desteklenmistir (65, 66).

Taze nar suyunda diisiik oranlarda pektin, askorbik asit ve flavonoidler bulunmaktadir.
Nar suyu ¢oziilebilir polifenolik igerigi, antosiyaninler, katesinler, ellagic taninler, gallik
ve ellagik asitler icermektedir (60, 64, 66). Ellagic asit ve gallik asit, hidrojen peroksit
ve superoksit anyonlariin diizeylerini diisirmekte ve lipid peroksidasyonunu ve enzim
inaktivasyonunu engelleyerek serbest radikal temizleyici etkilerini gostermektedir (58,
66). Kirmizi meyvelerde bulunan antosiyanidinler giiclii aktivitelerini sirasiyla
delphinidin, cyanidin ve pelargonidin ile gostermektedirler (68). Delphinidin-3,5-
diglucoside nar suyundaki asil antosiyanindir (69). Spektrometrik gézlemler, nar taze su
igeriginin yaklasik olarak % 0.06 delphinidin igerdigini gostermektedir. Bu nedenle
narin bahsedilen etkisi, nar suyunun ana bilesigi olan delphinidin-3,5-diglucoside iceren
delphinidine ve kismen tohum kabugunda bulunan siyanidine baghdir (69, 70).

Delphinidin, cyanidin, ve pelargonidin ratlarin beyin homojenatlarinda H,O’nin sebep
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oldugu lipid peroksidasyonunu sirasiyla delphinidin > cyanidin > pelargonidin seklinde
engellemistir. Nar suyunun ana bileseni olan delphinidinin narin H,O, lipid
peroksidasyonunu Onleyici etkisine katkida bulunan asil bileseni oldugu bildirilmistir
(69, 70). Nar suyu in vivo ortamda glclu bir anti-atherojenik etki gostermektedir (57,
71, 72). Bunun yaninda nar suyundaki antosiyanidinlerin antioksidan ve serbest radikal

temizleyici etkisi de bulunmaktadir (57, 65, 66, 71, 72).

Nar antosiyanidinler agisindan zengin bir kaynaktir. Delphinidin-3,5-diglucoside, nar
suyundaki esas antosiyanidindir. Nar tohumu kabugu; delphinidin-3 glucoside,
delphinidin-3,5-diglucoside, cyanidin-3-glucoside, cyanidin-3,5 diglucoside,
pelargonidin-3-glucoside ve pelargonidin-3,5-diglucoside icermektedir. Epidemiyolojik
caligmalar flavonoid aliminin meyve ve sebzelerde bulunan bir grup polfenolik bilesik-
kardiyovaskiiler hastaliklar, yangi ve diger hastaliklart 6nledigini gostermektedir. Narin
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, dislere ait sorunlar, erektil
disfonksiyonlarin engellenmesi ve UV 1ginlarindan korunmay1 sagladig: belirtilmektedir
(65, 66). Bunun yaninda nar, infant (bebek) beyin isemisi, Alzheimer hastaligi, erkek
infertilite sorunlarini, artritis ve obeziteye karsi da etkili bir tedavi edici ozellige
sahiptir. Flavonoidlerden flavan-3-ol disindakiler ve karboksil grubunda C halkasi
icermeyerek yapisal farklilik gosteren antosiyanidinler, lipozom membranlarindaki veya
hlcrelerdeki lipid peroksidasyonu engellemektedirler (57, 65, 66, 71, 72). Nar bitkisinin

cesitli kisim ve kimyasal igerikleri tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Nar bitkisinin gesitli kisimlar1 ve kimyasal yapisi (61).

Bitki Bileseni Kimyasal Bilesenler

Nar suyu Antosiyaninler, glikoz, askorbik asit, ellagik asit, katesin,

kuersetin, ¢ok sayida mineral, demir, aminoasitler

Nar ¢ekirdegi yagi % 95 punisik asit, yag asitleri, streoller, ellagik asit

Nar meyve ortust (kabuk ve i¢ zarlar) | Fenolik maddeler, gallik asit ve diger yag asitleri, katesin,

kuersetin, antosiyanidler, flavanoller

Nar yapragi Taninler (punikalin ve punikafolin), flavon glikozidleri

Nar ¢icegi Gallik asit, ursolik  asit, tritepenoidler, diger

isimlendirilmemis bilesikler

Nar kabuk ve koku Ellagitaninler, ¢ok sayida piperidin alkaloidleri
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Nar cekirdegi yagi (NCY) toplam ¢ekirdek agirliginin % 12-20’sini icermektedir. Yag,
konjuge linolenik asit ve takiben linoleik asit, oleik asit, stearik asit ve palmitik asit
bakimindan yiiksek bir igerige sahiptir. NCY’de yaklasik % 64-95 oraninda bulunan
punisik asit (trikosanik asit) uzun zincirli doymamis yag asitidir. Bu maddenin narin
antikanserojen etkileri ile ilgili oldugu bilinmektedir (61, 73, 74). Bitkisel steroller de
(beta-sitosterol, kampesterol, stigmasterol) NCY’de yiiksek miktarda (4089-6205
mg/kg) bulunmaktadir (75). Fare ve ratlar iizerinde yapilan c¢esitli ¢calismalar, soguk
preslenmis NCY’nin tiimér olusumunu, timor insidensini ve c¢ogalisini diisiirme

yetenegini oldugunu gostermistir (56, 72).

Nar ekstrakti siiperoksit radikalleri igin gii¢lii temizleyici bir etkiye sahiptir. Bu
etkisinin molekiiler bilesenlerinin goreceli olarak daha kiigiik olmasindan kaynaklandig:
ileri siirtilmektedir (MW<10.000), (68). Nar ekstrakti ve antosiyanidinleri etkili bir
hidroksil radikal temizleyici etki gostermektedir (76). in vitro deneysel kosullar altinda
nar ekstrakti ve antosiyanidinler nitrik oksit temizleyici bir etki gdstermemektedir (67,

77).

Narmn 1iyilestirici etkilerinin ¢esitli mekanizmalara dayandirilmasina karsin pek cok
arastirma Ozellikle narin antioksidan, antikarsinojenik ve anti-inftamatuvar etkilerine
odaklanmustir (57, 67).

Konjuge yag asitlerini biinyesinde bulunduran, E vitamini igerigi oldukga yiiksek olan
narciceg8i yagi antioksidan polifenoller acisindan da oldukga zengindir (61). Dort farkl
test metotu kullanarak yapilan in vitro denemeler nar suyunun ve ¢ekirdek ekstraktinin,
kirmiz1 sarap ve yesil ¢aya gore 2-3 kat daha fazla antioksidan igerige sahip oldugunu
gostermistir (72). Nar ekstraktinin hayvanlarda oksidatif stresi ve lipid peroksidsyonunu
azalttig1 ve serbest radikallerden temizledigi, yash insanlarda ise plazma antioksidan
seviyesini yiikselttigi belirtilmistir (57, 67). Ratlarda ve farelerde yapilan ¢alismalar, nar
suyu disindaki tiim meyvelerinden yapilan nar yan iirlin (PBP) ekstraklarinin
antioksidan iceriklerinin, fare peritoneal makrofajlarinda (MPM) olusan oksidatif
stresi % 19 oraninda diislirdiigli, hiicresel lipid peroksit icerigini % 42 oraninda
azalttigimm1 ve indirgenmis glutasyon seviyesini % 53 oraninda arttirdigini gostermistir
(76). In vitro ¢aligmalar sonucu fermente nar suyu ekstraktinin (FPJ) ve soguk

preslenmis tohum yagi (CPSO) ekstraktinin antioksidan kapasitesinin kirmizi saraptan
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daha fazla yesil ¢ay ile de benzer oldugunu gézlenmistir (77). Diger bir ¢alismada,
kurutulmus nar kabuklar1 metanol ile ekstrakte edilmis ve bir grup rat bu ekstraksiyonla
beslenirken diger gruba CCl, uygulanmistir. Daha sonra iki grubun karaciger katalaz
(CAT), superoksit dismutaz (SOD) ve glutasyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri
kiyaslanmistir. Tek doz (2 g/kg) CCls uygulanan grubun CAT, SOD ve peroksidaz
seviyelerinde sirasiyla % 81, 49 ve 89 oraninda diisiis meydana gelirken lipid
peroksidasyon degerlerinin 3 kat artis gdsterdigi belirtilmistir. Nar kabugu ekstraktinin
14 gin slresinde uygulanan ve son gin ilave olarak CCl, uygulamasi yapilan grubun
CAT, SOD, peroksidaz seviyeleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda lipid peroksidasyon
degerlerini % 54 oraninda azalttig1 bildirilmistir (12).

Insanlar {izerinde yapilan bir arastirmada nar suyunun (pomegranate pulp juice, PPJ),
elma suyuna gore daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermistir.
FRAP (ferric reducing/antioksidan power) testi kullanilarak saglikli yasli insanlara 4
hafta boyunca giinlik 250 ml PPJ verilmis ve sonucunda plazma antioksidan
kapasitenin 1.33 mmol’den 1,46 mmol’e ¢iktig1 belirtilmistir. Elma suyunda ise
antioksidan kapasitede onemli bir ylikselme goriilmedigi kaydedilmistir. Ayrica plazma
vitamin E, askorbik asit ve indirgenmis glutasyon degerleri bakimindan gruplar arasinda
bir farklilik saptanmamistir. Sonug¢ olarak arastiricilar elde edilen sonucglardan nar

fenoliklerinin sorumlu olabilecegi kanisina varmiglardir (78).

Gilinlimiize kadar yapilan pek ¢ok arastirmada narin antikanser mekanizmasina sahip
oldugu bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda nar meyvesi ekstrakti verilen prostat kanserli
farelerde (pomegranate fruit extract, PFE) hiicre biiylimesinin engellendigi ve
proteinlerin diizenlenerek apoptozisi baslattigi gozlenmistir (79, 80). Ayrica son
zamanlarda yapilan caligmalar, nar bilesenlerinin, MCF-7 gogilis kanseri ve insan
umblikal ven hiicre hattindaki vaskiiler endotel biiylime faktoriinii, anjiyogenezisi

azaltarak engelledigini de gostermistir (81).

Yapilan c¢aligmalar sonucu soguk preslenmis nar ¢ekirdek yaginin in vitro,

siklooksijenaz ve lipoksijenaz enzimlerinin her ikisini de engelledigi gosterilmistir (82).

Eski Hindistan’da “eczane” olarak tanimlanan nar meyvesi antik ¢agda cok cesitli

sistemlerin hastaliklarinin tedavisinde kullanilmistir. Bu kapsamda nar, eski ¢aglarda
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antiparaziter, kan1 sulandirici, aft, diyare ve iilserde iyilestirici olarak kullanilmistir.

Ayrica Orta Dogu ve Hindistan’da diyabete ¢are amaciyla da tiiketilmistir (61, 65).

Nar ve bilesenleri, tedavi edici dzellikleri nedeniyle prostat kanseri, diger kanser tipleri,
ateroskleroz, hiperlipidemi, hipertansiyon, karotid arter stenozu, myokardial perfiizyon,
diyabet, dise ait sorunlar (dental plak, periodontal hastalik, denture (protez damak),
stomatitis, bakteriyel enfeksiyonlar, ultraviyole radyasyonu, erektil disfonksiyon, erkek
infertilite, neonatal hipoksik-isemik beyin hasari, alzheimer hastaligi gibi vakalarda
kullanilabilmektedir (57, 62, 66, 67, 71, 72).

Nar meyvesi de dahil olmak iizere farkli tropikal meyvelerin sitokrom P4503A
uzerindeki etkinliklerinin incelendigi bir c¢alismada, s6z konusu meyvelerin insan

karaciger mikrozomal enzimleri iizerinde baskilayict etkilerinin oldugu tespit edilmistir

(83).

Nar ve bilesenleri gecmisten gilinlimiize higbir yan etki goriilmeden giivenle
tlketilmektedir. Tavuk embriyolar1 lizerinde yapilan bir ¢alismada embriyolara 1, 2 ve 3
mg/mL dozunda nar ekstrakti uygulanmis ve sonuglar amandatin ismi verilen ve
Parkinson hastaliginda kullanilan etken maddenin uygulandig diger grupla ve sadece su
verilen kontrol grubuyla kiyaslanmistir. Oliim oranmnin kontrol grubuyla benzer olmasi
sebebiyle verilen dozlarin toksik bir etki olusturmadig: bildirilmistir (84). Diger bir
calismada sariaga¢ olarak bilinen ve giliney yarim kiirede siklikla rastlanan bir agag
tiirliniin yapraklariyla ruminantlarda meydana gelen zehirlenmelerde s6z konusu agacin
karacigerde lezyonlar olusturdugu ve bu vakalarda uygulanan nar meyvesinin kimyasal
yapisinda da mevcut olan punikalasinin oral olarak verildigi durumlarda intraperitonal

uygulamalara kiyasla 20 kat daha fazla toksisite olustugu gézlenmistir (85).
2.3.2. Biberiye (Rosmarinus officinalis)

Diinyanin bir¢ok yerinde yetismesine ragmen en ¢ok Akdeniz iilkelerinde ve Tiirkiye’de
(genellikle 1500 m yiikseklikte) de yetisen Biberiye (Rosmarinus officinalis L.),
Lamiaceae familyasinda yer alan aromatik bir bitkidir (Sekil 2.4). Eski Yunan ve
Romalilar tarafindan hem mutfakta hem de tibbi tedavi amacgli olarak kullanilan

biberiye ayni zamanda “baglilik” sembolii olarak da kabul edilmis ve dugiin
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torenlerinde gelin tacina takilmistir. Terapi etkisi antik caglardan beri bilinmekle
birlikte daha ¢ok hasta odalarinda yakilmak suretiyle havanin temizlenmesinde

kullanilmastir (86).

Sekil 2.4. Biberiye (Rosmarinus officinalis L.)’nin goriiniimi (87).

Yapisindaki ugucu yagdan kaynaklanan hosa giden aromasindan dolayi, 6zellikle
Avrupa ve Kuzey Amerika iilkelerinde yaygin olarak kullanilan, Fransa'min giiney
bolgesinden baglayarak, lilkemizin de dahil oldugu bir kusak {izerinde ve Afrika'nin
kuzeyinde yer alan iilkelerden Tunus ve Cezayir kiyilarinda, dogal olarak bir yayilig
gosteren, Akdeniz iilkeleri ile ABD ve Ingiltere’de iiretilen ve siis bitkisi olarak

yetistirilen biberiye iilkemizde kusdili, hasalban, akpiiren adlariyla da bilinmektedir.

