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Amag: Calismada, karbon tetrakloriir (CCls) ile kronik karaciger hasari
olusturulan ratlarda Biberiye (BE) ekstraktinin koruyucu etkisi, hiic-
resel apoptozun kaspaz 3, 8 ve 9 antikorlar ile degerlendirilmesi ve
serum ALT (alanin amino transferaz) aktivitesi, Trigliserit, Total prote-
in, Alblimin, total Kolesterol, karaciger MDA (malondialdehit) diizeyle-
ri ile Total antioksidan kapasitesi (TAK) belirlendi.

Gere¢ ve Yontem: Calismada, 40 adet (200-250 gr) Wistar albino
erkek rat, 10’arh 4 gruba ayrildu. ilk grup kontrol olup % 0,9 NaCl (0,2
mL/kg/canli agirlik) uygulandi. ikinci gruba 12 hafta her giin sirasi ile
200 mg/kg/canh agirhk dozunda biberiye ekstrakti gavajla verildi.
Ugiincii gruba 8 hafta boyunca haftada 2 kez 1:1 oraninda misir yagi ile
diliie edilen CCls (IP) 0,2 mL/kg/canh agirlik dozun da enjekte edildi.
Dérdiincti gruba 12 hafta her giin 200 mg/kg/canh agirlik dozunda
biberiye ekstrakti gavajla verilirken ayni1 gruba besinci hafta dahil 8
hafta intraperitoneal (IP) 0,2 mL/kg/canl agirlik olarak haftada iki doz
CCls uygulandi.

Bulgular: Grup I ve II'de karaciger dokusu normal yapida; Grup III'de
hepatositlerde yogun makro-mikrovezikiiler yaglanma, parankimde
cogunlugu lenfositlerden olusan mononiiklear hiicre infiltrasyonlari,
nekroz, portal hafif fibrozis ile parankimde pseudolobulasyon goriildii.
Grup IV’de bulgular da kismi azalmaya ragmen Grup I1I’e benzer histo-
loji dikkati ¢ekti. Grup I ve II'de kaspaz 3, 9 pozitif 8 negatifti. Grup III
ve VI'de kaspaz 3, 8 ve 9 pozitifti. Grup IV’de kaspaz-3 gibi kaspaz-
9’unda ve kismen azalmis olmasi, biberiye ekstraktinin sinirl da olsa
karaciger dokusunu koruyabilecegini disindirmistiir. Grup I[II'de
artmis serum ALT aktivitesi Grup IV’de normal degerlere yaklasti.
Grup III'de ki serum trigliserit diizeylerindeki artiglar (P=0,001), Grup
IV’de sayisal olarak azaldi. Grup III'de MDA seviyesi yiiksek (P<0,05),
TAK seviyesi distikken, Grup IV’de MDA seviyesi 6nemli diizeyde
dusts (P<0,001).

Sonug: Grup IV’de biyokimyasal veriler karaciger hasarmin iyilestigi
gosterirken, histopatolojik lezyonlar tizerine olumlu bir etki gozlenme-
mistir. Bu nedenle biberiye ekstresinin farkl siirelerde ve yan etki
olusturmaksizin en iyi sonucu verecek yiiksek dozlarda kullanilarak,
etkisinin belirlenmesine yonelik yeni arastirmalara ihtiya¢ oldugu
kanaatine varild.
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ABSTRACT

Purpose: The present study determined the possible protective effects
of rosemary extract on lesions and cellular apoptosis detection by
immunohistochemical method (with caspase 3, 8 and 9 antibodies) in
liver tissue and some biochemical parameters; serum ALT (alanin
aminotransferase) activity, triglyceride, total protein, albumin and
cholesterol activity, and liver MDA (malondialdehyde) levels along
with total antioxidant capacity on chronic liver injury induced by car-
bon tetrachloride (CCl4) in rats.

