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OZET

GIiRiS ve AMAG: Bu calismada, karbon tetrakloriir (CCl4) ile olusturulan akut karaciger
hasarinda, lipit peroksidasyonunun belirteglerinden biri olarak kabul edilen Malondialdehit
(MDA) duzeyleri ile detoksifikasyon reaksiyonlarinda 6nemli rol oynayan biyomolekiillerden
Glutatyon (GSH) ve Glutatyon S—transferaz (GST) enzimlerinin CCl4 toksikasyonundaki 6nemi
ve glutatyonun 6n maddesi olan N-asetil sisteinin (NAS) kisa sireli uygulamasinin,
toksikasyondaki olasi koruyucu roliini tespit etmek amaglandi.

YONTEM ve GEREGLER: Calismada toksite olusturmak amaciyla CCl4, 2 ml/kg (1/1
zeytinyagindaki ¢6zeltisi) i.p. tek doz; N asetil sistein ise 50 mg/kg/glin i.p. uygulandi. Kontrol
gruplarina yalnizca zeytinyagl ve NAS enjekte (i.p.) edildi. N-asetil sistein uygulamasina, CCl4
enjeksiyonundan 3 giin dnce baslandi ve deney siiresince devam edildi. CCl4 enjeksiyonundan
sonraki 6. ve 72. saatlerde kan ve karaciger 6rnekleri alindi.

BULGULAR: Doku detoksifikasyon molekiilleri degerlendirildig§inde, GSH seviyesinin CCl4
verilen grupta 6.saat de kontrol grubuna gére anlamli olarak diisiik oldugu ve NAS ilavesi ile
arttigl izlendi. GST seviyelerinde ise CCl4 verilen grupta 6. saatte kontrol grubuna gére 6nemsiz
(P>0.05), 72.saatte daha yiiksek bir artis (P<0.05) oldugu gorildi. CCl4 uygulanan gruba, NAS
verilmesi ile 6. saat de diisen GST aktivitesinin 72. saatte yukseldigi gbzlemlendi. Yalnizca NAS
verilen grupta 6. saate GSH ve GST dizeylerinde goriilen yiikselis, MDA diizeylerindeki dusus
NAS’In antioksidan olarak 6nemini ve bu etkinin zamanla azaldigini gdstermektedir. Kontrol
grubunda yer alan ratlarin karaciger doku GSH ve MDA dizeyleri 72. saat bulgulari ile
karsilastirildiginda P<0.05 diizeyinde yiiksek oldugu gorildi. Kontrol grubunda beklenmeyen
bu farkin enjeksiyon stresinden veya zeytinyagindan kaynaklanmis olabilecegini
distiindiirmektedir

TARTISMA ve SONUG: CCl4 intoksikasyonunun zamana bagh olarak organizma tarafindan
tolere edildigi ve NAS'In, CCl4 ile olusturulan karaciger hasari lizerine yararli olabilecegi
gorildi. Kan ve doku NAS dizeylerinin belirlenecegi; GSH kullanimi ile GST arasindaki
diizeylerin irdelenecegi ileri arastirmalar ¢alisma sonuglarina katki saglayacaktir

Anahtar Kelimeler: Karbon tetrakloriir, N-asetil sistein, GSH, GST, Karaciger hasari
SUMMARY

INTRODUCTION: In this study, the effects of CCl4 on GSH and GST that have an important role
on detoxification reactions, and MDA as diagnostic indices of lipid peroxidation and possible
protecting effects of NAS which is precursor of GSH were investigated in the presence of CCl4
induced liver injury.

METHODS: In this study, CCl4 was applied a 2 ml/kg (1/1 dissolved in olive oil) ip as a single
dose to create liver toxicity. N-acetyl sistein application (inside peritoneum 50/mg/kg/day) was
started 3 days before that CCl4 injected to tested group and continued during the experiment.
Blood samples and livers tissues were taken by ether anesthesia from 6 hours and 72 hours
after CCl4 injection.