Biberiye; 50-150 cm boyunda, ¢ali goriiniimiinde, kis aylarinda yapragin1 dskmeyen, bir
eksen tlizerinde salkim halinde bulunan ¢igekleri soluk mavi renkli, sapi lifli, kii¢iik ince
narin, agik veya koyu yesil yaprakli, yaprak arkas1 kiil renkli ve tiiylii olan ¢ok yillik bir
bitkidir. Genellikle maki florasi i¢inde bulunan bu tiir Giiney ve Kuzey Anadolu ve
adalarda yaygin olarak yetisir. Mersin ve Adana yoresinde maki florasi i¢inde, orman igi
bosluklarda, tarla ve iiziim bag kenarlarinda, 06zellikle de koruma altindaki
agaclandirma sahalar iginde yayilis gdstermektedir (86). Canakkale (Erenkdy), igel
(Tarsus), Yiiregir (Mustafalar Koyii) ve Hatay (Iskenderun)'da siis bitkisi amaciyla
yetistiriciligi yapilmaktadir (88).
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Kozmetik endiistrisinde kolonya, losyon ve sampuan yapiminda da kullanilan biberiye
ayrica kabizliga karsi, sindirim sistemi uyaricisi, safra artirici ve idrar soktiiriicii olarak
kullanildig1 gibi yara tedavisinde, ugucu yagmin ise romatizma agrilarini dindirici
olarak da kullanilabilmektedir. Biberiye yapragi tiim halde veya ufalanmis halde
corbalarda, giiveglerde, sosis, vb. balik ve tavuk yemeklerinde, lezzet verici olarak,

ucucu yag1 gida maddelerinde de kullanilmaktadir (86, 88).

Dogal {iriinlerden biri olan biberiye 30 yildan beri dogal antioksidan ve antimikrobiyal
olarak kullanilmakta olup aktif bilesenleri tespit edilmistir (89, 90). Biberiyenin
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi icerdigi yiiksek fenolik bilesiklerden
kaynaklanmaktadir. Ozellikle, monoterpenler (eterik yaglar), diterpen fenoller (karnosik
asit, karnosol, rosmanol, apirosmanol, isorosmanol, metil karnosat), fenolik asitler
(rosmarinik asit), flavanoller ve triterpen asitler (ursolik asit, oleanolik asit, butilinik
asit) biberiye ekstraktlarinin etken maddelerini olusturmaktadir (91-93). Ayrica,
biberiyenin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi ekstraktin elde edilis yontemiyle de
iligkilidir (94). Biberiye antioksidan igerigine bagl olarak ¢ok genis biyolojik aktiviteye
sahiptir. Cok eski zamanlardan beri diinyanin her yerinde birgok rahatsizligin
tedavisinde bu bitkiden yararlanilmistir. Ortagaga ait birgok incelemede ve literatiirde
tibbi bitki ve mucize ila¢ olarak ge¢mektedir. En ¢ok sindirimi kolaylastirici, kan
basimncini  ylikseltici, yara 1yilestirici, spazm Onleyici, agr1 kesici, solunum
bozukluklarini rahatlatici, adet hizlandiric1 olarak kullanilmaktadir. Cin’de bas agrisi,
uykusuzluk ve zihin yorgunluklarinda 6nerilir. Hindistan’da antimigren ve gaz giderici
ozellikleri i¢in kullanilir. Ekvator’da ise biberiye ¢igekleri romatizmal agrilarda bitkisel

yag icerisinde pisirilip siiriilerek kullanilmaktadir (92, 94).

Biberiye, karaciger koruyucu ozelligiyle dikkat ¢ekmektedir. Deneysel akut karaciger
hasar1 ve deneysel karaciger sirozu iizerine yapilan ¢alismalarda biberiyenin karaciger
koruyucu etkisi karnosik asit ve karnasolde bulunan diterpen bilesigine bagli oldugu
gosterilmistir (95). izole edilmis rat hepatositlerinde, biberiyenin sulu ekstraktinin laktik
dehidrogenaz ve aspartat aminotransferazin serbest birakilmasini ve tert-butil
hidroperoksitin sebep oldugu lipid peroksidasyonunun etkisini azalttig1 gosterilmistir
(96).
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Gianmario et al. (97) kroton yagi ile farelerin kulaklarinda dermatitis olusturmus ve
biberiyenin yangi giderici etksini arastirmiglardir. Biberiyenin bahsedilen etkisinin CE-1
ekstraktinda gozlemlemislerdir. Asil etkisinin CE-1 i¢inde bulunan triterpen igeriginden
kaynaklandigin1 ve ursolik, oleanolik ve mikromerik asitlerin yangi giderici asil

bilesenler oldugunu bildirmislerdir.



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Nar ¢ekirdegi Yag1 (Punica granatum)

Calismada kullanilan NCY (Seki 3.1), ticari olarak Biikas firmasindan temin edilmis
olup, bilesenleri Tablo 3.1.’de gosterildi.

Tablo 3.1. Nar ¢ekirdegi yaginin yag asidi bilegimi.

Yag Asitleri Kompozisyonu

Yag Asitleri Bilesim (%)
Miristik Asit 0,09
Palmitik Asit 3,29
Palmitoleik Asit 0,12
Margarik Asit 0,05
Stearik Asit 2,13
Oleik Asit 8,66
Linoleik Asit 5,81
Linolenik Asit 0,06
Arasidik Asit 0,42
Ekosenoik Asit 0,70
Punicic Asit 78,67
TOPLAM 100
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Sekil 3.1. Calismada kullanilan Nar ¢ekirdegi yaginin ticari ambalajinin gériiniimii.

3.1.2. Biberiye (Rosmarinus officinalis)

Calismada aktif etken madde yiizdeleri % 4 karnosik asit, % 5 rozmarinik asit ve % 6
karnosol olarak bildirilen biberiye ekstrakti, ticari olarak Biomesi Ar-Ge firmasindan

temin edildi (Sekil 3.2; 3.3).

Karnosol rosmarink asit karnosik asit

Sekil 3.2. Biberiye ekstratinda bulunan aktif bilesenlerin kimyasal yapisi (92).
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Sekil 3.3. Calismada kullanilan Biberiye ekstraktinin goriiniimii.

3.1.3. Deneyde Kullanilan Hayvanlar

Arastirma igin Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Komitesi (EU
HADYEK) onay1 alindi. Calismada Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya
Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi (DEKAM)’nden temin edilen 200-250 g
agirliginda, 120 adet Wistar albino irki rat kullanildi. Ratlar, her kafeste bes rat olacak
sekilde, pelet yem ile ad libitum olarak beslenerek arastirma merkezinin sahip oldugu
uygun sartlar altinda [(kontrollii sicaklik (21 £2°C), nem (%504+5), hava degisimi (saatte
12 devir), sicaklik (12 saat aydinlik, 12 saat karanlik)] barindirildi (Sekil 3.2, Sekil 3.3).



Sekil 3.4. Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik

Arastirma Merkezi’nin uygun sartlari altinda barindirilan ratlar.
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I

Sekil 3.5. Kafes i¢inde bes adet pelet yem ile ad libitum olarak beslenen ratlar.
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3.1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. Ethanol % 96 (Merck, 100971)

2. Ethanol absolute > % 99.8 (Sigma, 32221)

3. Xylene (Merck, 108681)

4. Hematoksilin Harris ( GBL,2828)

5. Formaldehyde sol. (Merck, 104002)

6. Parafin (Thermo Shandon, 6774060)

7. Eosin-G sol. (Merck, 109844)

8. Entellan (Merck, 107961)

9. Karbon tetrakloriir (Merck, 102222)

10. Hidroklorik asit (Merck, 100314)

11. Triklorasetik asit (Merck 100807)

12. 2-tiyobarbitlrik asit (Merck 108180)

13. Sodyum di-hidrojen fosfat (Merck 106576)

14. Sodyum Klorir (Merck 116224)

15. Potasyum klorur (Merck 104935)

16. Sodyum karbonat (Merck 106398)

17. Potasyum dihidrojen fosfat (Merck 104871)

18. Sodyum bikarbonat (Merck, 106323)
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19. n-Butanol (Aldrich 270679)

20. 1.1.3.3. tetraetoksipropan (Sigma, T 9889)

3.1.5. Kullanilan Cihazlar

1. UV-VIS Spektrofotometre (Thermo Helios Alfa)

2. Santrifuj (Heraus)

3. Santriflj (Nive NF 800R)

4. Vorteks (Heidolph Reaxtop)

5. Hassas terazi (Sartorius BP 121 S)

6. Deiyonize su cihazi (Elektro Mag)

7. Su banyosu (Nive BM402)

8. Otomatik karistirici (IKA HS 260 Basic)

9.Mikrotom (Leica RM2125RT)

10. Etiv ( Niive EV500)

11. Buzdolab1 (Vestel BZP-L2303 WCP)

12. Parafin su banyosu (LipShaw)

13. Otoanalizator (Abbott-Architect)

14. Otomatik doku takip cihazi (Leica TP 1020)

15. Isik mikroskobu (Olympus BX51)



3.2. Yontem

3.2.1. Deney Plam
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Akut calismada, 60 adet (200-250 g) Wistar albino 1rki rat kullanildi. Her grupta 10

hayvan olmak iizere 6 grup olusturuldu. ilk grup kontrol olarak belirlendi ve % 0.9

NaCl (1.0 mL/kg/canli agirlik); ikinci ve liglincii gruplara dort hafta boyunca her giin

sirasi ile 0,15 ml/kg/canli agirlik dozunda NCY ve 200 mg/kg/canli agirlik dozunda BE

gavaj ile verildi. Dordiincti gruba intraperitoneal (ip) 1.0 mL/kg/canli agirlik CCly ilk
hafta, haftada iki kere; besinci ve altinci gruplara, ilk hafta iki kez CCly ip enjeksiyonu

ile es zamanli baglanarak dort hafta boyunca her giin siras1 ile 0,15 mL/kg/canli agirlik

dozunda NCY ve 200 mg/kg/canli agirlik dozunda BE gavaj ile verildi (Tablo 3.2),

(Sekil 3.4).

Tablo 3.2. Akut ¢alismada olusturulan deney gruplari ve bu gruplara yapilan

uygulamalar.
GRUPLAR Uygulanan maddeler Uygulanan Doz* Uygulama
Sekli Suresi
(gtin)
Grup 1 .
% 0.9 NaCl 1.0 mL/kg ip 7
(Kontrol)
Grup 2 NCY /misiryagi 0,15 mL/kg gavaj 30
(NCY)
Grup 3 BE/ misir yagi 200 mg/kg gavaj 30
(BE)
Grup 4 CCly/misiryagi 1.0 mL/kg /1.0 mL/kg ip 2
(CCly)
Grup 5 CCly /misiryagi 1.0 mL/kg/1.0 mL/kg ip 2
(CCI4+NCY) NCY/ misiryagi 0,15 mL/kg gavaj 30
Grup 6 CCls /misiryagi 1.0 mL/kg/1.0 mL/kg ip 2
(CCl4+BE) BE /misiryagi 200 mg/kg gavaj 30

*: mg (mL) madde/mL ¢oziicli/kg rat agirligi/giin
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Sekil 3.6. Gavaj ve intraperitoneal uygulamalar.

Kronik calismada 60 adet (200-250 g) Wistar albino irki rat kullanildi. Her grupta 10
hayvan olmak iizere 6 grup olusturuldu. Ilk grup kontrol olarak belirlendi ve on iki hafta
stire ile her giin 0,2 mL/kg/canli agirlik, % 0.9 NaCl; ikinci ve lglincli gruplara on iKi
hafta boyunca her giin siras1 ile 0,15 mL/kg/canli agirlik dozunda NCY ve 200
mg/kg/canli agirlik dozunda BE gavaj ile verildi. Dordiincii gruba on iki hafta boyunca
haftada iki kere 0,2 mL/kg/canli agirlik dozunda CCly ip olarak enjekte edildi. Besinci
ve altinct gruplara, on iki hafta boyunca haftada iki kere 0,2 mL/kg/canli agirlik
dozunda CCl, enjeksiyonu ile es zamanli olarak on iki hafta boyunca her giin sirasi ile
0,15 mL/kg/canli agirlik dozunda NCY ve 200 mg/kg/canli agirlik dozunda BE gavaj ile
verildi. (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. Kronik ¢alismada olusturulan deney gruplari ve bu gruplara yapilan

uygulamalar.
Uygulama
GRUPLAR | Uygulanan maddeler Uygulanan Doz* :
Sekli | Sdresi(gin)
Grup 1 )
% 0.9 NaCl 0,2 mL/kg ip 12 hafta
(Kontrol)
Grup 2 NCY / 5 0,15 mL/k j 12 haft
misiryagi 15 mL/Kg gavaj afta
(NCY)
Grup 3 ]
BE/musir yagi 200 mg/kg gavaj 12 hafta
(BE)
Grup 4 ) Haftada 2
CCly/musir yagi 0,2 mL/kg/0,2 mL/kg ip
(CCly) kez/12 hafta
Grup 5 CCly/ 5 0,2 mL/kg/0,2 mL/k i Haftada 2
ru misir yagi 2 m 2 m |
P * yae J J P kez/12 hafta
(CCILL+NCY) | NCY/ musir yagi 0,15 mL/kg gavaj 12 hafta
Grup 6 CCly/ 5 0,2 mL/kg/0,2 mL/k i Haftada 2
ru misir yagi ,2m ,2m |
P * vae J J P kez/12 hafta
(CCl4+BE) BE /musir yagi 200 mg/kg gavaj 12 hafta
*: mg (mL) madde/mL ¢oziicli’kg rat agirligi/giin

3.2.2. Dozlarin belirlenmesi

Ratlarla yapilan c¢alismalarda kullanilan CCly’iin tek doz (9, 98-100), iki doz (101),
haftada ¢ gun (102), bir ay (103), elli giin ve Ug¢ ay sureyle haftada iki kez (104) gibi
uygulandigr siire bakimindan farkliliklar gOsteren c¢alismalar mevcuttur. Bu
calismalarda CCly, deney hayvanlarina intragastrik sonda (98, 104), ip (100, 101) veya
sc (102, 103) enjeksiyon gibi farkli sekillerde uygulanmistir. Bu uygulamalar;
zeytinyag1 (98, 100), aygicek yagi (103), misirozii yagr (100, 104, 105) gibi farkli
coziiciilerle yapildig: gibi; uygulanan CCl, dozu da, 0,2 mL/kg -10 mL/kg (13, 105-108)
gibi genis bir aralik i¢inde degismistir.