Materials and Methods: Fourty Wistar albino rats (200-250 g) were
divided into four groups (n:10/group). In the first group of control rats
(control group), the rats were administered with %0,9 NaCl (0.2 mL/
kg). The second group was administered daily with 200 mg/kg rose-
mary extract for twelve weeks through gastric gavage, respectively.
Third group was also given CCls (which was diluted with corn oil, 1:1)
i.p. (0,2 mL/kg) twice for 8 weeks. The rats in the fourth group rats also
received 200 mg/kg rosemary extract daily for twelve weeks through
gastric gavage and also given CCls (which was diluted with corn oil,
1:1) i.p. (0,2 mL/kg) twice for 8 weeks, starting from the 5th week.
Results: The livers of the rats in group I and II had normal architec-
ture, while an intensive macro and microvesicular steatosis, mononu-
clear inflammatory cell infiltrations mostly lymphocytes in portal area
and paranchyma with necrotic alterations, mild to severe fibrosis with
lobulation formation were observed in the group III. In Group 1V, histo-
logical findings similar to Group III were noted despite partial reduc-
tion. In the group I and II, while caspase-3 and caspase-9 were positive,
caspase-8 was negative. Caspase 3, caspase 8 and caspase 9 were posi-
tive in the group III and IV. There was a limited reduction in caspase 3
activity in group IV. Similar to caspase 3, partial reduction observed in
caspase 9 activity suggest that rosemary extract administrations may
have a partial protective effect on the liver tissue. Increased serum ALT
activity level due to group III administration was close to normal in
group IV. Increased serum triglyceride levels in Group III were de-
creased numerically in Group IV. In Group III, the MDA levels were high
and TAC levels were low. Compared to controls, serum triglyceride
levels in CCls groups were determined to be higher (P=0.001). Upon the
administration of rosemary extract, this value came down to lower
numbers. MDA levels in in CCls group were higher than those of the
other groups (P<0.05). The. administration of rosemary extract to CCls
group reduced MDA levels significantly (P<0.001). There was no effect
of rosemary extract administration on total antioxidant capacity. In
Group 1V, MDA level decreased significantly.

Conclusion: Biochemical data have shown that liver damage improved
in Group IV and no positive effect on histopathological lesions was
observed. Since biochemical parameter values were close to normal
values in groups which received rosemary extract compounds may
have healing effects and therefore, new research strategies and ap-
proaches where both compounds may be tried with different periods in
high doses without side effects are needed to evaluate their effects.

Keywords: Carbon tetrachloride, Histopathology, Immunohistochem-
istry, Rat, Rosemary extract.
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GIRIS

Karaciger, anatomik lokalizasyonu ve ortaya koydugu
onemli fonksiyonlar nedeniyle toksik maddelere en
fazla maruz kalan ve pek ¢ok etkenle hasara ugrayabilen
bir organdir (1). Karbon tetrakloriir akut ve kronik
hepatotoksisite olusturabilir, etkisini biyokimyasal ve
hiicre organelleri diizeyinde gosterir (2,3). Hasar,
oksidatif stres ve olusan serbest radikallerin lipid
peroksidasyonunu baglatarak hepatositlerin hiicre
membranlarinin bozulmasiyla olusur (4-6). Ayrica ha-
sarinin, aktive olmus Kupffer hiicrelerinden salinan
proinflamatuvar mediatérlerin (nitrik oksit vb.) etkisiy-
le diger hiicrelerin (endotelyal hiicreler, uydu hiicreleri
ve hepatositler) aktive olmasina da bagli olabilecegi ileri
stiriilmektedir (7). Oksidatif hasarla iligkilendirilen
oksidatif stres, son yillarda arastirmalarin odag1 konu-
mundadir. Bitkisel kaynakl bir¢ok ilacin, ucuz ve kolay
ulasilabilir olmasi, toksik ve yan etkilerine az rastlanma-
s1 farkli kimyasal maddeler ile olusturulan karaciger
hasarina karsi, antioksidan ve karaciger koruyucu etki-
lerinin belirlenmesi amaciyla hayvan modelli deneysel
calismalar 20. yilizyilda popiiler hale gelmistir (8).
BE'nin antioksidan ve serbest radikalleri tutucu ve CCly
ile olusan karaciger hasari lizerine koruyucu etkisi ola-
bilecegi diisiiniilmektedir (9-13). Bu arastirmada CCly
ile karaciger hasari olusturulan ratlarda, BE'nin lezyon-
lar lizerine olasi koruyucu etkisi, hiicresel apoptozun
immunohistokimyasal yontemle (kaspaz 3, 8 ve 9 anti-
korlari ile) degerlendirilmesi ve serum ALT (alanin ami-
no transferaz) aktivitesi, Trigliserit, Total protein, Albii-
min, Total Kolesterol, karaciger MDA (malondialdehit)
diizeyleri ile Total antioksidan kapasitesinin belirlenme-
si amaglandu.