RESULTS: When tissue antioxidant levels were evaluated, GSH levels were importantly lower
than 6th than control group and increased with NAS addition. GST levels were increased in
CCl4 given group at 6th hour and 72th hour than control group but the difference at 6th hour
was not important (P>0.05). When NAS was given to CCl4 group, It was observed that the
falling GST levels at 6th hour were rise at 72th hour. The increased GSH and GST levels and the
decreased MDA levels at 6th hour in the given NAS group showed that NAS was very important
as antioxidant and this effect diminished by time. The liver GSH and MDA levels at 6th hour in
the control group of rats were higher than the findings of 72th hours (P<0.05). This unexpected
different in the control group may be due to injection stress or given olive oil.

DISCUSSION AND CONCLUSION: As a result CCl4 intoxication was tolerated by organism with
time and NAS has beneficial effects on CCl4 caused liver defects. Advanced researches may
determine the NAS levels and to consider GSH between GST levels will contribute to study
results.

Keywords: Carbon tetrachloride, N-Acetyl Sistein, GSH, GST, Liver defect
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GiRiS

Karbon tetraklorir, hayvanlarda ve insanlarda
hepatotoksiteye neden olan bir ksenobiyotiktir. Serbest
radikal Giretimi ile hiicresel hasar olusturabilme 6zelligine
sahiptir ve toksisite modeli olugturmak icin yaygin olarak
kullanilir. CCl)/Un reaktif serbest radikal metabolitleri,
poliansatlire yag asitleri ile reaksiyona girerek lipit
peroksidasyonunu baslatir ya da kovalent olarak protein
ve vyag asitlerine baglanarak hicre membraninin
bozulmasina, bunun sonucunda da karaciger hasarina
neden olurlar™. Lipit peroksidasyonunun son {riini olarak
olusan  malondialdehit (MDA) oksidatif hasarin
belirlenmesinde siklikla kullaniimaktadir. MDA, (¢ veya
daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonuyla ~meydana gelir.  Peroksidasyon
sonucunda olusan MDA; hiicre membranlarindan iyon
alis-verisine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz
baglanmasina yol agar ve kolay bir sekilde hiicre igine
gecis yaparak sitoplazmada birikebilir’.

Serbest radikallerin diizeylerini ve meydana getirdikleri
hasari azaltmak igin organizmada bircok savunma
mekanizmasi bulunmaktadir. Antioksidanlar,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek yada
reaktif oksijen tdrlerini toplayarak hiicreyi lipit
peroksidasyonunun toksik etkilerine karsi korurlar®. GSH
ve GST endojen primer antioksidanlardir. GSH ve GST
ayni zamanda kimyasal maddelerin ve cgesitli ilaglarin
zehirsizlestirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Basta
GSH olmak (izere thiol bilesiklerinin karaciger lzerine
koruyucu roli gesitli arastirmalarla gésterilmistirl'a.

Bir thiol molekiili olan NAS, mukolitik bir ajan olup L-
sistein ve indirgenmis glutatyonun 6n maddesidir. NAS,
molekiiler yapisindan dolayi hiicrelere kolayca girer ve
etkili bir antioksidan olan glutatyon olusumunda rol
oynar®.

Bu calismada; karacigerde CCl, ile olusturulan doku
hasarinda detoksifikasyon reaksiyonlarinda 6énemli rol
oynayan biyomolekiillerden GSH ve GST enziminin CCl,
toksikasyonundaki 6nemi ve glutatyonun 6n maddesi
olan N-asetil sisteinin, bu molekiller Gzerine ve
dolayisiyla CCl, toksikasyonundaki koruyucu etkisini tespit
etmek amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismada 5.5-6 ayhk ortalama 350-400 gram
agirliklarinda erkek Spraque Dawley tirl rat kullanildi.
Deneme gruplarindan 6’si 6. saat deney, diger 6’si 72.
saat deney gruplarini olusturdu. Her bir grupta 12 rat
¢alismaya dahil edildi. Deneme siiresince hayvanlar 12
saat aydinhk, 12 saat karanhk ve 24+2 °C sicaklkta
kontrollii odalarda, %20 protein igceren kuru pelet yem ve
su ile ad libitium verilerek beslendi. Calisma, Adnan