Yapilan calismalar dikkate alinarak, akut calismada (105, 106, 109) 1:1 oraninda misir
yag1 ile diliie edilen iki doz CCly, rat basma 1 mL/kg olacak sekilde ip olarak
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uygulanirken, kronik ¢alismada ise 1:1 oraninda misir yagi ile diliie edilen CCl, haftada
iki kere ti¢ ay siire ile rat basina 0,2 mL/kg olacak sekilde (110), ip olarak uygulandi ve
daha Once yapilan ¢alisma sonuglart (100, 101, 104, 105, 110) ile uyumlu olarak
hepatotoksisite olusturuldu.

Calismadaki NCY dozu Sarica Soyer Z (111), BE dozu ise Gutierrez et al. (13) ve

Sotelo-Felix et al. (112)’1n yapmis olduklari ¢alismalarin sonuglarina gore segilmistir.
3.2.3. Doku ve Kan Orneklerinin Alinmasi

Akut ve kronik calisma gruplarindaki ratlar son uygulamadan 24 saat sonra
intramuskuler 80 mg/kg ketamin (Ketalar, 50 mg/mL, Pfizer) ve 12 mg/kg ksilazin
(Rompun, 20 mg/mL, Bayer) (113) ile ip anestezi saglandiktan sonra servikal
dislokasyon ile sakrifiye edildi. Daha sonra ratlarin gégiis ve karin bosluklari agilip,
intrakardiyak kan ornekleri alinarak sistemik nekropsileri yapildi (Sekil 3.5). Alinan kan
ornekleri 3000 rpm'de 10 dk santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Serumlar, biyokimyasal
analizler yapilincaya kadar -20°C'de saklandi. Alman tiim doku Ornekleri 1s1k
mikroskobik incelemeler i¢in % 10’luk tamponlanmig nétral formaldehit soliisyonuna
(Formaldehit 100 cc; Cesme suyu 900 cc; NaH,P04. H204 g; Na,HPO4 6.5 g) konuldu
(114). Karaciger dokusunun bir kism1 MDA ve NO analizleri i¢in ¢alisma giiniine kadar

-80°C'de sakland.

Sekil 3.7. Sistemik nekropsi yapilan ratlar.
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3.2.4. Histopatolojik inceleme

Tamponlanmis notral formaldehit ile tespit edilen karaciger ve diger organlara (beyin,
akciger, kalp, bobrek, dalak, mide, ince ve kalin bagirsaklar) ait doku 6rnekleri 48 saat
sonunda trimleme islemini takiben ¢esme suyunda yikandiktan sonra Leica TP 1020
otomatik doku takip cihazinda asagidaki doku takip basamaklarindan geg¢irildi (Tablo
3.4).

Tablo 3.4. Doku takip yontemi.

Sira Yapilan islem Sure
1 % 70 alkol 1 saat
2 % 80 alkol 1 saat
3 % 96 alkol 1 saat
4 % 96 alkol 1 saat
5 % 96 alkol 1 saat
6 Absoli alkol 1 saat
7 Absoli alkol 1 saat
8 Absoli alkol 1 saat
9 Ksilen 1 saat
10 Ksilen 1 saat
11 Parafin | 2 saat
12 Parafin II 2 saat

Doku takip islemleri tamamlanan karaciger ve diger organlara (beyin, akciger, kalp,
bobrek, dalak, mide, ince ve kalin bagirsaklar) ait doku ornekleri parafine gomiildii.
Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom yardimiyla 5 pm kalinliginda kesitler lamlara
alindi. Kesitler 1 saat 60°C etiivde bekletilerek parafinin erimesi saglandiktan sonra

Hematoksilen-Eosin (HXE) boyama yontemleri (114) uygulandi. (Tablo 3.5).




Tablo 3.5. Hematoksilen-Eozin boyama yontemi.
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Sira Yapilan islem Siire
1 Ksilen-I 15 dak
2 Ksilen-I1 15 dak
3 Absolu alkol-1 10 dak
4 Absolu alkol-I1 10 dak
5 % 96 Alkol 10 dak
6 % 80 Alkol 10 dak
7 % 70 Alkol 10 dak
8 % 50 Alkol 10 dak
9 Akarsu 5 dak
10 Hematoksilen 7-8 dak
11 Akarsu 5 dak
12 Eozin 4-5 dak
13 Akarsu 5 dak
14 % 50 Alkol 10 dak
15 %70 Alkol 10 dak
16 % 80 Alkol 10 dak
17 % 96 Alkol 10 dak
18 Absolu alkol-1 10 dak
19 Absolu alkol-I1 10 dak
20 Ksilen-I 15 dak
21 Ksilen-I1 15 dak
22 Kapatma

Gruplardaki her bir ratin karaciger ve diger organlarindan olusturulan bloklardan

kesitler alindi. Hazirlanan preparatlar Olympus BXS51 151k mikroskobunda incelenerek,

hasar dereceleri skorlandi. Hazirlanan preparatlarin fotograflar1 Olympus marka

fotograf makinasi ile ¢ekilerek kaydedildi.
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3.2.5. Karaciger Hasar Skorlama Yontemi

Hematoksilen-Eozin ile boyanan kesitlerde hepatositlerde yaglanma, yangi, nekroz ve
fibrozis semikantitatif olarak degerlendirildi. Semikantitatif yontemde, her karaciger
icin her bir kesitte 10 farkli alanda, s6zii edilen her bir hasar parametresi ikiser patolog
tarafindan skorlandi ve grup icerisinde ortalama yiizdelik degerleri hesaplandi.
Yaglanma eger karaciger hiicrelerinin % 33’linden az ise 1 (hafif), % 33-66 aras1 ise 2
(orta) ve % 66’°dan fazla ise 3 (siddetli) olarak kabul edildi. inflamasyon, nekroz ve
fibrozis 0-3 arasinda derecelendirildi (yok=0, hafif=1, orta=2, siddetli=3) (115, 116),
(Tablo 3.6). Her bir grupta elde edilen degerler istatiksel olarak degerlendirildi ve

gruplar arasindaki istatiksel 6nem kaydedildi.

Tablo 3.6. Karacigerde hasar skorlama tablosu.

SKORLAMA TABLOSU

Yok Hafif Orta Siddetli
Yangi 0 1 2 3
Yaglanma 0 1 2 3
Nekroz 0 1 2 3
Fibrozis 0 1 2 3

3.2.6. Biyokimyasal Analiz

Alinan kan ornekleri 1 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra 3000 rpm’de 10 dakika
Heraus marka santrifij ile santrifiij edilerek serumlari ayrildi ve analiz i¢in -20°C'de
saklandi. Serum aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), alkalen
fosfataz (ALP), glikoz, trigliserid, total kolesterol, ylksek dansiteli lipoprotein (HDL),
diisiik dansiteli lipoprotein (LDL), total protein, albiimin analizleri Erciyes Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastaneleri Merkez Laboratuvari, Klinik Biyokimya boliimiinde Abbott-

Architect marka otoanalizator ile yapildi.
3.2.7. Doku Homejenatlarinin Hazirlanmasi

Cikartilan karaciger doku ornekleri homojenize edilmeden Once tartildi ve falkon

tiiplerine etiketlenerek konuldu. 1 g doku alind1 ve 1/5 oraninda tampon (140 g KCI, 10
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g NaHCOs3, 3 g KH,PO4 ve 2 g KoHPOL/L); (950 mL deiyonize suda ¢ozdirulerek 5 N
NaOH ile pH’s1 7.2’ye ayarland1 ve 1000 mL’ye tamamlandi) ilave edilerek buzlu
ortamda 30 sn. 15 000 devirde mekanik homojenizasyonu gergeklestirildi. Ardindan 15
000 devirde 45 dk., +4 °C’de Sigma marka sogutucu santrifiij ile santrifiij edildi ve
supernatantlar ependorflara alind1 (117).

3.2.8. Lowry Metodu ile Protein Miktar Tayini

Karaciger doku protein diizeyinin belirlenmesinde Lowry’ nin metodunu (117) esas alan
ve Miller tarafindan modifiye edilmis yontem (118) kullanildi. Bu metot ile proteinler
alkali ortamda bakir iyonlari ile reaksiyona girerek folin reaktifi ile indirgenir. Bu sirada

olusan mavi rengin siddeti ile protein konsantrasyonu arasinda bir orant1 vardir.

Stipernatanttan 50 pL alinarak deiyonize su ile 1 mL’ye tamamlandi. Ardindan iizerine
1 ml bakir reaktifi eklendi ve 30 sn vortekslendi. 10 dakika siire ile karanlikta
beklemeye birakildi. 3 mL folin fenol reaktifi (1:10) eklendi ve tiipler 30 sn
vortekslendi. Karisim 50 °C su banyosunda 10 dakika bekletildi. Sekillenen mavi renkli
kompleksin absorbanst 540 nm’de kore karsti Thermo Helios Alfa UV-VIS
Spektrofotometre ile okundu.

3.2.9. Malondialdehit Tayini

Biyolojik sistemlerde oksidatif hasarin dlciilmesinde en yaygin olarak kullanilan teknik,
lipid peroksidasyonu son iriinii olan MDA miktarinin 6l¢lilmesidir. Yontemin esasi
peroksidasyon iiriini MDA’ nin TBA ile olusturdugu bilesigin spektrofotometrik olarak
Olciimiine dayanir (119, 120). Mevcut caligmada Olgiimler i¢in Yoshioka ve
arkadaglarinin gelistirdigi yontem (121) esas alindi. Ependorf tiipleri i¢ine sirasiyla
numune, kalibrasyon igin kalibrasyon ¢ozeltileri (0.5 mL numune tiipt), TCAA ¢ozeltisi
(3.0 ml kor tupl; 2.5 ml numune tipd), TBA ¢ozeltisi (1.0 mL kor tipd; 1.0 mL numune
tiipii) konuldu ve tiipler 30 sn. vortekslenerek kapaklar1 kapatildi. Tiipler 30 dk. 90 'C’lik
su banyosunda tutuldu, siire sonunda tiipler buzlu soguk suda sogutuldu ve iizerlerine n-
Butanol (4.0 mL kor tlpd; 4.0 mL numune tlpd) ilave edildi. Ttpler 3000 devirde 10
dakika santrifiij edildi. Ust tabaka (n-butanol) kiivete alind1 ve ¢dzeltilerin absorbansi,
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Thermo Helios Alfa marka UV-VIS Spektrofotometre’de ve 535 nm’de kore karsi

okundu. Sonuglar nmol/mg protein olarak degerlendirildi (Tablo 3.7).

Tablo 3.7. MDA analizi galigma semasi.

Kullamlan maddeler KOor tipu Numune tupu
Supernatant -- 0.5mL
TCAA cozeltisi 3.0mL 2.5mL
TBA ¢ozeltisi 1.0mL 1.0mL
30 sn. vorteks
30 dk. 90 'C’lik su banyosu ve ardindan sogutma
n-Butanol 4.0 mL 4.0 mL

3000 devirde 10 dk. santrifj

535 nm’de kdore kars1 okuma

3.2.10. Nitrik Oksit Tayini

Nitrik oksit dl¢limleri Griess yontemi esasina gore, diazotizasyon yoOntemiyle (122)

yapildi (Tablo 3.8). Ependorf tiipleri igine sirastyla numune, kalibrasyon igin
kalibrasyon cozeltileri (18 mikrolitre), NADPH (0,86 milimol/L, 30 uL), FAD (0,11
milimol/L,60 pL), 20 mMol’lik fosfat tampon (0,33 M, 60 pL), nitrat rediiktaz (1U/1

mlL, 30 pL) konuldu ve vortekslendi. Tiipler karanlikta, oda 1sisinda 1 saat inkiibe

edildi ve Uzerine 600 mikrolitre Griess Reaktifi (NEDD, 1 mg/mL ve silfanilamid, 2

mg/mlL fosforik aistte ¢ozeltileri 1:1 oraninda karistirildi) ilave edildi. 10 dk. oda

isisinda ve karanlikta inkiibasyonun ardindan, ¢ozeltilerin absorbansi, Thermo Helios

Alfa marka UV-VIS Spektrofotometre’de 540 nm’de kore karsi okundu. Sonuglar

umol/mg protein olarak degerlendirildi.
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Tablo 3.8. NO analizi ¢aligma semasi.
Kullanilan maddeler Stok Cozeltiler Ilave hacim (uL)
Supernatant - 18
Distile su - 132
Fosfat tamponu pH 7.5,0.33 M 60
NADPH 0,86 mM 30
FAD 0.11 mM 30
Nitrat redliktaz 1U/mL 30
Karanlikta, oda 1sisinda 1 saat inkiibasyon
Griess reaktifi - 600
Toplam hacim - 900

10 dk. oda 1s1sinda inkiibasyonun ardindan 540 nm’de kore karst okuma

3.2.11. istatistiksel Analiz

Kontrol ve deneme gruplari arasinda biyokimyasal ve lipid peroksidasyon
parametrelerinin istatistiksel analizlerinde tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve
Duncan ¢oklu karsilastirma testi kullanildi. Karaciger doku hasar1 skor degerleri
bakimindan deneme ve kontrol gruplar arasinda farkliligin 6nem kontrolii Kruskal-
Wallis testi ile yapildi. Istatistiksel analizlerde SPSS 14.01 (Lisans no: 9869264) paket

programi kullanildi.




4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

Akut ve kronik donem kontrol, NCY ve BE gruplarindaki ratlarda herhangi bir klinik
bulgu gorilmezken, CCls, CCI4+NCY ve CCls+BE gruplarindaki ratlarda halsizlik,
kambur durus, sendeleyerek yiirlime, asin tiikiiriik salgisi, pitozis, ataksi ve korneal opasite

gibi klinik bulgular gézlendi.

4.2. Patolojik Bulgular
4.2.1. Akut Calisma Grubunun Histopatolojik Degerlendirilmesi
1. Grup (Kontrol Grubu);

Calisma sonunda ratlara yapilan sistemik nekropsilerde karacigerlerde makroskopik bir
lezyona rastlanmadi. Karaciger doku 6rneklerinin histolojisinde normal yapida olduklar1
goriildii  (Sekil 4.1). Gruba ait karaciger doku kesitlerinden yapilan histolojik hasar
skorlamasinda; fibrozis, yaglanma, yangi ve nekroz parametreleri agisindan hasar skoru
sifirdi (Tablo 4.1). Sistemik olarak alinan diger dokularin makroskobik-histolojik
degerlendirmesinde herhangi patolojik bir lezyon bulunmayip normal yapida olduklar

goralda.
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Sekil 4.1. Kontrol grubu karaciger dokusunun normal histolojik goriiniimii, HXE, 200 pm.