GEREC VE YONTEM

Calismada Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan
Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi
(DEKAM)'nden temin edilen 200-250g agirliginda, 40
adet Wistar albino rat kullanildi. Her kafese alinan bes
rat, pelet yem ile ad libitum olarak beslenerek arastirma
merkezinin sahip oldugu uygun sartlar altinda
[(kontrollii sicaklik (21£2°C), nem (%50+5), hava degi-
simi (saatte 12 devir), sicaklik (12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik)] barindirildi.

Calismada, 40 adet rat, her birinde 10 hayvan olacak
sekilde 4 gruba ayrild1. {lk grup kontrol olarak belirlendi
ve % 0.9 NaCl (0.2 mL/kg/canli agirlik) uygulandi. ikinci
gruba 12 hafta her giin 200 mg/kg/canlh agirlik dozun-
da BE ekstrakti gavajla verildi. Ugilincii gruba 8 hafta
haftada 2 kez 1:1 oraninda musir yag ile diliie edilen
CCls (iP) 0.2 mL/kg/canh agirhk dozun da enjekte edil-
di. Doérdiincii gruba ise 12 hafta her giin 200 mg/kg/
canli agirlik dozunda BE gavajla verilirken, besinci haf-
tadan itibaren 8 hafta boyunca intraperitoneal (iP) 0,2
mL/kg/canl agirlik olarak haftada iki doz CCls uygulan-
di. Bu calisma, Erciyes Universitesi Deney Hayvanlari
Etik Kurul Baskanlig1 tarafindan 14.06.2014 tarih ve
17/54 nolu karar ile onaylandi.

Ratlar son uygulamadan 24 saat sonra intramuskuler
80 mg/kg ketamin ve 12mg/kg ksilazin (14) ile ip anes-
tezi saglandiktan sonra servikal dislokasyon ile
sakrifiye edildi ve intrakardiyak kan érnekleri alinarak
sistemik nekropsileri yapildi.

Tamponlanmigs nétral formaldehit fiksasyonunun ardin-
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dan karaciger dokusu ornekleri akar ¢esme suyunda
yikanarak dereceli alkoller ve ksilenden gecirilerek
parafine bloklandi. Bloklardan mikrotomla 4-5 pm ka-
linliginda kesitler lamlara alindi ve Hematoksilen-Eosin
(HXE) boyand: ve 151k mikroskobunda incelendi.
Immunohistokimyasal incelemede; karaciger dokusun-
daki apoptozisi gostermek i¢in Avidin Biotin Peroksidaz
Kompleks (ABC) teknigi, ticari kitte (Zymed, Histostain
Plus Kit, California, USA) 6ngoriilen standart prosediirle
yapildl. Primer antikor olarak aktif caspase-3 (Novus
NB100-56113) (sulandirma orani 1/2000), caspase-8
(Abcam ab25901) (sulandirma orani 1/100) ile caspase
-9 (Abcam ab25758) (sulandirma oram 1/100), kulla-
nildi. Negatif kontrol olarak dokulara PBS (pH 7.4), po-
zitif kontrol olarak primer antikorlarin tiretici firmalari-
nin 6nerdigi kontrol dokularina primer antikorlar uygu-
land1.

Biyokimyasal incelemede; alinan kan érneklerinin plaz-
ma ve serumlar1 ayrildi ve analiz icin -20°C'de saklandu.
Serum ALT aktivitesi, trigliserit, total protein, albiimin
ve kolesterol diizeyleri ERU Tip Fakiiltesi Hastaneleri
Merkez Laboratuvari, Klinik Biyokimya béliimiinde
Roche Cobas 8000 marka otoanalizatdrde Ticari kitler
(Roche Cobas Kit-isvicre) kullanilarak belirlendi. Kara-
ciger MDA ve TAK (Total antioksidan kapasitesi) ana-
lizleri i¢cin doku oOrnekleri 6l¢iim prosediiriine gore
homojenize edildi. Siipernatantlar1 ayrilarak analizler
gerceklesinceye kadar -80°C'de saklandi. Karaciger
dokusu MDA ve TAK (Total Antioksidan kapasitesi)
diizeyleri ticari kit (Cayman, USA ve Rel Assay, Tirki-
ye) kullanilarak ELISA cihazinda (pQuant Bio-Tek)
belirlendi.