Menderes Universitesi Etik Kurulunca (B.30.
2.AD0.0.00.00.00/050.04/2010/095) onaylanmistir.
Karaciger toksisitesi olusturmak amaciyla CCl,, 2 ml/kg
i.p. (1/1 oraninda zeytinyagindaki ¢ozeltisi) tek doz
enjekte edildi. NAS uygulamasina ise (50 mg/kg/giin i.p.)
CCl, enjeksiyonundan 3 giin 6nce baslandi ve deney
suresince devam edildi. Kontrol olarak gruplardan birine
2 ml/kg (i.p.) zeytinyag), digerine ise NAS uygulandi.
Gruplardan, CCl, uygulamasindan 6. ve 72. saat sonra kan
ornekleri ve karaciger dokulari alindi. Kan érneklerinden
elde edilen serumlarda AST ve ALT analizleri hazir ticari
kitler kullanilarak hemen yapildi. Karaciger dokulari ise
homojenizasyondan sonra, analizler yapilincaya kadar -80
°C’'de saklandr’.

Karaciger dokularindaki GSH analizi Beutler ve ark.nin ,
GST aktivitesi GSH ve 1-2 dikloro, 4 nitrobenzenin (CDNB)
konjugasyonu sonucu olusan Glutathione-S-CDNB’nin
340 nm dalga boyunda verdigi absorbansin,
spektrofotometrik olarak oOlgllmesi esasina dayanan
metoda gbre (Habig ve ark. 1974), MDA aktivitesi ise
Yoshioko ve ark.”nin bildirdigi yonteme gére yapildi.
istatistiki degerlendirmeler SPSS 20.0 paket programinda
yapilmistir. Verilerin normal dagihm uygunlugu Shapiro-
Wilk testi ile incelendi. Degiskenler normal dagilim
gostermedigi icin gruplar arasi karsilagtirmada Kruskal-
Wallis ANOVA testi kullanildi. Gruplar arasi farklarin
onemini belirlemek icin gruplar, Bonferroni dizeltmeli
Mann-Whitney U testi ile kar§|Ia§t|r|Id|7.

BULGULAR

AST ve ALT dizeylerinin CCl, verilen gruplarda kontrol
grubuna gore anlamhi olarak arttigi ve NAS enjeksiyonu ile
AST ve ALT duzeylerinin dustigl izlendi (P<0.01).
Bununla birlikte ayni gruplarda 72. saat enzim
diizeylerinin 6. saatte saptanan sonuglara gore anlamli bir
disus gosterdigi gozlendi (P<0.01). Yalnizca NAS verilen
gruplar ile kontrol gruplarinin AST ve ALT dizeylerinde,
o6nemli bir fark olmadig goraldu (P>0.05).

Karbon tetrakloriir verilen gruplarda karacigerde GSH
miktarlari kontrol grubuna gére disik bulunurken, GST
ve MDA duzeyleri yiksek bulunmustur. Farklar P<0.05
diizeyinde istatistik 6Gnem gosterirken 6. saat GST ile 72.
saat GSH dizeylerindeki farklar 6nem tasimamaktadir.
CCl, ile birlikte antioksidan olarak NAS verilen gruplarda
ise 6. saat GSH dizeyleri CCl, verilen gruba gore
yukselmis, GST seviyesi ise dusik bulunmustur (P<0.05).
Yalnizca NAS verilen grubun 6. saat GST aktivitesi diger
gruplara gore anlamli olarak yiiksek; 72. saat diizeyleri ise
kontrol grubu disinda diger gruplarla karsilastirildiginda
disuk; 6. saat karaciger MDA dizeylerinde tim gruplara
gore anlamli (P<0.05) bir azalma saptanirken diger
gruplarla bir fark (P>0.05) tespit edilmemistir (Tablo 1).