2. Grup (NCY Grubu);

Calisma sonunda ratlara yapilan sistemik nekropsilerde karacigerlerde makroskopik bir
lezyona rastlanmadi. Karaciger doku oOrneklerinin normal yapida olduklar1 goriildii
(Sekil 4.2). Gruba ait karaciger doku kesitlerinden yapilan histolojik hasar skorlamasi
kontrol grubu ile benzerdi (Tablo 4.1). Sistemik olarak alinan diger dokularin
makroskobik-histolojik degerlendirmesinde herhangi patolojik bir lezyon bulunmayip

normal yapida olduklar1 gortildii.
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Sekil 4.2. NCY grubu karaciger dokusunun normal histolojik goriiniimii, HXE, 200 um.

3. Grup (BE Grubu);

Calisma sonunda ratlara yapilan sistemik nekropsilerde karacigerlerde makroskopik bir
lezyona rastlanmadi. Karaciger doku drneklerinin histolojisinde normal yapida olduklari
goriildii  (Sekil 4.3). Gruba ait karaciger doku kesitlerinden yapilan histolojik hasar
skorlamasi kontrol grubu ile benzerdi (Tablo 4.1). Sistemik olarak alinan diger
dokularin makroskobik-histolojik degerlendirmesinde herhangi patolojik bir lezyon

bulunmayip normal yapida olduklar1 goriildii.
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Sekil 4.3. BE grubu karaciger dokusunun normal histolojik goriiniimii, HXE, 200 pm.

4. Grup (CCl, Grubu);

Calisma sonunda, yapilan sistemik nekropsilerde karacigerlerin bazilarinda koyu
kirmizi, bazilarinda ise gri-beyaz renk degisimleri disinda diger organlarda
makroskopik bir lezyona rastlanmadi. Gruba ait karaciger dokularinin histolojik
incelemesinde hepatositlerde yogun makro ve mikrovezikiiler yag vakuolleri gorildi
(Sekil 4.4.a,b). Bu vakuoller parankimdeki hepatositlerin ¢ogunda saptandi. V.
centralis periferinde hepatositlerdeki nekrotik degisiklikler ile alan pembe homojen bir
kitleye doniismiistii (Sekil-4.4.c). Ozellikle portal bolgelere yakin alanlarda, lenfositten
zengin mononiiklear hiicre infiltrasyon alanlar1 yer alirken, seyrek olarak bu durumun
V. centralis ¢evresindeki nekrotik alanlarda ve tiim parankime yayildig: dikkati ¢ekti
(Sekil-4.4.d). Diger dokularin histolojik degerlendirmesinde herhangi patolojik bir

lezyona rastlanmadi.

Karaciger doku kesitlerinde CCly’ e baglh olarak olusan yaglanma, yangi ve nekroz
parametreleri skorlandi. Bu gruba ait hasar skorunun kontrol, NCY ve BE gruplarindan

yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (Tablo 4.1).
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a. Makro (ok) ve mikrovezikiiler (ok basi) yag vakuollerinin gériiniimii, 200 um.

b. Makro (ok) ve mikrovezikiiler (ok bas1) yag vakuollerinin goriiniimii, 100 pm.

¢. Yaygin nekroz alanlart (oklar), 200 pm.

d. Parankimde ¢ogunlugu lenfosit olan mononiiklear hiicre filtrasyon alanlar1 (oklar),
100 pm.

Sekil 4.4. CCl, grubu karaciger dokusunun histolojik goriiniimii. HXE.

5. Grup (CCl4+NCY Grubu);

Calisma sonunda, yapilan sistemik nekropsilerde karacigerlerin bazilarinda koyu
kirmizi, bazilarinda ise gri-beyaz renk degisimleri disinda diger organlarda makroskopik
bir lezyona rastlanmadi. Gruba ait karaciger dokularinin histolojik incelemesinde CCly
uygulamasina bagl sekillenen hiicresel nekroz (Sekil 4.5.c) ve yag vakuol olusumlari
(Sekil 4.5.a,b) ve hiicre infiltrasyonu (Sekil 4.5.d) bakimindan CCl, grubu ile benzer
oldugu saptandi. Vena centralis ¢evresinde yer alan hepatositlerde yag vakuolizasyonu
dikkati cekti (Sekil 4.5.a ve Sekil 4.5.b). Parankimde c¢ogunlugu lenfosit olan
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mononiiklear hiicre infiltrasyon alanlarinin varligr goriildii (Sekil 4.5.d). Diger dokularin

histolojik degerlendirmesinde herhangi patolojik bir lezyona rastlanmada.

Karaciger doku kesitlerinden yapilan histolojik hasar skorlamasinda kontrol grubundan

yuksek, CCl, grubu ile benzer oldugu saptandi (Tablo 4.1).

a. Makro (ok) ve mikrovezikiiler (ok basi) yag vakuollerinin goriiniimii 200 um.

b. Makro (ok) ve mikrovezikdler (ok basi) yag vakuollerinin goriinimii 100 pm.

c. Nekrotik alanlar (oklar) 200 pm.

d. Parankimde ¢ogunlugu lenfosit olan mononiiklear hiicre infiltrasyon alanlar1 (oklar),
100 pm.

Sekil 4.5. CCl4;+NCY grubu karaciger dokusunun histolojik gérinimi. HxE.

6. Grup (CCls+ BE Grubu);

Calisma sonunda, yapilan sistemik nekropsi sirasinda karacigerlerin bazilarinda koyu
kirmizi, bazilarinda ise gri-beyaz renk degisimleri disinda diger organlarda makroskopik

bir lezyona rastlanmadi. Gruba ait karaciger dokularinin histolojik incelemesinde, mikro
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ve makrovezikiiler yag vakuolleri, nekroz ve mononiiklear hiicre infiltrasyonlari
goriildii. Tiim parankimde hepatositler iginde irili ufakli yag vakuolleri saptand: (Sekil
4.6.a,b). Vena centralis’lerin periferindeki bodlgede hepatositlerdeki nekrotik
degisiklikler dikkati cekti (Sekil 4.6.c). Ozellikle nekroz alanlarinda olmak iizere
parankimde igerisinde mononiiklear hiicre infiltrasyonu mevcuttu (Sekil 4.6.d). Diger

dokularin histolojik degerlendirmesinde herhangi patolojik bir lezyona rastlanmadi.

Yapilan karaciger doku kesitlerindeki histolojik hasar skorlarinin CCly grubu ile benzer
oldugu saptandi (Tablo 4.1).

a. Keskin kenarli yag vakuolleri i¢eren hiicrelerin genel olarak yassilagmis ve hiicrenin
periferine itilmis cekirdekleri (ok) ile mikrovezikiiler (ok basi) yag vakuollerinin
gorindma, 200 pm.

b. Parankime yayilmis makro (ok) ve mikrovezikiiler (ok basi) yag vakuollerinin
gorinimi (ok), 100 pum.

c. Yaygin nekroz alanlar1 (oklar), 200 pm.

d. TUm parankime yayilan ¢ogunlugu lenfosit olan mononiiklear hiicre infiltrasyon
alanlar1 (oklar), 100 pm.

Sekil 4.6. CCl4+BE grubu karaciger dokusunun histolojik gériiniimii. HXE.
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4.2.2. Kronik Caliyma Grubunun Histopatolojik Degerlendirilmesi

1. Grup (Kontrol Grubu);

Calisma sonunda ratlara yapilan sistemik nekropsilerde karacigerlerde makroskopik bir
lezyona rastlanmadi. Karaciger doku 6rneklerinin histolojisinde normal yapida olduklari
goriildii  (Sekil 4.7). Gruba ait karaciger doku kesitlerinden yapilan histolojik hasar
skorlamasinda; fibrozis, yaglanma, yangi ve nekroz parametreleri agisindan hasar skoru
sifirdi (Tablo 4.2). Sistemik olarak aliman diger dokularin makroskobik-histolojik

degerlendirmesinde herhangi patolojik bir lezyon bulunmayip normal yapida olduklar

goralda.

Sekil 4.7. Kontrol grubu karaciger dokusunun normal histolojik goriinimii, HXE, 200 pm.
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2. Grup (NCY Grubu);

Calisma sonunda ratlara yapilan sistemik nekropsilerde karacigerlerde makroskopik bir
lezyona rastlanmadi. Karaciger doku 6rneklerinin histolojisinde normal yapida olduklari
goriildii  (Sekil 4.8). Gruba ait karaciger doku kesitlerinden yapilan histolojik hasar
skorlamasi kontrol grubu ile benzerdi (Tablo 4.2). Sistemik olarak alinan diger
dokularin makroskobik-histolojik degerlendirmesinde herhangi patolojik bir lezyon

bulunmayip normal yapida olduklar1 goriildii.

Sekil 4.8. NCY grubu karaciger dokusunun normal histolojik goriiniimii, H&E, 200 pm.

3. Grup (BE Grubu);

Calisma sonunda ratlara yapilan sistemik nekropsilerde karacigerlerde makroskopik bir
lezyona rastlanmadi. Karaciger doku 6rneklerinin histolojisinde normal yapida olduklari
goriildii  (Sekil 4.9). Gruba ait karaciger doku kesitlerinden yapilan histolojik hasar

skorlamas1 kontrol grubu ile benzerdi (Tablo 4.2). Sistemik olarak alinan diger
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dokularin makroskobik-histolojik degerlendirmesinde herhangi patolojik bir lezyon

bulunmay1p normal yapida olduklar1 goriildii.

Sekil 4.9. BE grubu karaciger dokusunun normal histolojik goriiniimii, HXE, 200 pm.

4. Grup (CCl, Grubu);

Calisma sonunda, sistemik nekropsileri yapilan ratlarin karacigerlerinin bazilarinda
koyu kirmizi, bazilarinda ise gri-beyaz renk degisimleri disinda diger organlarda
makroskopik bir lezyona rastlanmadi. Yapilan histolojik degerlendirmede 0zellikle
portal bolgelerde ortadan siddetliye ulasan fibrozis alanlarmin varligi dikkati gekti.
Kronik parankim yikimlanmasi sebebiyle yavas gelisen fibrozisin portal araliklar1 V.
centralis’ler ile birlestirerek, klasik lobiil yapisini bdlerek lobulasyona yol actigi
goruldl (Sekil 4.10.c). Hepatositlerde yogun makro ve mikrovezikiiler yag vakuolleri
parankimdeki hepatositlerin ¢ogunda goriildii (Sekil 4.10.a,b). Yag vakuollerinin
goriildiigii bolgelerde dikkati ¢eken bir diger bulgu ise, yer yer yogunlasan
mononiiklear hiicre infiltrasyonuydu (Sekil 4.10.d). Ozellikle portal bédlgeye yakin
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alanlarda, lenfositten zengin mononiiklear hiicre infiltrasyon alanlar1 yer alirken,
seyrek olarak bu durumun V. centralis ¢evresindeki yag vakuolleri arasinda ve tiim
parankime yayildigi goriildii. V. centralis’lerin ¢evresinde kontrol grubuna gore
belirgin bir bag doku artisinin oldugu go6zlendi. Diger dokularm histolojik

degerlendirmesinde herhangi patolojik bir lezyona rastlanmadi.

Karaciger doku kesitlerinde CCls’ e baglh olarak olusan fibrozis, yaglanma ve yangi
parametreleri skorlandi. Bu gruba ait hasar skorunun kontrol, NCY ve BE gruplarindan

yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (Tablo 4.2).

a. Makro (ok) ve mikrovezikiiler (ok bast) yag vakuollerinin goriiniimii, 200 um.
b. Makro (ok) ve mikrovezikiiler (ok basi) yag vakuollerinin goriinimii, 100 um.
c. Sekillenen lobulasyon formasyonu (oklarin sinirladigi alan), 100 um.

d. Cogunlugu lenfosit olan mononiiklear hiicre filtrasyon alanlar1 (oklar), 100 pm.

Sekil 4.10. CCl, grubu karaciger dokusunun histolojik gortiniimii. HXE.
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5. Grup (CCl4+NCY Grubu);

Calisma sonunda, yapilan sistemik nekropsilerde karacigerlerin bazilarinda koyu
kirmizi, bazilarinda ise gri-beyaz renk degisimleri disinda diger organlarda makroskopik
bir lezyona rastlanmadi. Gruba ait karaciger dokularinin histolojik incelemesinde CCly
uygulamasina bagl sekillenen fibroz bag dokusu artist (Sekil 4.11.¢) ve yag vakuolleri
(Sekil 4.11.a,b) ile hiicre infiltrasyonu (Sekil 4.11.d) bakimindan CCly, grubu ile benzer
oldugu goriildii. Parankimde ¢ogunlugu lenfosit olan mononiiklear hiicre infiltrasyon
alanlarinin  varhigi  dikkati ¢ekti (Sekil 4.11.d). Diger dokularin histolojik

degerlendirmesinde herhangi patolojik bir lezyona rastlanmadi.

Karaciger doku kesitlerinden yapilan histolojik hasar skorlamasinda kontrol grubundan

yiiksek, CCl, grubu ile benzer oldugu saptand: (Tablo 4.2).

a. Makro (Ok) ve mlkrove21kuler (ok ba§1) yag Vakuollermln goriiniimii, 200 pm.
b. Makro (ok) ve mikrovezikiiler (ok bas1) yag vakuollerinin goriiniimii, 100 pm.
c. Fibroz dokuda artis (oklar), 100 um.

d. Cogunlugu lenfosit olan mononiiklear hiicre filtrasyon alanlar1 (oklar), 100 pm.

Sekil 4.11. CCl;+NCY grubu karaciger dokusunun histolojik goriiniimii. HXE.
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6. Grup (CCl4+BE Grubu);

Calisma sonunda, yapilan sistemik nekropsi sirasinda karacigerlerin bazilarinda koyu
kirmizi, bazilarinda ise gri-beyaz renk degisimleri diginda diger organlarda makroskopik
bir lezyona rastlanmadi. Bu gruba ait karaciger dokularmmin histolojik yonden
incelenmesinde parankimde hepatositlerde irili ufakli yag vakuol olusumlar1 dikkati
cekti (Sekil 4.11.a,b). Ortadan siddetliye ulasan fibrozis alanlarinin varligi ile bag
dokusundaki artisin c¢ogu kesitlerde karaciger dokusunda lobulasyon olusturdugu
goriildii (Sekil 4.12.c). Yag vakuollerinin goriildiigii bolgelerde dikkati g¢eken bir
diger bulgu ise, yer yer yogunlasan mononiiklear hicre infiltrasyonuydu (Sekil
4.12.d). Gruba ait karaciger dokusunun histolojik incelemesinde CCl, uygulamasina
bagl sekillenen histopatolojik degisimlerde bir azalma goriilmedi. Diger dokularin
histolojik degerlendirmesinde herhangi patolojik bir lezyona rastlanmadi. Karaciger

doku kesitlerinden yapilan histolojik hasar skorlarinin CCly grubu ile benzer oldugu

a. Makro (ok) ve mikrovezikiiler (ok basi) yag vakuollerinin goriiniimi, 200 um.

b. Makro (ok) ve mikrovezikiiler (ok bast) yag vakuollerinin goruniima, 100 pm.

c. Artmis fibroz doku hiicreleri ve sekillenen lobulasyon formasyonu (oklar), 200 um.
d. Cogunlugu lenfosit olan mononiiklear hiicre infiltrasyonu (oklar), 200 pm.