Hematoksilen-Eozin ile boyanan kesitlerde
hepatositlerde yaglanma, yangi, nekroz ve fibrozis
semikantitatif olarak degerlendirildi. Semikantitatif
yontemde, her karaciger icin her bir kesitte 10 farkh
alanda 10’luk ve 20’lik objektifte sayilip s6zii edilen her
bir hasar parametresi ikiser patolog tarafindan ortala-
ma deger alinarak skorlandi ve yiizdelik degerler he-
saplandi. Yaglanma eger karaciger hiicrelerinin %
33’linden az ise 1 (hafif), % 33-66 arasi ise 2 (orta) ve
% 66’'dan fazla ise 3 (siddetli) olarak kabul edildi.
Inflamasyon, nekroz ve fibrozis 0-3 arasinda derecelen-
dirildi (yok=0, hafif=1, orta=2, siddetli=3). Biyokimyasal
verilerin istatistiki analizleri ve karaciger yang: yaglan-
ma nekroz ve fibrozis skor degerleri gruplar arasinda
karsilastirildiginda Kruskal Wall’s test, farkliligin 6nem-
li ¢ktigt durumlarda Bonferoni diizeltmeli Mann
Whitney U testi ile yapild.

BULGULAR

Klinik bulgular

Calismada kullanilan ratlardan Grup I ve Grup II'deki
ratlarda herhangi bir klinik bulgu goérilmezken, Grup III
ve IV’'deki ratlarda halsizlik, kambur durus, sendeleyerek
ylrlime, asir1 tiikiiriik salgisi, pitozis, ataksi ve korneal
opasite gibi klinik bulgular gézlendi.

Patolojik Bulgular

Histopatolojik ve immonohistokimyasal Bulgular
Sistemik nekropsilerde Grup I (Sekil 1A) ve Grup II'deki
(Sekil 1B) rat karacigerinde makroskopik bir lezyona
rastlanmayip, histolojisinde normal yapida olduklar:
goriildi. Grup I ve Grup II'nin histolojik karaciger hasar
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skorlamasinda; fibrozis, yaglanma, yangi ve nekroz pa-
rametreleri agisindan hasar skoru sifirdl. Grup I (Sekil
1C, E) ve II'nin (Sekil 1D, F) karaciger doku kesitlerin-
den yapilan kaspaz 3, 8 ve 9 boyamalarinda kaspaz 8’de
negatiflik goriiliirken, normal apoptoza maruz kalan az
sayida hepatositte kaspaz 3 ve kaspaz 9’da pozitiflik
tespit edildi. Grup 1 ve II'de diger dokularin

makroskobik-histolojik degerlendirmesinde herhangi
patolojik bir lezyon bulunmayip normal yapida oldukla-

tiismekteydi (Sekil 2G, H, I). Grup III ve IV’deki karaciger
doku kesitlerinden kaspaz 3 (Sekil 2D, 2J]), kaspaz 8
(Sekil 2E, 2K) ve kaspaz 9 (Sekil 2F, 2L) boyamalarinda
sentriasiner ve perivaskiiler yerlesimli sitoplazmasinda
yag vakouolleri bulunan hepatositlerde pozitiflik tespit
edildi. Grup III ve IV’deki ratlarin karaciger disindaki
diger dokularinin histolojisinde herhangi bir patolojik
lezyona rastlanmadi.

Histolojik olarak Kkaraciger

hasar skorlamasinda;

% Z

II'de (D, F) apoptoza maruz kalan az sayida kaspaz 3(C3) ve kaspaz 9 (C9) pozitif hepatositlerin (ok) goriinimii. ABC-P, 100 um.

2 % e
ErrLa S : % o

Sekil 2. Grup III (A, B, C) ve [V’deki (G, H, I) ratlarin karaciger dokusunda yag vakuolleri, makro (ok) ve mikrovezikiiler (ok basi)

yag vakuolleri, portal alanda ¢ogunlugu lenfositlerden olusan mononiiklear hiicre infiltrasyonu ve hafif fibrozis (beyaz ok), Karaci-
ger, HXE. Grup III (D, E, F) ve IV’deki (], K, L) ratlarin karaciger doku kesitlerinden kaspaz 3 (C3), kaspaz 8 (C8) ve kaspaz 9 (C9)
boyamada apoptoza maruz kalan pozitif hepatositlerin (ok) goriiniimii. ABC-P, 100 pm.

r1 gorildii.