Gruplar arasinda 6. saat ve 72. saat bulgular
karsilastinldiginda CCl, verilen gruplarda 72. saat MDA
dlzeylerinde 6. saate gore 6nemli (P<0.05) bir diistis, GST
diizeylerinde artis, GSH seviyesinde anlamli bir degisim
bulunmamistir. Buna karsilik CCI4;+#NAS uygulanan grupta
karaciger GSH ve MDA diizeyleri 6. saatte 72. saate gore

yuksek, GST dizeyleri ise dlstk olarak saptanmistir.
Yalnizca NAS enjekte edilen grupta doku GSH ve GST
dizeyleri 72. saatte dlsmustir (P<0.05). Kontrol
grubunda yer alan ratlarin karaciger doku GSH ve MDA
dizeyleri 72. saat bulgulari ile karsilastirildiginda P<0.05
diizeyinde yuiksek oldugu gorilmastar.

Tablo 1. Deneme ve Kontrol grubu rat karaciger dokusunda GSH, GST, MDA bulgulari ve istatistiki degerlendirmesi (n:12)

GSH (umol/g doku) GST (umol/mg protein) MDA (umol/g doku)
Gruplar Median (1.Ceyrek-3.Ceyrek) Median (1.Ceyrek-3.Ceyrek) Median (1.Ceyrek-3.Ceyrek)
6. saat 72. saat 6. saat 72. saat 6. saat 72. saat
ccl, 6.4°16.6 6.4°46.4 2.47°+4.6 55750 38.21+38.1" 19.1°+19.0"
CCl,+NAS 10.3°+10.3" 7.5°+7.6" 1.38°+2.17 4.2°+4.8" 29.6"+30.8"" 16.2°+16.6
NAS 15.07°+15.7" 7.9°%7.5" 6.3°5.7 " 1.9°+2.1" 15.9°17.8 14.3°+15.5
Kontrol 13.2°+14.6 7.69°+7.5" 3.9+2.8 2.2°423 24.2°+23.47 13.5°+12.2"

*:P<0.05; **:P<0.01; ***: P<0.001

Tabloda verilen P degerleri parametrelerin 6. ve 72.
saatleri arasindaki degerlendirmeyi; satirlar arasindaki
harfler, gruplar arasindaki istatistiki 6nemi
gostermektedir. Farkli harf/harfler tasiyan ortalamalar
istatistiksel olarak anlamhdir (P<0.05).

TARTISMA

Karbon tetrakloriir karaciger toksititesi olusturmak
amaciyla deneysel ¢alismalarda siklikla kullanilmaktadir.
Ratlarda oral olarak 1 ml/kg dozunda CCl, ile karaciger
toksisitesi olusturulan bir ¢alismada, ALT ve AST
diizeyinin CCl, uygulanan grupta 12. saatte artmaya
basladigl ve 24. saatte kontrol grubuna goére en yiksek
seviyeye ulastig biIdiriImistirg. Ratlara 5 hafta siresince
haftada 3 giin olmak {izere i.p CCl, uygulayan Ustiindag
ve ark.’, deneme grubunda AST ve ALT diizeylerinin
yaklasik olarak 5 kati yiksek oldugunu belirtmislerdir.
Yapilan c¢alismada CCl, 2 ml/kg i.p tek doz olarak
uygulanmis, serum AST ve ALT dizeylerinde benzer
sekilde CCl, grubunda kontrol grubuna gore 6. saatte
yaklasik 5 kat dizeyde artig, 72. saatte ise 6. saat
verilerine gore dlislis saptanmistir. Enzim duzeylerindeki
bulgular, yukarida ayrintili verilen arastirmalarda oldugu
gibi CCl,” Gn karaciger hasarina neden oldugunun, CCl,
toksikasyonunun etkisinin zamanla azaldiginin, karaciger
hasarinin gerilediginin belirtisi olarak kabul edilebilir.