Sekil 4.12. CCl4+BE grubu karaciger dokusunun histolojik gérinumu. HxE.
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4.3. Akut ve Kronik Deneme Gruplarina Ait Karaciger Hasar Parametre

Skorlamasi

Yontem boliimiinde tanimlandig1 gibi, karaciger kesitlerindeki yaglanma, yangi, nekroz
ve fibrozis gibi mikroskobik degisiklikler semikantitatif olarak degerlendirildi, yok ise
0, % 33’linden az ise 1 (hafif), % 33-66 aras1 ise 2 (orta) ve % 66’dan fazla ise 3
(siddetli) olarak kabul edildi. Akut ve kronik deneme gruplarina ait karaciger hasar

parametrelerinin istatistiksel dagilimlar1 Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de verildi.

Akut ve kronik deneme gruplarinda, kontrol, NCY ve BE gruplarindaki hayvanlara ait
karaciger dokularinin histopatolojik degerlendirmelerinde, karaciger hasar parametreleri

semikantitatif olarak degerlendirilmis olup hasar skorlamasinin sifir oldugu tespit edildi.

Akut ve kronik deneme gruplarinda, CCl, grubuna gore CCl4;+#NCY ve CCl4+BE
gruplarina ait karaciger hasar parametrelerinde (fibrozis, yaglanma, yangi, nekroz)

istatistiksel olarak anlamli bir degisimin olmadigi tespit edildi (P>0,05) (Tablo 4.1; 4.2).

Tablo 4.1. Akut deneme gruplarina ait doku hasar parametre skorlarinin istatistiksel

O0nem kontrol{.

Histopatolojik bulgular
Medyan (%25-%75)

Gruplar Istatistik 6nem
(n=10) kontroli
CCly CC|4+NCY CCl4+BE ]
(Kruskal-Wallis
Test)

Fibrozis 0,5 (0-1) 0 (0-1) 0,5(0-1) P>0,05
Yaglanma 3(3-3) 3 (2-3) 3 (2-3) P>0,05
Yangi 3(2-3) 2,5 (2-3) 3(2-3) P>0,05
Nekroz 3(2-3) 2,5 (2-3) 3(2-3) P>0,05

a-b: Aym satirda farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak

onemlidir.
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Tablo 4.2. Kronik deneme gruplarina ait doku hasar parametre skorlarinin istatistiksel

Onem kontrol{.

Histopatolojik bulgular
Medyan (%25-%75)

Gruplar Istatistik 6nem
(n=10) kontroli
CCly CC|4+NQY CCls+BE ]
(Kruskal-Wallis
Test)

Fibrozis 3(2-3) 3(1-2) 3(1-2) P>0,05
Yaglanma 3(2-3) 3(1-2) 3(2-3) P>0,05
Yangi 2,5(1,75-3) | 2(1,75-2,25) 2 (1,75-3) P>0,05
Nekroz 0,5 (0-1) 1(0-1) 0 (0-1) P>0,05

a-b: Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak

onemlidir.

4.4. Biyokimyasal Analiz Bulgulan

Akut ve kronik ¢aligmanin kontrol ve deneme gruplarina ait serum AST, ALT ve ALP
enzim aktiviteleri ile glikoz, trigliserid, total kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-

kolesterol, total protein ve alblmin degerleri sirasiyla tablo 4.3 ve 4.4’de verildi.

Akut ve kronik calismada kontrole gore sadece NCY ve BE verilen gruplarda serum
trigliserid ve total protein duzeyleri ile AST ve ALP aktivitelerinde 6nemli bir
degisiklik goriilmedi. Ancak, akut ve kronik NCY verilen grupta serum total kolesterol
diizeyi (P<0,05; 0,001) anlamli olarak azalirken HDL-kolesterol (P<0,05; 0,001) ile
albiimin (P<0,001) diizeyleri artti, BE verilen grupta ise akut donemde sadece ALT
(P<0,001) aktivitesinde Onemli bir diisiis, kronik donemde de glikoz (P<0,001)
diizeyinde bir artig gbzlendi (Tablo 4.3; 4.4).

Her iki ¢alismada CCl, grubunda, kontrol grubuna goére serum glikoz, LDL-kolesterol
ve total kolesterol diizeyleri ile ALT, AST ve ALP enzim aktivitelerinde istatistiksel
olarak 6nemli bir artisin, HDL-kolesterol, total protein ve albimin diizeylerinde ise

onemli bir azalisin meydana geldigi goriildi (P<0,05; 0,01; 0,001). Her ne kadar hem




58

akut hem de kronik donemde trigliserid dizeyleri CCls uygulamasiyla sayisal olarak
artmis ise de, istatistiksel olarak bu artislar onemli bulunmadi (P>0,05). Diger yandan
gerek NCY gerekse BE uygulamasi, CCly verilen gruplarda sayisal olarak artan
trigliserid diizeylerini kontrol grubu degerlerine yaklastirdi. Nar ¢ekirdegi yagi
uygulamasi, akut donemde HDL ve LDL-kolesterol hari¢ diger parametrelerin
degerlerini kontrol grubu degerlerine yaklastirdi, kronik donemde de AST, ALT enzim
aktiviteleri, glikoz, HDL ve LDL-kolesterol hari¢, diger parametrelerin degerlerini
kontrol grubu degerlerine yaklastirdi. Biberiye ekstrakti uygulamasinin ise akut
donemde CCl; uygulamasiyla diisen HDL-kolesterol degerlerini kontrol grubu
degerlerine yaklastirdigi, ancak diger parametreler lizerinde istatistiksel anlamda énemli
bir etkisinin olmadigi, kronik donemde de tiim biyokimyasal degerlerde 6énemli bir farka

yol agmadig dikkati ¢ekti.



Tablo 4.3. Akut karaciger hasari olusturulan ratlarda kontrol ve deneme gruplarinin serum biyokimyasal parametreleri.

Istatistik
Kontrol NCY BE CCl, CCI4s+NCY CCl,+BE
Parametreler _ _ _ _ _ _ onem
X+S; X+S; X+S; X+S; X+S; X+S; )
kontroll
AST (U/L) 166,80+17,10° | 165,00+5,80° 166,00+1,91° | 320,10+15,70° | 209,80+29,05™ | 318,00+30,34® | P<0,05
ALT (U/L) 62,00£3,72° | 75,40+11,90™ 52,35+1,73° | 145,90+22,84* | 86,40+8,28° | 102,60+8,25" | P<0,01
ALP (U/L) 370,50+43,98 | 349,80+7,86° 368,56+4,18° | 612,30+29,80° | 411,50+28,11° | 603,00+30,51° | P<0,01
Glikoz (mg/dL) 157,50422,42° | 179,60+25,92° | 160,67+9,25° | 310,80+13,48° | 240,60+17,52° | 304,90+30,69* | P<0,01
Trigliserid (mg/dL) 135,70+13,44 126,90+5,11 138,56+13,53 | 180,30+17,30 | 139,00+10,259 | 142,60+12,18 | P>0,05
Total kolesterol (mg/dL) | 78 10+5,66" 55,00+2,31° 74,1143 57 96,20+1,40% 73,00+3,14° 94,00+1,32* | P<0,05
HDL-kolesterol (mg/dL) | 44 60+13,09> 60,00+4,22° 45,67+3,80° 25,00+1,44° 26,00+1,46° 34,80+1,92° P<0,05
LDL-kolesterol (mg/dL) 20,00+2,87 16,95+0,91° 21,2242 29° 30,90+1,80° 26,02+1,29% 29,9442 31° P<0,05
Total protein (g/dL) 6,580,27° 7,10+0,17° 6,580,12° 5,82+0,30° 6,60+0,21° 5,79+0,20° P<0,001
Albumin (g/dL) 1,27+0,09 1,47+0,08° 1,27+0,05" 0,24%0,04° 1,00+0,07° 0,26+0,04° | P<0,001

a-d: Ayni satirda farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir.

X + S;: Ortalama+ Standart hata
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Tablo 4.4. Kronik karaciger hasari olusturulan ratlarda kontrol ve deneme gruplarinin serum biyokimyasal parametreleri.

Istatistik
Kontrol NCY BE CCl, CCI4#NCY CCl,+BE
Parametreler _ _ _ _ B _ onem
X+S; X+S; X+S; X+S; X+S; X+S;
kontrol
AST (U/L) 174,20+16,49° | 171,90+6,37° | 173,66+6,71° | 1670,40+319,69? | 1409,40+283,14% | 1665,14+64,37° | P<0,001
ALT (U/L) 80,00+7,45° | 62,10+3,49"° | 68,61+2,60° |1285,20+405,06%| 990,16+158,34% | 1100,00+107,10*|  P<0,01
ALP (U/L) 359,60+21,38" | 308,30+31,43° | 349,40+18,58™ | 544,90+15,01° | 386,80+24,78° | 539,29+14,05° P<0,001
Glikoz (mg/dL) 124,20+22,42° | 148,80+10,11°| 170,50+5,31° | 318,70+29,49° | 255,40+28,60° | 273,71+8,58° P<0,001
Trigliserid (mg/dL) 148,00+10,60 | 141,50+15,91 | 159,05+12,51 | 194,50+18,10 | 168,20+13,48 159,00+7,02 P>0,05
Total kolesterol (mg/dL) 76,30+3,65° | 64,80+3,28° | 72,28+1,70™ 87,70+2,15° 75,10+3,98° 85,14+1 56° P<0,001
HDL -kolesterol (mg/dL) 31,5041,26° | 44,20+4,75" | 32,75+1,72" 23,10+1,25° 28,60+2,11" 24,57+1,17° P<0,001
LDL-kolesterol (mg/dL) 15,20+3,33" | 12,82+2,81° | 13,90+1,49™ 23,34+1,38° 18,42+2 40%° 21,47+2,80% P<0,05
Total protein (g/dL) 6,04+0,18° 6,53+0,22° 6,15+0,14% 5,48+0,13° 6,000,167 5,50+0,18° P<0,01
Albiimin (g/dL) 1,33+0,08" 1,60+0,06° 1,38+0,05° 0,72+0,05° 1,27+0,05° 0,77+0,05° P<0,001

a-d: Ayni satirda farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir.

X + S;: Ortalamaz Standart hata

09
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4.5. Lipid Peroksidasyon Bulgular:

Akut ve kronik c¢alismanin kontrol ve deneme gruplarina ait karaciger MDA ve NO
diizeyleri sirasiyla tablo 4.5 ve 4.6’da verildi. Akut ve kronik donemde, kontrole gore
sadece NCY ve BE verilen gruplarin karaciger MDA ve NO diizeylerinde istatistiksel
anlamda bir degisme saptanmadi (P>0,05) (Tablo 4.5; 4.6).

Akut c¢alismada, CCl; grubunda karaciger MDA (P<0,001) ve NO (P<0,01)
diizeylerinin diger tiim gruplardan yiiksek oldugu goriildii. Karbon tetrakloriir grubuna
gore, CCI4+#NCY grubunda karaciger MDA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir
diisme oldugu (P<0,001), ancak CCI4+BE grubunda istatistiksel olarak onemli bir
degisimin olmadig1 gozlendi (P>0,05). Bununla birlikte CCl, uygulamasi ile meydana
gelen karaciger NO diizeyindeki artis lizerine NCY ve BE uygulamalarinin istatistiksel

o6nemde bir degisime sebep olmadigi, ancak sayisal bir azalmaya yol actig1 dikkat ¢ekti

(P>0,05) (Tablo 4.5).

Kronik ¢aligmada, CCls uygulanan tiim gruplarda karaciger MDA ve NO diizeylerinin
kontrol, NCY, BE gruplarina gore yiiksek oldugu goruldi (P<0,001). Karbon tetraklorir
uygulamasiyla artan karaciger MDA diizeyleri NCY ve BE ilavesinden etkilenmedi
(P>0,05). Ancak, karaciger NO diizeyleri NCY ilavesiyle dnemli diizeyde bir diigme
(P<0,001) gosterirken, BE’nin istatistiksel olarak bu parametre iizerinde anlamli bir

etkisi bulunmadi (P>0,05) (Tablo 4.6).



Tablo 4.5. Akut karaciger hasari olusturulan ratlarda kontrol ve deneme gruplarinin karaciger MDA ve NO degerleri.

istatistik

Gruplar
Parametreler o "
Kontrol NCY BE CCl, CCl+NCY | CCl,+BE | kontrold
(ANOVA)
MDA (nmoL/mg protein) b b b b
_ 1,03+0,07 0,62+0,08 0,73+0,08 1,93+0,20° | 1,03+0,17 1,62+0,08° | P<0,001
X+ 8¢
NO (umoL/mg protein) b b b b b
Fop 35,68+4,06° | 34,88+3,06° | 36,87+3,45° | 53,50+3,06° | 38,14+4,14% | 47,50+6,08 P<0,01
— Y%

a-b: Her parametre i¢in ayni siitunda farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir.
X + Sg: Ortalamaz+ Standart hata

Tablo 4.6. Kronik karaciger hasar1 olusturulan ratlarda kontrol ve deneme gruplarinin karaciger MDA ve NO degerleri.

istatistik

Gruplar
Parametreler orem "
Kontrol NCY BE CCl, CCl;+NCY | CCl4+BE kontrold
(ANOVA)
MDA (nmoL/mg protein) b b b
_ 0,98+0,12" | 0,19+0,02 0,66+0,07 2,70+0,45% | 1,73+0,22° | 2,44+0,29% P<0,001
X+ 5%
NO (umoL/mg protein) b b b
_ 49,98+4,43° | 35,79+3,69° | 49,74+7,46™ | 97,61+5,06° | 62,38+6,65° | 82,61+4,14* | P<0,001
X+S;

a-c: Her parametre icin ayni1 satirda farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir.
X + S;: Ortalamaz Standart hata
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5. TARTISMA VE SONUC

Karbon tetrakloriir’iin akut olarak uygulanisinin karacigerde sentrilobiiler hepatositlerde
nekroz, sitoplazmada vakuoler dejenerasyon ve yagli karaciger olusturdugu (98, 109,
123-128), kronik olarak uygulanmasinin ise hepatitis, fibrozis ve siroz ile sonuglanan

karaciger toksikasyonuna sebep oldugu bildirilmistir (4, 10, 13, 110, 129-131).