Grup III ve IV'deki rat karacigerlerinin bazilarinda koyu
kirmizi, bazilarinda ise gri-beyaz renk degisimleri di-
sinda diger organlarda makroskopik bir lezyona rast-
lanmadi. Grup IIl'e ait karaciger dokularinin histoloji-
sinde hepatositlerde yogun makro-mikrovezikiiler yag
vakuolleri goriildii (Sekil 2A,B). Ozellikle portal bolgele-
re yakin alanlarda, lenfositten zengin mononiiklear hiic-
re infiltrasyon alanlari ile tiim parankimde kupffer hiic-
re hiperplazileri (Sekil 2C) dikkati ¢ekti. Ayrica portal
bolgedeki bag doku artis1 parankimde tam olmayan
pseudolob yapilar1 olusturmustu. Grup 1V’de ise siddeti
kismen azalsa da lezyonlarin histolojisi Grup III ile 6r-
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fibrozis, yaglanma, yangi ve nekroz parametreleri agi-
sindan degerlendirme yapildi. Yaglanma yoniinden
gruplar arasindaki fark istatistiksel acidan 6nemli olup
(P<0,05), yangi, nekroz ve fibrozis skorlama yoniinden
gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemsiz bu-
lunmustur (P>0,05). Yaglanma yoniinden CCls grubu,
CCls+Biberiye ekstrakti grubuna gore ytiksek ¢ikmistir
(Tablo 1).

Biyokimyasal Bulgulari

Tiim gruplardaki serum ALT aktivitesi ile total protein,
alblimin, total kolesterol ve trigliserid diizeyleri Tablo
2’de verilmisgtir.

Saghk Bilimleri Dergisi (Journal of Health Sciences) 2019 ; 28 (3)




Tablo 1. Karaciger istatiksel olarak hasar skorlama (P<0,05).

Atasever A, Alpay A, Ekebas G, Yaman Gram D

CCl4 Grubu CCl4+Biberiye Grubu
Median (%25-%75) Median (%25-%75) P degeri
Yang! n=10 1,5 (0,75-2,25) 0 (0-1,25) 0,114
Yaglanma n=10 2 (2-3)a 1 (0,75-2)b 0,010
Nekroz n=10 0 (0-1) 0,5 (0-1) 0,778
Fibrozis n=10 0,5 (0-1) 0,5 (0-1) 0,879

Grup IlI'de artmis serum ALT aktivitesi sadece Grup
IV’de normal degerlere yaklasmistir. Grup III'de azalmis
olan serum total protein diizeyleri Grup IV’'de etkilen-
memistir. Grup I'e gore, Grup II hari¢ diger gruplarda
(IIT ve 1V) total protein degerleri daha diisiik bulunmus-
tur (P=0,001). Diger yandan serum albiimin diizeyleri
yoniinden deneme gruplari arasinda istatistiksel anlam-
da bir fark bulunmamistir (P>0,05). Grup I'e gore; kara-
ciger hasari ile artmis olan serum Kkolesterol diizeyleri,
(P<0,01) Grup IV'de etkilenmemistir. Grup I'e gore;
Grup III'deki ratlarda serum trigliserit diizeyleri artig
gostermistir (P=0,001). Grup IV’de bu artis, sayisal ola-
rak azalmistir. Deneme gruplar1 arasinda karaciger do-
kusu MDA diizeyleri bakimindan fark istatistiki olarak
onemli bulunmustur. Grup IV'in MDA seviyelerinin
diger gruplardan (I, II ve III) yiiksek oldugu goriilmiistiir
(P<0,05). Grup IV’de MDA seviyelerini 6nemli diizeyde
diismustiir (P<0,001) (Tablo 2). Grup III'iin karaciger
TAK diizeyleri gerek Grup I, gerekse Grup II'ye gore
sayisal olarak diisiik bulunmustur. Grup IV’de TAK dii-
zeyleri lizerine herhangi bir etkisi gériilmemistir (Tablo
2).

la hayvan modellerinde farkl kimyasallar ile olusturu-
lan karaciger hasarli deneysel calismalar 20. yiizyilda
popiiler hale gelmistir (8). Kronik karbon tetrakloriir
uygulanmasinin rat karacigerlerinde hepatitis, fibrozis
ve siroz ile sonuglanan toksikasyonuna olusturdugu
bildirilmistir (4, 10, 13, 18-21).