Karbon tetraklorir’'iin neden oldugu lipid
peroksidasyonun arastirildigi bir calismada, ratlara 0.25,
0.5 ve 1 ml/kg CCl, 3 farkh dozda i.p olarak enjekte
edilmis, doz artisina bagh olarak MDA dizeylerinde artis
oldugu ve lipit peroksidasyonunun CCl, enjeksiyonundan
12 saat sonra sekillenmeye basladig bildirilmi§tirm.
Arastirma sonunda elde edilen bulgular, Zwart ve ark.”
sonucglarina benzer olarak MDA dizeylerinin kontrol
grubuna gore deneme gruplarinda anlamli olarak yuksek
oldugunu gostermistir.  Ancak Zwart ve ark.™

enjeksiyondan 12 saat sonra MDA duzeylerinde artisin
olusmaya basladigini ileri sirmelerine karsin yapilan
arastirmada 6. saatte lipit peroksidasyonunun
karacigerde basladigi gorulmektedir. Lipit
peroksidasyonun  erken baslamasinin nedeninin
uygulanan dozun daha yuksek olmasindan
kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Karaciger uzerine CCl,'lin toksik etkilerinin arastirildig
calismalarda, Quan ve ark." karaciger ve Bildik ve ark.™
tim kan GSH dizeylerinin belirgin sekilde azaldigi,
Sambath ve ark.” doku MDA dizeylerinin arttigl tespit
edilmistir. CCl,’lin lipid peroksidasyonuna neden oldugu
ve serbest radikalleri uzaklastirmak amaciyla kullanilan
GSH tuketimine bagli olarak kan GSH dizeylerinin azaldig
iddia edilmigtir.

Yalgin ve ark.", sicanlara sekiz hafta boyunca haftada iki
kez oral yolla 1 ml/kg CCl, uygulamis ve analizler
sonucunda karbon tetrakloriirli grupta GSH ve GST
dizeylerinin kontrol grubuna goére artis goésterdigini
saptamislardir. GSH diizeyindeki artisa uzun stire CCl,
uygulamasinin sebep olabilecegi belirtilmistir. Yapilan
galismada 6. saat karaciger GSH dizeyleri kontrol
grubuna gore 6nemli oranda diisiik bulunmustur. CCl,’in
enjeksiyoan’B'14 veya oral onIa15 olusturulan
toksikasyonlarinda, VYalgin ve ark.™ disinda, diger
arastiricilarin, arastirmalarinda bulduklari GSH
dizeylerindeki azalma, yapilan arastirmada elde edilen
sonuglar ile benzerdir. GSH diizeylerindeki bu azalma,
CCl,/un toksik etkilerini azaltmak amaciyla GSH’In
antioksidan olarak kullaniminin arttiginin géstergesi kabul
edilebilir. GSH dlzeylerindeki azalmaya karsin CCl, verilen
rat karacigerlerinde GST diizeylerinde kontrol grubuna
gore artis gorllmustlir. Bu artis 72. saatte istatistiki
anlamda 6nemli olmasina ragmen, 6. saatteki 6nemsiz
bulunmustur. Yapilan arastirmalarda; Amalia ve ark.",
CCl, verilen ratlarin karacigerlerinde GST dizeylerinde



azahs oldugunu rapor ederken; Seema ve ark."”, GST’nin
CCl, toksikasyonu sonrasi ilk 6. saatte artan enzim
oldugunu, lipit peroksidasyonuna karsi hiicresel
savunmanin  6nemli bir bileseni oldugunu iddia
etmislerdir. Mevcut arastirmada GST diizeylerinde artis,
Seema ve ark.”’nin bulgularini desteklemektedir. Diger
arastiricilar ile aradaki farkin CCl, uygulama siresine (2-
14 hafta) bagh oldugunu distndirmektedir. GST
dizeylerindeki artisin CCl,’Un detoksifikasyonu ile ilgisi
olabilecegi gibi, GSH’a bagimli galisan bir enzim grubu
olarak, GSH duzeylerindeki degisiklikten etkilenmis
olabilecegi sonucuna varilabilir. CCl, ile birlikte NAS
verilen grubun 6. saat doku GSH dizeylerinin artmasina
ragmen GST dizeylerinin azalmasi bu sonucu
desteklemektedir.