Karbon tetrakloriir’iin hepatositler {izerine etkisiyle, graniilsiiz endoplazmik retikulumda
bulunan sitokrom P450 enzim sistemi araciligiyla toksik karakterde ara metabolitleri
olan triklorometil (CCls) ve triklorometil peroksil (CCl;0;) serbest radikal
metabolitlerine donilismesi ile bunlarin da hiicre membranindaki doymamis yag asitleri
ile reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu baglatmak veya protein ve yaglara
baglanarak hiicre membranlarini bozmak suretiyle karaciger hasarini olusturdugu

bildirilmektedir (4, 5, 98).

Karbon tetraklorir dozu olarak 3 mg/kg kullanan Arosio et al. (109) ratlarda,
uygulamadan 24 saat sonra sitoplazmik vakuolizasyon, yagl karaciger ve sentrilobiiler
alanda orta derecede hepotositlerde nekroz meydana geldigini ifade etmislerdir. Shenoy
et al. (125) 0,5 mL/kg dozunda akut olarak yedi gun CCl,; uygulanan ratlarda
sentrilobiiler hepatositlerde notrofillerce ¢evrelenmis tek hiicre nekrozlar ile hidropik
degisiklikler, 6zellikle sentral bolge sinuzoidlerinde yangisal hiicre infiltrasyonlar1 ve
sentral vende konjesyon, midzonal ve periportal hepatositlerde hafiften siddetliye kadar
degisen yaglanma goriildiigiinii bildirmislerdir. Grizzi et al. (126) da 1 mL/kg (dort
hafta) CCl, uygulanmasiyla ratlarin karacigerlerinde sentrilobuler nekroz, orta derecede
yaglanma ile makrofaj ve lenfositten yogun yangisal hiicre infiltrasyonu saptamiglardir.
Ratlarda 1,5 mL/kg dozunda akut olarak CCl,’lin uygulandigi diger bir ¢calismada (124),
karacigerde yaglanma, nekroz ve yangiya neden oldugu, ayrica olusan nekrozun

sitokrom P450 sisteminin yogun bulundugu portal bolgelerde daha siddetli goriildigi
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ve olusan serbest radikaller aracilifiyla gerceklesen reaksiyonlarin, nekrozun muhtemel
sebebi olabilecegi, bununla birlikte karaciger lopguklarinda periasiner ve portal
bolgelerde hidropik dejenerasyon, koagiilasyon nekrozu ve fibrozis ile ¢ogunlugu
mononiiklear daha az nétrofil 16kositlerden olusan hiicresel eksudasyonun olustugu
bildirilmistir (123). Bir baska c¢alismada da (98) ayn1 doz CCly’iin oral olarak tek doz
verilmesinden 36 saat sonra ratlarin karaciger hiicrelerinde nekroz, sitoplazmada
vakuolizasyon, kolestazise bagl karaciger parankim hiicrelerinde dejenerasyon
gozlenmistir. Diger yandan ratlarda daha yiksek dozdaki CCly’tin (4 g/kg) akut
uygulamasinin karacigerde 6dem, akut yangisal infiltrasyon, sitoplazmada genisleme ve
cekirdeklerin piknotik gorinimi ile hepatositlerde dejenerasyon (112), 5 ml/kg
dozunda CCl, uygulamasimin da hepatositlerin sitoplazmasinda vakuolizasyon ve ¢ok
sayida diffuz balonumsu dejenerasyon ve nekroz (127) ayrica genislemis ve konjesyone
portal damarlarin ¢evresinde mononiiklear hiicre infiltrasyonu, bazi ¢ekirdeklerde
piknoz, karyoreksis ve karyolizis ile geniglemis sinuzoidlerde Kupffer hiicrelerinde

hiperplazi ve aktivasyon varligini (128) bildiren ¢alismalar da bulunmaktadr.

Ratlarda karaciger hasari olugturmak amaciyla CCls’tin kronik olarak uygulandigi

calismalar da mevcuttur (10, 13, 110, 129, 130, 131).

Ratlara sekiz hafta boyunca haftada t¢ kere (130), on hafta boyunca haftada bir kere
(10), on iki hafta boyunca haftada iki kere (131) uygulanan 0,2 mL/100 g CCl,’{in,
karaciger dokusunda 6zellikle portal bolgeden gelisen fibrosit, fibroblast ve kollagen
demetlerden olusan fibroz dokunun cevreledigi siddetli nekroz, hepatositlerde yag
dejenerasyonu ile yangisal hiicre infiltrasyonlarinin bulundugu pseudolob olusumlarina
sebep oldugu bildirilmistir. Bu aragtirmacilarin kullandigi1 CCl, dozunun onda birini (0,2
mL/kg) sekiz hafta boyunca kullanan Khan et al. (110), on iki hafta boyunca haftada bir
kere 1 g/kg veren Gutiérrez et al. (13) ve on (¢ hafta boyunca haftada iki kere 1 mL/kg
CCl4 uygulayan Venukumar and Latha (129) da karacigerde siddetli nekroz ile birlikte
mikro-makrovezikiiler yaglanma, balonumsu veya vakuoler dejenerasyon, lenfosit hucre

infiltrasyonu, fibroz doku artisi ile sekillenen pseudolob olusumlarini saptamiglardir.

Sunulan ¢aligmanin akut doneminde CCly’iin iki doz halinde ve 1 mL/kg intraperitonal
yolla uygulanmasi sonucunda karacigerde sentrilobiiler nekroz, ¢ogunlugu lenfosit olan

mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 ve sentrilobller bdlgedeki hepatositlerde
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biiyiikliikleri farkli, keski kenarli yuvarlak yag vakuollerinin gézlenmesi, CCls’iin farkli
dozlar1 kullanilarak akut karaciger hasar1 olusturan yukaridaki arastirmacilarin (98, 109,
112, 123-128) bulgularin1 desteklemektedir. Ayni sekilde kronik donem karaciger hasari
olusturan arastirmacilarin (10, 13, 110, 129-131) bulgulariyla paralel olarak, bu
calismada da CCls’lin on iki hafta boyunca 0,2 mL/kg dozunda uygulanmastyla, ratlarin
karaciger kesitlerinde 6zellikle yag vakuollerinin yogun oldugu karaciger parankiminde
ortadan siddetliye degisen yangisal hiicre infiltrasyonu ile fibrozis olusumlari
saptanmistir. Bu ¢alismanin hem akut hem de kronik déneminde CCls’e bagli olusan
karaciger toksikasyonunun, dolayisiyla olusan histopatolojik degisikliklerin, lipid
peroksidasyonunun baslamasindan sorumlu olan CCl,’iin toksik metabolitlerinden (5,
98) ileri gelen lipid peroksidasyonuna bagli olarak hiicre zarindan iyonlarin gecisi,
membran enzimlerinin aktivasyonu ve hicre ici sinyal iletimi gibi normal hicre
fizyolojisinin devamlilig1 i¢in 6nemli olan membran akiskanliginin azalmasindan (127)
ve ayrica artan oksidatif stresin hepatositlerde mitokondriyal hasara neden olmasiyla,
yag asitlerinin mitokondriyal oksidasyonunun azalmasi ve buna bagli olarak yag
asitlerinin esterleserek hepatositlerde trigliserid birikimine sebep olmasindan (132)

kaynaklanabilecegi sOylenebilir.

Bircok enzimin dokulara spesifik olarak bulunmasindan dolay1 kan diizeylerinde tespit
edilen artiglar karaciger, bobrek, kalp ve iskelet kas1 gibi dokulardaki dejenerasyon ve
nekrozla seyreden hastaliklarin klinik teshisine kesinlik kazandirmak amaci ile
kullanilir. Bu enzimlerden bir kismi birden fazla organ ve dokuya spesifikken, bazilar
da karaciger gibi bir organa spesifiktir. Aspartat aminotransferaz ve ALT, dejeneratif ve
nekrotik, parankim doku kayipli hepatik hastaliklarda, hiicre biitlinliigiiniin
kaybolmasina bagh olarak dolasima gecerek seviyesi artan enzimlerdir (31, 133, 134).
Hepatik dejenerasyonda hastaligin siddeti ile iliskili olarak artan ALP enziminin
genellikle kolestazise bagli obstriiksiyon veya transport bozukluklarinda dolagimdaki
diizeyi artmaktadir (133). Ozellikle ratlarda hepatoselliiler hasarin en iyi indikatorlerinin
serum ALT, SDH ve GDH enzim aktiviteleri oldugu, ancak en kolay belirlenenin ALT
enzim aktivitesi oldugundan, ¢ogu laboratuvarlarda standart karaciger enzimi olarak bu

enzimin kullanildig1 belirtilmistir (135).

Karbon tetraklorir gibi nekroza sebep olan ajanlarin karaciger parankiminde hasara yol
acarak plazma AST ve ALT aktivitelerinde artisa sebep oldugu bildirilmektedir (136).



66

Yapilan akut ¢aligmalarda CCly ile olusturulan hasarin derecesine bagl olarak, serum
AST, ALT ve ALP enzim aktivitelerinin yiikseldigi gosterilmistir (9, 98, 101, 137-142).
Yang et al. (137), 1,25 mL/kg tek doz halinde uygulanan CCI,’lin ratlarda
hepatotoksisite olusturdugunu ve serum AST ile ALT aktivitelerinin arttigini
saptamiglardir. Ratlarda oral olarak 1 mL/kg dozunda CCly ile karaciger toksisitesi
olusturulan baska bir ¢alismada (139), ALT ve AST aktivitelerinin CCl, uygulanan
grupta 12. saatte artmaya basladigi ve 24. saatte kontrol grubuna gore en ylksek
seviyeye ulastigr bildirilmistir. Bununla birlikte CCl4’1lin, iki hafta boyunca 3 defa 1
mL/kg dozunda uygulanmasiyla serum AST ve ALT enzim aktivitelerinin (141) ve yine
5 giin siireyle tek doz 1,6 g/lkg (1mL/kg) uygulanmasiyla da ALT aktivitesinin (140)
yiikseldigini ifade eden ¢alismalar da mevcuttur. Karbon tetrakloriir uygulanan ratlarda
serum AST, ALT ve ALP enzim aktivitelerinin birlikte degerlendirildigi caligmalarda
da; akut olarak tek doz 0,5 mL/kg (138), dort hafta boyunca haftada iki kere (9) ve
sadece ilk hafta iki kere (101) olmak tizere uygulanan 1 mL /kg (9, 101, 124), ayrica tek
doz 1,5 mL/kg (98) CCly’iin, bu karaciger enzimlerini artirdigi ortaya konulmustur.
Kronik ¢alismalarda da sekiz hafta 0,1 mL/100 gr (143) ve 0,2mL/kg (110), on hafta 2
mL/kg (haftalik) (10); on iki hafta 1 g/kg (13), 1 mL/kg CCl, (126) ve 3 mL/kg
(haftalik) (144) uygulanan CCly ile serum AST (10, 110, 126, 144), ALT (10, 13, 110,
126, 144) ve ALP (10, 110, 144) enzim aktivitelerinin artig gosterdigi saptanmuistir.
Ayni sekilde sunulan ¢aligmada da akut ve kronik olarak CCl, uygulanan gruplarda, bu
maddenin karaciger hiicrelerinde meydana getirdigi hasara bagli olarak hiicre membran
permeabilitesinin bozulmasiyla kan dolasimina gegisleri artan AST, ALT ve ALP

enzimlerinin serum aktivitelerinde anlaml yiikselmeler dikkati ¢ekmistir.

Karaciger fonksiyonunun belirlenmesinde glikoz, albumin ve kolesteroliin serum
diizeylerinden de yararlanilabilir. Bu friinler karacigerde sentezlenirler bu
parametrelerde bir degisiklik saptandiginda karacigerin % 80’i devre dig1 demektir.
Ayrica serum glikoz, albumin ve kolesterol konsantrasyonlar: intestinal, hormonal ve
bobrek hastaliklari, sepsis ya da diyet gibi diger bir¢ok faktdrden etkilenebilirler. Bu
biyokimyasal parametrelerin bu nedenle karaciger fonksiyonlarina ¢ok duyarli olmadigi
ifade edilmektedir (133). Bununla birlikte sunulan c¢alismada karacigerde

sentezlenmelerinden dolayi, bu parametreler de degerlendirilmistir.
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Ratlarla yapilan ¢alismalarda, CCly ile olusturulan akut hepatotoksisitenin glikoz
diizeylerine etkileri ile ilgili farkli sonuglara ulasilmistir (145-147). Ahsan et al. (145)
ratlarda akut olarak 3 mL/kg dozda CCl, uygulamasinin serum glikoz diizeyinde énemli
bir degisiklige yol ag¢madigni bildirmelerine karsin, iic doz 1 mL/kg CCly
uygulamasinin serum glikoz diizeyini azalttigin1 (147) ve 2 mL/kg CCly ile de serum
glikoz diizeyinde bir artis oldugunu da bildiren arastirmalar da mevcuttur (146). Her ne
kadar sunulan ¢alismada insiilin ve IGF-I’in serumdaki diizeyleri belirlenmemis ise de
Martha et al. (146)’in bildirdikleri gibi, bu c¢alismanin hem akut hem de kronik
doneminde sirasiyla ilk hafta iki doz 1 mL/kg ve on iki hafta boyunca haftada iki kere
0,2 mL/kg CCly uygulamas: ile serum glikoz diizeylerinde meydana gelen artiglarin;
muhtemelen CCly ile olusturulan karaciger hasarina bagl olarak serum insiilin ile IGF-I
konsantrasyonlarindaki azalmadan veya CCls’e bagli olarak gelisen karacigerde

glikojen sentezinin azalmasindan (13) kaynaklanabilir.