Karbon tetrakloriir’iin hepatositler {izerine etkisiyle,
graniilsiiz endoplazmik retikulumda bulunan sitokrom
P450 enzim sistemi araciligiyla toksik karakterde ara
metabolitleri olan triklorometil (CClz) ve triklorometil
peroksil (CCl302) serbest radikal metabolitlerine doniis-
mektedir. Bunlarin da hiicre membranindaki doymamis
yag  asitleri ile reaksiyona  girerek lipid
peroksidasyonunu baslatmak veya protein ve yaglara
baglanarak hiicre membranlarini bozmak suretiyle ka-
raciger hasarini olusturdugu bildirilmektedir (4, 5, 22).
Ratlarda karaciger hasar1 olusturmak i¢in CCls'lin kro-
nik uygulandigi calismalar mevcuttur (10, 13, 18-21), bu
calismalarda; hepatositlerde nekroz, makro-
mikrovezikiiler yaglanma, yangisal hiicre infiltrasyonu,
ekstraselliiler matriks molekiillerinin sentezinde artis
ve bag dokusu proteinlerinin birikimiyle kollagenin

Tablo 2. Karbon tetrakloriir ile karaciger hasari olusturulan ratlarda biberiye ekstraktinin serum ALT aktivitesi, total protein,
albumin, kolestrol ve trigliserit (umol/L) diizeylerine ve karaciger dokusu MDA (pmol/L) ve TAK diizeylerine etkisi

Kontrol CCl4 Grubu Biberiye Grubu CCly+Biberiye Grubu
Median (%25-%75) | Median (%25-%75) | Median (%25-%75) Median (%25-%75) P degeri
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
P<0,001
ALT 64,0 (75,0-100,5)° 102,0 (82,75-129,5)z 70,0 (62,5-83,0)° 75,0 (64,75-100,5)b
. P=0,001
TOTAL PROTEIN 6,6 (6,5-6,8)2 59 (5,7-6,1)> 6,5 (6,0-7,1)2 6,2 (5,8-6,4)b
. 0,570
ALBUMIN 4,0 (3,8-4,5) 4,2 (3,8-4,5) 3,9 (3,7-4,1) 4,2 (3,7-4,2)
P<0,001
KOLESTROL 59,5 (55,7-67,0)° 81,0 (71,0-82,0)z 58,5 (56,75-62,5)b 79,5 (75,7-86,0)a
Lo . P=0,001
TRIGLISERIT 72,5 (60,25-86,5)° 171,5 (120,0-196,0)2 | 124,5 (67,7-158,5)a 114,5 (82,7-139,5)ab
P<0,001
MDA 20,62 (18,90-21,37)2 24,78 (22,64-28,38)P 20,22 (19,22-22,26) 22,26 (20,92-22,74)>
P<0,001
TAK 3,10 (2,97-3,4) 2,59 (2,38-3,14)p 2,73 (2,59-2,78)b 2,96 (2,81-3,24)
TARTISMA VE SONUC yogunlasmasini saglayarak fibrozisten siroza kadar