Oksidatif stresin, CCl,'lin karaciger Uzerindeki toksisitesi
Uzerinde 6nemli bir rol oynadigl ve bu negatif etkisinin
cesitli antioksidan maddelerle azaltildigi birgok deneysel
¢alismalarla gbsterilmistirlg. NAS’in molekdiler yapisindan
dolayr hiicrelere kolayca girebildigi ve gigli bir
antioksidan olan GSH olusumunda aktif etki gostererek
oksidan strese karsi dokularin savunmasini destekledigi
biIdiriImi§tir19'25. Calismada CCl,’in neden oldugu radikal
hasarinin engellenmesi amaciyla antioksidan molekiil
olan NAS kullaniimistir.

Ratlarda CCl, ile karaciger hasari olusturulan bir
calismada®, ratlara oral olarak 150 mg/kg N-asetil sistein
(NAS) uygulanmustir. 3 ay siiren ¢alisma boyunca CCl, her
hafta 3 ml/kg oral olarak verilmistir. Calisma sonunda
CCl, verilmesiyle artan plazma AST ve MDA diizeylerinin,
NAS uygulamasi ile azaldigi belirtilmistir. Antioksidan
parametre olan GSH dizeyinin ise CCl, verilen grupta
kontrol grubuna goére vyari vyariya azaldigi ve NAS
uygulamasiyla kontrol grubu degerlerine yaklastig
belirlenmistir. Yapilan c¢alisma sonunda elde edilen
bulgular ile antioksidan olarak verilen NAS’in, AST ve ALT
dizeylerini duslrdlgu, 72. saatteki diisiisiin 6. saate gore
oldukga anlamli oldugu gorilmustir. Bu sonuglar; safra
kanali ligasyonuna bagl sekillenen karaciger fibrosisinde,
NAS enjeksiyonun (28 giin 50 umol/kg/glin) koruyucu
rolini saptayan ve 10 gin sireyle 150 mg/kg ip dozda
NAS uygulayan ara§t|r|C|Iar|n21‘22’25 bulgularina paralel;
CCl, enjeksiyonundan 30 dk once ve 6-12 saat sonra NAS
enjekte ederek herhangi bir degisiklik bulamayan
ara§t|r|cm|n24 bulgularinin aksine NAS’In karaciger hasari
lizerine 0Ozellikle zamana bagh iyilestirici etkilerinin
oldugunu gostermektedir.

Calismada antioksidan olarak kullanilan NAS’in CCl, Gn
ortaya ¢ikardigi radikal hasari (zerine olan etkisi
degerlendirildiginde; CCl,+NAS uygulanan grubun 6. saat
karaciger GSH seviyeleri, CCl, verilen gruba gore anlamli
olarak yiliksek bulunurken, GST dizeylerinin 6. saat

kontrol grubu ile 6nemli bir fark tasimasa da; 72. saat
kontrol grubuna gore ylksek oldugu gorilmektedir. GSH
seviyelerindeki yikselisin aksine; NAS, CClyGn toksik
etkisiyle ylkselen GST enzim aktivitesini diisiirmustir.
GSH seviyesindeki bu artisin bazi ara§t|r|C|Iar|n2°'23 iddia
ettigi gibi CCl,/in detoksifiye edilmesi sirasinda asiri
tiketilen GSH'In GSH 6n maddelerini iceren NAS ilavesi
ile yeniden sentezlendigi gorlisiini dogrulamaktadir. Ayni
grupta 6. saatte GST diizeylerindeki diisis, NAS'In GSH
sentezi i¢cin 6n madde oldugu gibi ayni zamanda radikal
temizleyicisi olarak CClyGn toksik etkisini hafifletmek
amaciyla tiol grubu vericisi olarak GSH sentezinde
kullanildigl, buna bagh olarak hiicre ici GST sentezini
azalttigl sonucuna varilabilir. NAS ilavesi ile 72. saatte
GSH duzeylerindeki duslise paralel olarak GST
dizeylerinde gorilen anlamli artis, bu gorlsu
desteklemektedir. Kan ve doku NAS duzeylerinin
belirlenecegi, GSH kullanimi ile GST arasindaki
dizeylerinin irdelenecegi ileri arastirmalar, c¢alisma
sonuglarina katki saglayacaktir.

Tesekkiir: Bu calisma Adnan Menderes Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan VTS-11021 kodlu
proje olarak desteklenmistir.
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