Akut olarak tek (148) ve ¢ doz 1 mL/kg (147), tek doz 2 mL/kg (sc) (149), iki doz
olarak da 1,25 mL/kg (150), 3 mL/kg (sc) (151) uygulanan CCl,’lin ratlarda serum
kolesterol ve trigliserid diizeylerinde bir artisa neden oldugu bildirilmistir. Botsoglou et
al. (148) 1 mL/kg, Ahsan et al. (145) da 3 mL/kg dozda CCl, uygulamasinin ratlarda,
kolesteroliin karaciger hiicre hasar1 sonrasinda dolagima ge¢mesi sebebiyle serumdaki
diizeylerinin yiikseldigini ileri siirmiiglerdir. Diger yandan Palaniswamy et al. (149) da
serum kolesterol ve trigliserid diizeylerindeki artiglari, karacigerden asir1 miktarda
kolesterol ve trigliseridlerin salinmasina dayandirmaktadir. Kronik caligmalarda da
haftada iki kere 1 mL/kg (13 hafta) (129) ve 0,1 mL/100 gr (sekiz hafta) (152)
uygulanan CCly’e bagli olusan karaciger hasarinda da bu parametrelerde bir artis oldugu
sonucuna varilmistir. Sunulan ¢alismada da yukaridaki arastirmacilarin bulgulariyla
uyumlu olarak akut ve kronik uygulanan CCl, ile olusan karaciger hasarina bagl
belirlenen serum total kolesterol diizeyinde anlamli bir artig, her ne kadar istatistik
onemde olmasa da trigliserid diizeylerinde de sayisal bir artig saptanmistir. Bu serum
lipidlerindeki artisin, CCls uygulamasiyla esterlesen yag asitlerinin hepatositlerde
trigliserid birikimine neden olmasi (132) ve karaciger hiicre hasarina bagl olarak asiri

miktarda dolasima ge¢mesi (145, 148, 149) sebebiyle olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ratlarda CCl, ile olusturulan hepatotoksisitede serum LDL ve HDL-kolesterol
duzeylerine yonelik sinirli sayida ¢alismalara ulagilabilmistir (110, 150). Khan et al.
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(110), dort hafta boyunca haftada iki kere 3 mL/kg, Al-Assaf et al. (150) tek doz 1,25
mL/kg CCls’iin LDL-kolesterol diizeyini arttirirken, HDL-kolesterol diizeyini azalttigini
bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada da bu arastirmacilarin (110, 150) bulgulariyla paralel
sekilde hem akut hem de kronik donemde uygulanan CCl4’e bagh olarak sekillenen
karaciger harabiyetinde goriilen serum LDL-kolesterol dlzeylerinde artmalar Al-Assaf
et al. (150)’1n bildirdikleri gibi muhtemelen LDL-kolesterol reseptorlerinin tretimi veya
fonksiyonlarindaki eksiklik ile bu reseptorlerdeki defektlerden, HDL-kolesterol
duzeyindeki azalmalar ise LDL-kolesterol diizeyindeki artislardan veya LCAT enzim

aktivitesinin azalmasindan ileri gelebilir.

Protein diizeylerindeki azalmalarin, karaciger hasarinin karakteristik bulgusu oldugunu
ifade eden Achliya et al. (153) ratlarda tek doz uygulanan CCls’in (1 mL/kg) 8 giin
sonra, Gnanaprakash et al (98) da (1,5 mL/kg) 36 saat sonra total protein diizeyini
azalttigim1 saptamislardir. Ayni sekilde akut olarak ratlarda, Shenoy et al. (125) ve
Murali et al. (154), 0,5 mL/kg, Kumar et al. (155) 0,3 mL/kg, Breikaa et al. (147) ¢
doz 1 mL/Kkg, Althnaian et al. (142) iki doz 1 mL/kg, Awaad et al. (151) 3 mL/kg (sc)
CCl4 uygulamasinin hem total protein hem de albumin diizeylerinde azalmaya neden
oldugunu bildirmislerdir. Kronik olarak da haftada iki kere on {i¢ hafta (129) ve sekiz
hafta (intra gastrik) (152) boyunca 1 mL/kg CCl ’iin serum total protein diizeylerinde
azalmalara neden oldugu ortaya konulmustur. Total protein diizeylerindeki azalma yani
hipoproteinemi genellikle albumin noksanligina bagli olarak sekillendiginden,
hipoalbuminemi olarak da isimlendirilir (31). Sunulan ¢alismada yukaridaki
aragtirmacilarin bulgulariyla uyumlu olarak hem akut hem de kronik dénemde CCls’e
bagli olarak goriilen total protein ve albumin diizeylerindeki azalmalarin, bu toksik
maddenin endoplazmik retikulumdaki poliribozomlar1 bozarak karacigerde protein

sentezini aksatmasindan (155) kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Karbon tetraklorirr ile olusan karaciger hasarinin etki mekanizmasinin baslangicinda,
primer olarak CCl,’tin CCl3 radikaline doniismesinin etkili oldugu ifade edilse de, ikinci
mekanizmanin da Kupffer hiicre aktivasyonu oldugu, dolayisiyla aktive olmus Kupffer
hiicreleri tarafindan salinan proinflamatuar mediatorlerin etkisiyle karacigerdeki diger
hiicrelerin (endotelyal hiicreler, uydu hiicreleri ve hepatositler) aktive olmasina baglh

olabilecegi ileri siirlilmiistiir (147).
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Malondialdehit, hicresel membran sistemlerinde lipid peroksidasyonun ana Grinudur.
Malondialdehit lipid peroksidasyonunun son {lriinii olarak hizlica hiicresel yapilara
ulasan ozon olusumuna neden olur ve membran denatiirasyonu ve peroksidasyona yol
acan hidrojen peroksit ve reaktif oksijen tiirlerinin ortaya ¢ikmasina yol acar (52, 53).
Diger yandan CCls’iin sebep oldugu yangi ve doku hasarina karsi Kupffer hiicreleri,
endotelyal hiicreler ve hepatositlerden yiiksek oranlarda salinan nitrik oksidin de 6nemli
bir mediator oldugu bildirilmistir (147). Karaciger hasar1 olusturmak amaciyla CCl,’iin;
0.5 mL (125), 1,6 g/kg (156), 1mL /kg tek (157) veya 3 doz (141), tek doz 5 mL/kg
(127) olarak akut uygulanmasi ve alt1 hafta 0,15g/100g (3 doz/hafta) (40), sekiz hafta
0,2 mL/100g (3 doz/hafta) (130), on hafta 2 mL/kg (10) ve on iki hafta 1g/kg (13)
olarak kronik uygulanmasi ile de karaciger MDA (10, 13, 40, 105, 125, 127, 130, 141,
157) ve NO (10, 13, 105) diizeylerinin arttigin1 bildiren aragtirmacilarla uyumlu olarak
bu lipid peroksidasyon gostergelerinin sunulan c¢alismanin hem akut hem de kronik
doneminde CCl, verilen gruplarda artis gostermesi, CCl,’ iin karaciger endoplazmik
retikulumda bulunan sitokrom P450 enzimi aracilifiyla toksik karakterde CCls ve
CCl30, serbest radikallerine donlismesiyle olusan lipid peroksidasyonunun sebep
oldugu doku hasar1 ve antioksidan savunma mekanizmasinin yetersizliginden (5, 98,

125) kaynaklandig: diistiniilebilir.

Bitkisel kaynakli bir¢cok ilacin, ucuz ve kolay ulasilabilir olmasi, toksik ve yan
etkilerinin az olmasindan dolay1 farkli kimyasal maddeler ile olusturulan karaciger
hasarma karsi, antioksidan ve karaciger koruyucu etkilerinin belirlenmesi amaciyla
hayvan modellerinde yapilan deneysel ¢aligmalar 20. yiizyilda popiiler hale gelmistir
(8). Nar ve biberiye bitkileri de antioksidan aktiviteleri sebebiyle yapilan ¢alismalarda
siklikla kullanmilmaktadir. Nar ¢ekirdegi yagmin asil antioksidan bilesenlerinin % 95

punisik asit, yag asitleri, steroller ve ellagik asit oldugu ifade edilmistir (61).

Karbon tetrakloriirle olusturulan karaciger hasarina, biyokimyasal parametreler ve lipid
peroksidasyonu iizerine nar bitkisi etkisinin belirlendigi sinirli sayida caligmalara

ulasilabilmistir (10, 12, 158, 159).

Osman et al. (158) ratlarda haftada iki kere (¢ hafta boyunca 1 mL/200 g CCl,
uygulamasi ile olusan sentriasiner hepatositlerde vakuoler dejenerasyon, steatozis ve

farkli derecelerde dejeneratiften nekroza kadar varan degisiklikler ile bu alanlarda fokal
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mononiklear yangisal hiicre infiltrasyonlarinin gozlendigi karaciger hasari {izerine olan
etkisini belirlemek amaciyla verdikleri 50 mg/kg nar kabugu ekstraktinin giiglii
antioksidan aktivitesinden dolayi; karaciger dokusundaki hasar1 azaltmasina paralel
olarak, artan serum AST, ALT enzim aktiviteleri ve karaciger MDA diizeyleri ile azalan
total protein, albumin diizeylerini de kontrol grubu degerlerine yaklastirdigini
bildirmiglerdir. Chidambara et al. (12) da, on dort giin siire ile 50 mg/kg nar kabugu
ekstrakti verdikleri ratlara on dérdinci gin tek doz 2 g/kg CCls; uygulamasi ile
karacigerde olusan kanama ve nekroza bagli degisikliklerin nar kabugu ekstraktinin
kullanimiyla normale yaklastigini, sadece parankimde fokal odaklar tarzinda kanama
alanlar1 varligiminin devam ettigini saptamiglardir. Ayrica, bu arastirmacilar karacigerde
meydana gelen histopatolojik degisiklikler {izerindeki olumlu etkisini destekleyici
olarak nar kabugu ekstraktinin, artan karaciger MDA ve NO konsantrasyonlar {izerine
de iyilestirici bir etkisinin oldugunu da ortaya koymuslardir. Diger yandan, kronik
olarak on hafta boyunca haftada bir kere 2 mL/kg CCl, uygulamasindan iki hafta 6nce,
ginlik ortalama 5,2-6,5 mL arasinda degisen miktarda nar suyunun ratlara verilmesiyle;
CCly den ileri gelen sentrilobiler nekroz ve balonumsu dejenerasyon gibi karacigerde
goriilen histolojik degisikliklerin gozle goriiliir sekilde azaldig belirtilmis, buna paralel
olarak da artan karaciger enzim (AST, ALT, ALP) aktiviteleri ile birlikte, nar suyunun
icerdigi antioksidan etkili flavonoidlerden dolayi, serum ve karaciger MDA ile NO

konsantrasyonlarinin da azaldig1 saptanmistir (10).

Insan karaciger hiicrelerinde CCl, ile olusturulan sitotoksisiteye karst hidroalkol,
etilasetat veya n-hekzan ile ekstraksiyonlari hazirlanmis nar ¢ekirdegi ve suyunun
karacigeri koruyucu etkilerinin incelendigi invitro bir ¢alismada da (159), nar ¢ekirdegi
ve suyunun hidroalkol ve etilasetat ekstraktlarinin CCl, den ileri gelen sitotoksisiteyi ve
MDA konsantrasyonlarini azaltti§i, bunun da nar c¢ekirdegi ve suyunun serbest
radikalleri azaltici, antioksidan ve karacigeri koruyucu etkisinden kaynaklandig:

belirtilmistir.

Farkli hepatotoksik ajanlarla karaciger hasar1 olusturularak nar bitkisinin etkinligini

arastiran ¢aligmalara da rastlanilmistir (11, 30, 160-163).

Kaur et al. (11) farelerde tek doz Fe-NTA’nin (9 mg Fe/kg) karacigerde sebep oldugu

yag dejenerasyonu, nekroz ve kanama iizerinde, yedi giin siire ile farkli dozlarda (50,
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100, 150 mg/kg) nar cicegi ekstraktinin, yiiksek fenolik igerikli ellagik asit ve
ellagitannen bilesenlerinden dolay1 iyilestirici etkisinin oldugunu bildirmislerdir. Bu
arastirmacilar, Fe-NTA’dan kaynaklanan histopatolojik degisikliklerle birlikte artan
karaciger enzim (ALT, AST, ALP) aktiviteleri, MDA ve NO konsantrasyonlar1 ile
azalan serum albiimin ve total protein degerlerinin, ti¢ farkli dozda kullanilan nar ¢icegi
ekstrakti ile bir iyilesme gosterdigini belirtmislerdir. Bir baska c¢alismada (30), 2 g/kg
ethanol uygulamasiyla olusturulan akut karaciger hasarinda gézlenen santral venlerde
dilatasyon ve konjesyon, Kupffer hiicre aktivasyonu ile hepatositlerde sitoplazmik
vakuolizasyon olusumlarinin, 200 mg/kg nar kabugu ekstrakti ilavesi ile kontrol
grubundaki hepatositlerin normal goriiniimiine yaklagtigi bildirilmistir. Ayrica
icerigindeki flavonoid ve fenolik bilesenlerinden ileri gelen antioksidan aktivitesinden
dolay1 nar kabugu ekstraktinin, karacigerde goriilen histopatolojik degisimlere olan
etkisi ile uyumlu olarak, artmis olan serum AST, ALT, ALP enzim aktiviteleri ile
trigliserid, total kolesterol, LDL-kolesterol ve HDL-kolesterol ile azalan total protein ve
alblimin degerleri {izerinde iyilestirici etkisinin oldugu da ortaya konulmustur. Amal et
al. (161) da ratlara on doért gun stre 20 mL/kg nar suyu verdikten sonra D-GalN (300
mg/kg)/LPS (30 pg/kg) ile olusturduklar karaciger hasarinda, santral bolgede yangisal
infiltrasyon ve hiicrelerde nekroz ile karaciger yapisinin bozuldugunu, nar suyunun
hepatoseliiler membranlarinin yapisal bitiinligiini koruyucu aktivite gostererek, bu
histopatolojik degisiklikleri onledigini ve artmis olan AST, ALT ve ALP enzim
aktiviteleri ile karaciger MDA konsantrasyonlarin1 normal degerlerine yaklastirdiginm
bildirmiglerdir. Bununla birlikte, ratlarda dimetilnitrozamin (200mg/kg, sc) ve
fenolbarbital (500 ppm, igme suyu) bagli olarak gelisen karaciger hasarinda da,
hepatositlerde vakuol olusumlar1 ve balonumsu dejenerasyon gozlenmis, 1mL/kg nar
suyu (dort hafta, oral) verilmesiyle karaciger hasarinin gozle goriiliir derecede azaldigi
ve ayrica oksidatif stresi de azalttigi bildirilmistir  (162). Histopatolojik
degerlendirilmenin yapilmadig: bir calismada; tek doz 2 g/kg asetaminofen ile karaciger
hasar1 olusturulan ratlara oral yolla verilen 0,1 ve 0,2 mL/100g nar suyunun serbest
radikalleri uzaklastirici ve antioksidan etkisi ile lipid peroksidasyonunu disiiriicii
etkinligine bagl olarak; hasara bagl olarak yiikselen serum AST ve ALT aktivitelerinin
ve lipid peroksidasyon gostergesi olan karaciger MDA konsantrasyonlarinin azaldigi,
antioksidan enzimlerinin ise arttigi saptanmistir (160). Baska bir ¢alismada da, alt1

hafta boyunca rat rasyonlarina 20 ppm dimethoat ilavesiyle karaciger hasari
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olusturulmus ve buna bagl olarak serum AST, ALT, ALP enzim aktiviteleri, MDA
konsantrasyonlar1 artarken, total protein, albumin ve antioksidan enzimlerin
konsantrasyonlar1 azalma gostermis, polifenol, total fenol ve total flavonoidler gibi
giiclii antioksidanlar1 yiliksek oranda iceren nar ¢ekirdegi (% 5 yem) ilavesinin incelenen

parametrelerde dnemli Ol¢iide iyilesmeye neden oldugu rapor edilmistir (163).