Bitkisel kaynakli bir¢ok ilacin, ucuz ve kolay ulasilabilir,
toksik ve yan etkilerinin az olmasindan dolay1 antioksi-
dan ve karaciger koruyucu etkilerini belirlemek amaciy-
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uzanan parankimi bozan kronik hasarlar ortaya ¢ikara-
bilmektedir (1, 4, 20-23).
Ratlara sekiz hafta; haftada ti¢ kere (20), on hafta; hafta-
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da bir kere (10), on iki hafta; haftada iki kere (21) uygu-
lanan 0,2 mL/100 g CCl4'lin, karaciger dokusunda 6zel-
likle portal boélgeden gelisen fibrosit, fibroblast ve
kollagen demetlerden olusan fibréz dokunun cevreledi-
gi siddetli nekroz, hepatositlerde makro-mikrovezikiiler
yag dejenerasyonu ile yangisal hiicre infiltrasyonlarinin
bulundugu pseudolob olusumlar1 bildirilmistir. Ayrica
Khan et al. (18) 0,2 mL/kg sekiz hafta, Gutiérrez ve ark.
(13) 1 g/kg on Ug¢ hafta, haftada iki kere, Venukumar ve
Latha (19) da 1 mL/kg on iki hafta, haftada bir kere CCls
dozunu vererek ratlarda karacigerde benzer bulgulari
saptamislardir Sekiz hafta boyunca 0,2 mL/kg dozunda
CClylin uygulandig1 calismamizda da karaciger hasari
olusturan (10, 13, 18-21) arastirmacilarin bulgulariyla
ortiisen, rat karaciger kesitlerinde o6zellikle makro-
mikro yag vakuollerinin yogun oldugu Kkaraciger
parankiminde ortadan siddetliye degisen yangisal hiicre
infiltrasyonu ile fibrozis ve tam olmayan pseudolop
olusumlar1 saptanmistir. CCls’'e bagh toksikasyonla olu-
san histopatolojik degisikliklerin; CCls'tin  toksik
metabolitlerinin (5, 24) lipid peroksidasyonunu baslata-
rak hiicre membran biitiinliigiinii bozmasi (25), artan
oksidatif stresin hepatositlerde mitokondriyal hasara
yapmasl, yag asitlerinin mitokondriyal oksidasyonunun
azalmasi ve buna bagl olarak yag asitlerinin esterlese-
rek hepatositlerde trigliserid seklinde birikimine sebep
olmasindan (26) kaynaklanabilecegi klasik bilgilere
dayanilarak sdylenebilir.

Biberiyenin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi
icerdigi yliksek fenolik bilesiklerden kaynaklanmakta-
dir. Ozellikle, monoterpenler (eterik yaglar), diterpen
fenoller (karnosik  asit, karnosol, rosmanol,
apirosmanol, isorosmanol, metil karnosat), fenolik asit-
ler (rosmarinik asit), flavanoidler ve triterpen asitler
(ursolik asit, oleanolik asit, biitilinik asit) biberiye
ekstraktlarinin etken maddelerini olusturmaktadir (27,
28).

Abdel Wahhab ve ark. (29), dort hafta siire ile haftada
iki kez 1 g/kg CCls uyguladiklar ratlarda karacigerde
makro ve mikro steatozis, orta derecede fibrozis
(septum olusturmayan) hemoraji ve fokal nekroz
alanlar1 gozlemis, CCly ile birlikte 220 ve 440 mg/kg
biberiye ekstraktlarinin verilmesiyle lezyonlarin siddet-
inde azalma oldugunu, Fahim ve ark. (30), tez doz CCls
(0,5 mL/100 gr) uyguladiklar: ratlarda akut olarak di-
late ve Kkonjesyone portal damarlarin periferinde
mononiiklear hiicre infiltrasyonu, bazi hepatositlerin
cekirdeklerinde piknoz, karyoreksis ve karyolizis ile
karakterize dejeneratiften-nekroza giden degisiklikler
ve bazilarinin sitoplazmalarinda vakuoler dejenerasyon
ile sinuzoidlerde genisleme, Kupffer hiicrelerinde hiper-
plazi ve aktivasyon saptamislar, li¢ hafta intragastrik
yoldan BE (0,15 g/100gr) uygulamasindan sonra tez
doz CCls (0,5 mL/100 gr) verilmesi CCls grubunda olu-
san bu histopatolojik degisiklikleri normal yapiya
dondiirdiigiinii, Amin ve Hamza (31) ise tek doz 50 mg/
kg azatioprin uygulanarak akut karaciger hasar1 olus-
turduklar1 ratlarda hepatositlerde dejenerasyon, orta
derecede sentrilobuler ve midzonal nekroz, sinu-
zoidlerde dilatasyon, lobiillerde konjesyon, parankimde
hemoraji ile karisik yangisal hiicre infiltrasyonlar1 gor-
misler, bes hafta boyunca 10 mL/kg BE verilmesini
takiben tek doz 50 mg/kg azatioprin uygulamasinin, tek
doz 50 mg/kg azatioprin uygulanan grupta olusan pa-