Yukaridaki aragtirmacilarin (10-12, 30, 158, 161, 162) aksine, sunulan ¢alismada NCY
ilavesinin CCl, uygulamasi ile olusan akut ve kronik karaciger hasarma bagli gelisen
histopatolojik degisiklikler lizerinde iyilestirici bir etkisinin olmadig1 goriildii. Diger
yandan bazi arastirmacilarin (11, 12, 30, 158, 160-162) bulgulariyla uyumlu olarak
NCY uygulamasiyla; akut donemde karaciger MDA konsantrasyonu azaldi, serum AST,
ALT, ALP enzim aktiviteleri, glikoz, total kolesterol, total protein ve alblimin diizeyleri
kontrol grubu degerlerine yaklasti. Kronik donemde de bazi arastirmacilarin bulgularini
destekler sekilde, karaciger hasari olusturulan gruplara NCY uygulamasiyla; NO
duzeyleri (10) ile ALP aktivitesi (10, 163), total protein, albimin (163) ve total
kolesterol degerlerinde bir diizelme belirlendi, ancak AST, ALT enzim aktiviteleri ile

glikoz, HDL ve LDL-kolesterol diizeylerinde bir degisme saptanmadi.

Sunulan ¢alismada histopatolojik olarak akut donemde karaciger dokusunda iyilesmenin
gorilmemesi, muhtemelen calismada kullanilan NCY’nin dozunun 1iyilestirici etki
gosterecek diizeyde olmamasina baglanabilir. Nar c¢ekirdegi yaginin igerigindeki
flavonoid ve fenolik bilesenlerinden ileri gelen antioksidan aktivitesine (30) ve ayrica
kolesterol diizeyini diisiiriicii etkiye sahip punisik asit basta olmak {iizere, linoleik ve
linolenik asit gibi doymamis yag asitlerine bagl olarak (164, 165) akut donemde bazi
biyokimyasal parametreleri kontrol grubu degerlerine yaklastirmasina karsin, ozellikle
ratlarda karaciger hasarinin baslica indikatorii olan ve NCY uygulamasi ile diisen serum
ALT enzim aktivitesinin, hala kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde
yiiksek olmasi, karaciger dokusundaki hasarin diizelmediginin gostergesi olabilecegini

diistindiirmektedir.

Kronik dénemde de histopatolojik olarak karaciger dokusunda iyilesmenin goriilmemesi
ve Ozellikle karaciger indikatorlerinden olan ALT gibi baz1 biyokimyasal parametreleri

etkilememesi, muhtemelen CCl,’iin uzun siire kullanimina bagli olarak karacigerde geri
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doniistimsiiz bir hasarin gelismesinden veya organizmanin, uzun siire uygulanan nar

cekirdegi yagina adaptasyonundan ileri gelebilecegini diisiindiirmektedir.

Karaciger koruyucu 6zelligi ile bilinen biberiye ekstraktinin antioksidan 6zelliginin, ana
bilesenleri olan karnosol, karnosik asit, rosmanol, rosmadial, epirosmanol, isorosmanol,
rosmaridifenol, rosmariquinon, rosmarinik asit ve esansiyel yag bilesenlerine ileri

geldigi bildirilmistir (166-171).

Akut (9, 95, 112, 128, 148) ve kronik (9, 13) CCly ile olusturulan karaciger hasar1 ve
biyokimyasal parametreler ile lipid peroksidasyonu Uzerine biberiye bitkisinin etkisinin

belirlenmesine yonelik sinirli sayida ¢aligmalara rastlanilabilmistir.

Sotexo-Felix et al. (112), ratlarda 4 g/kg tek doz CCl, uygulamasindan bir saat sonra
200 mg/kg (6,04 mg/kg carnosol) biberiye ekstrakti uygulamaya baslamis ve bes giin
boyunca giinliikk olarak ratlarin karacigerlerinde meydana gelen degisiklikleri
belirlemislerdir. Bu arastirmacilar, CCls uygulamasiyla karacigerde siddetli nekroz,
O6dem, yangisal infiltrasyon, sitoplazmada genisleme ve ¢ekirdekte piknoz olustugunu,
biberiye uygulamasiyla hepatositlerde sitoplazmik dejenerasyonu ve yangisal hiicre
infiltrasyonunu azaltarak nekrozu ortadan kaldirdigin1 ve bdylece olusan histopatolojik
degisiklikleri kismen oOnledigini bildirmislerdir. Ayrica bu ekstraktin, CCly
uygulamasiyla artan karacier MDA konsantrasyonu ve plazma ALT aktivitesi ile
azalan karaciger glikojen diizeyleri iizerine iyilestirici bir etkiye sebep oldugunu
saptamislardir. Bir baska calismada (9), ratlara dort hafta siire ile haftada iki kez 1 g/kg
CCl, uygulanmasiyla karacigerde makro ve mikro steatozis, orta derecede fibrozis
(septum olusturmayan) hemoroji ve fokal nekroz alanlar1 gézlenmis, 220 ve 440 mg/kg
biberiye ekstraktlarinin verilmesiyle vakuloler dejenerasyon, fibrozis ve steatoziste
azalma meydana geldigi ve CCls uygulamasi ile olusan histopatolojik degisikliklerle
paralel olarak artan serum AST, ALT ve ALP enzim aktiviteleri ile karaciger MDA
konsantrasyonlarinda uygulanan biberiyenin doz ve siiresine bagli olarak bir diigme
saptandig1 ifade edilmistir. Fahim et al. (128), U¢ hafta sureyle intragastrik yoldan BE
(0,15 g/100gr) uygulamasindan sonra tez doz CCl, (0,5 mL/100 gr) verilmesiyle akut
haraciger hasar1 olusturduklar1 ratlarin karacigerlerinde, genislemis ve konjesyone
portal damarlarin cevresinde mononiiklear hiicre infiltrasyonu, bazi hepatositlerin

cekirdeklerinde piknoz, karyoreksis ve karyolizis ile karakterize dejeneratiften nekroza
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kadar giden degisiklikler ve bazilarinin sitoplazmalarinda vakuoler dejenerasyon ile
sinuzoidlerde genisleme, Kupffer hiicrelerinde hiperplazi ve aktivasyon saptamislardir.
Sonug olarak BE’nin olusan bu histopatolojik degisiklikleri normal yapiya dondiirerek
sadece bazi portal damarlarin ve siniizoidlerin genislemis ve konjesyone oldugunu ve bu
etkisi ile uyumlu olarak, artmis serum AST, ALT, ALP enzim aktiviteleri, trigliserid ve
glikoz diizeyleri ile azalmis olan albumin, total protein ve glikojen duzeylerini de
kontrol grubu degerlerine yaklastirdigini ileri stirmiislerdir. Yapilan baska bir calismada
(95) ise bes hafta boyunca 10 mL/kg BE verilmesini takiben tek doz 50 mg/kg
azatioprin uygulanarak akut karaciger hasar1 olusturulan ratlarin karacigerlerinde
hepatositlerde dejenerasyon, orta derecede sentrilobuler ve midzonal nekroz,
sinuzoidlerde dilatasyon, lobiillerde konjesyon, parankimde hemoraji ile karisik
yangisal hiicre infiltrasyonlar1 saptanmis olup, biberiye ekstraktinin bu degisiklikler
tizerine iyilestirici etkisi ile paralel olarak artan serum ALT ve AST aktiviteleri (% 73’e
kadar) ile karaciger MDA konsantrasyonlart (% 100) tizerine olumlu etkisinin
goriildiigli saptanmistir. Botsoglou et al. (148) da alt1 hafta 20 g/kg BE uyguladiklar
ratlara 6. haftanin sonunda tek doz 1 mL/kg CCls uygulamasi ile artan serum AST, ALT
ve ALP enzim aktiviteleri ve karaciger MDA konsantrasyonlari ile azalan kolesterol ve

trigliserid diizeylerinin, kontrol grubu degerlerine yaklastigini bildirmislerdir.

Gutierrez et al. (13), birinci deneme grubunda on iki hafta boyunca 1 g/kg/haftalik CCly
uygulamast ile 200 mg/kg (6,04 mg/kg carnosol) BE’nin es zamanl olarak ve ikinci
deneme grubunda da, 1 g/kg/haftalik CCls uygulamasi ile siroz olusturduktan sonra 200
mg/kg (6,04 mg/kg carnosol) BE’nin yine on iki hafta verilmesiyle karacigerde
meydana gelen masif nekroz, siddetli yangi, hiicresel yapinin kaybolmasiyla karakterize
tiim karaciger yikimi ve genis fibrozis alanlarinina karst biberiye ilavesinin, her iki
calisma grubunda da fibrozisi azalttigini ve rejeneratif nodiillerin goriildiigli nekrotik
alanlar {izerine iyilestirici etkisinin oldugunu belirtmislerdir. Bu aragtirmacilar CCly
uygulamasinin karaciger MDA ve NO konsantrasyonlarinda artis meydana getirdigini
bildirmisler, BE’nin serbest radikal siipiiriicii etkisi ile MDA diizeyinde %17,5, NO
konsantrasyonunda ise % 28 oraninda bir azalma oldugunu saptamislardir. Ayrica CCly
verdikleri ratlarda serum ALT enzim aktivitesinde 12 kat artis gézlendigini ve bu artisin
BE ile % 60 oraninda azaldigini, CCls uygulamasiyla ile azalan glikojen diizeyleri

izerine de 1yilestirici bir etkiye sebep oldugunu rapor etmislerdir.
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Yukaridaki arastirmacilar (9, 13, 112, 128, 148) hem biberiye ekstraktinin ve hem de
aktif bilesenlerinin (karnosol ve karnosik asit) lipid peroksidasyonunu bloke edici
etkisinin, muhtemelen ya CCl ’iin toksik ara metabolitleri olan Cl3COO ve OH’1
savurucu ve/veya daha az toksik substanslara doniistiirmesine ya da antioksidan
etkinligine bagl olabilecegini, ayrica bu ekstraktin toksik ara metabolitlerin olugsmasina
aracilik eden sitokrom CYP2E enzimini inhibe etmesinden ileri gelebilecegini ve bu
bitki ile bilesenlerinin antioksidan etkinligine bagli olarak karaciger ve plazma

membranlarini koruyucu bir ajan olabilecegini vurgulamislardir.

Sunulan ¢alismada CCl, uygulamasi ile olusan akut ve kronik karaciger hasarma bagl
gelisen histopatolojik degisiklikler, biyokimyasal parametreler ve lipid peroksidasyonu
tizerinde BE ilavesinin iyilestirici bir etkisinin goriilmemesi, arastirmacilarin (9, 13,
112, 148) bildirimleri ile Ortismemektedir. Bu c¢alismada Gutierrez et al. (13) ve
Sotexo-Felix et al. (112) ile ayn1 doz biberiye ekstrakti kullanilmasina karsin, elde
edilen farkli sonuglar muhtemelen uygulanan biberiyenin farkli teknikler kullanilarak
elde edilmesinden, bilesenlerinin ve oranlarinin degisiklik gosterebilmesinden ileri

gelebilir.
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Sonug olarak:

e Sunulan ¢alismanin akut doneminde kullanilan 0,15 mL/kg nar c¢ekirdegi yaginin,
CCly ile karacigerde olusturulan histopatolojik degisiklikler {izerinde olumlu etkisi
gozlenmemesine karsin, genel olarak incelenen biyokimyasal ve lipid peroksidasyon
degerlerini kontrol grubu degerlerine yaklastirdigindan, kismen iyilestirici bir etkisinin
olabilecegi, ancak bu iyilesmenin karaciger dokusundaki hasara yansimadigi

distiniilmektedir.

e Diger yandan nar c¢ekirdegi yagmin kronik olarak uygulanmasi ile hem
histopatolojik degisiklikler hem de baz1 biyokimyasal parametreler iizerinde herhangi
bir etkisinin gortlmemesi, muhtemelen CCl ’iin uzun siire kullanimina bagli olarak
karacigerde geri doniisiimsiiz bir hasarin gelismesinin yaninda, organizmanin uzun siire
uygulanan  nar  c¢ekirdegi  yagina  adaptasyonundan  kaynaklanabilecegini

distindiirmektedir.

e Akut ve kronik olarak verilen 200 mg/kg biberiye ekstraktinin, hem histopatolojik
degisiklikler hem de biyokimyasal parametreler ile lipid peroksidasyon gdstergeleri

uzerinde herhangi bir etkisi gortlmedi.

e Nar ve biberiye bitkilerinin etkisinin; bu bitkilerin kullanilan kisimlart (kabuk,
meyve, ¢ekirdek), elde edilen lirlinlerin ¢esidi (ekstrakt, yag, su) ile yetistikleri topragin
yapist gibi etkenlere bagl olarak iceriklerinin farkliligina, farkli isleme teknikleri ile
hayvanlarin bireysel duyarliliklar1 gibi birgok faktére bagli olarak degisebilecegi

diistiniilmektedir.

e Nar ¢ekirdegi yag1 ve biberiye ekstraktinin farkl siirelerde ve herhangi bir yan etki
olusturmaksizin en 1yi sonucu verecek farkli dozlarda kullanilarak dokular {izerine

etkilerinin belirlenmesine yonelik yeni arastirmalara ihtiya¢ oldugu kanaatine varildi.
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