tolojik  degisiklikler tizerine iyilestirici etkisini,
Gutierrez ve ark. (13), deneme gruplarindan ilkine on
iki hafta 1 g/kg/haftalik CCl4 uygulamasi ile 200 mg/kg
(6,04 mg/kg carnosol) BE'nin es zamanli olarak ve ikin-
cisine, 1 g/kg/haftalik CCl4 uygulamasi ile siroz olustur-
duktan sonra 200 mg/kg (6,04 mg/kg carnosol) BE'nin
yine on iki hafta vermekle yalmiz CCls grubundaki ka-
racigerlerde olusan masif nekroz, siddetli yangi, hiicre-
sel yapiin kaybolmasiyla karakterize tiim karaciger
yikimi ve genis fibrozis alanlarina karsi biberiye
ilavesininher iki ¢alisma grubunda da olusan patolojik
lezyonlar: azalttigini, Sakr ve ark. (33), haftada iki defa,
alt1 hafta stire ile intraperitonal olarak, 0,1 ml/100 gr
viicut agirhigl dozunda CCls verilen albino siganlarda,
hepatositlerde bozulma, sitoplazmik vakollerin goriil-
mesi, kan damarlarinin daralmasi, l6kosit infil-
trasyonlari, yag dejenerasyonu, fibrozis gibi farkl histo-
patolojik degisiklikler gozlenmisler ve Karbontetrak-
loriir+Biberiye grubunda (300 mg/ml, etanolde ¢6ziin-
miis 6zit, 6 hafta siire ile haftada iki defa) ise CClse
bagh sekillenen histopatolojik degisikliklerin
diizeldigini rapor etmislerdir.

Biberiye ektraktinin etkisinin belirlenmesine ydnelik
histopatolojik bulgularin degerlendirildigi sinirh sayida
calismalara rastlanilabilmistir (13, 23, 29-32, 34). Ben-
zer sekilde CCly veya diger toksik madde uygulamasiyla
karaciger dokusunda olusan hasarin Biberiye ekstrakti
verilmesiyle azaldig1 6zellikle yag dejenerasyonu, nek-
roz, fibrozis ve yangiy1 kismen ya da tamamen iyilestir-
digi, kontrol gruplardakilere yaklastirdigin1 bildiren
calismalar varken (13, 29-32, 34), hicbir degisiklik olus-
turmadigini bildiren ¢alismalarda (23) mevcuttur. Sunu-
lan calismada da arastirmacilarin bildirdikleriyle bire
bir ortlismese de karaciger dokusunda iyilesme goste-
ren hepatositlerdeki mikro ve makro vezikiiler yaglan-
manin kismen azalmasi, goriilen nekrotik degisikliklerin
hafiflemesi ve yang hiicrelerinin azalmasi, bag dokunun
sinirh artisi biberiye ekstrakti kullanan arastirmacilarin
(13, 29-32, 34) bulgulariyla benzerlik gostermistir.
Ozellikle; Biberiye ektrakt1 verilen gruplarda yalniz CCls
verilen gruplara gore fibréz doku artis1 minimal seviye-
de olup bazi karaciger dokularinda hi¢ gézlenmemistir.
Bazi arastirmacilar (13, 29-32, 34) hem biberiye
ekstraktinin ve hem de aktif bilesenlerinin (karnosol ve
karnosik asit) lipid peroksidasyonunu bloke edici etkisi-
nin, muhtemelen toksik ara metabolit olusumunu bunla-
11 saglayan enzimleri inhibe ederek karaciger ve plazma
membranlarini koruyabilen bir ajan olabilecegini vurgu-
lamislardir. Calismamizdaki karaciger dokusundaki
kismi iyilesme de muhtemelen biberiyenin antioksidan
etkisiyle (27, 28) ilgilidir.

Ratlarda CCly ile olusturulan kronik karaciger hasarinin
biberiye ekstrakti verilerek iyilestirilmesine yonelik
biyokimyasal bulgularin degerlendirildigi sinirli sayida
calisma (13, 29-32, 34) vardir. Bunlardan Abdel
Wahhab ve ark. (29), ratlara 220 ve 440 mg/kg biberiye
ekstraktlarinin verilmesiyle histopatolojik degisiklik-
lerle paralel olarak artan serum AST, ALT ve ALP enzim
aktiviteleri ile karaciger MDA konsantrasyonlarin da
diisme, Fahim ve ark. (30), ii¢ hafta siireyle intragastrik
yoldan BE (0,15 g/100gr) uygulamasindan sonra histo-
patolojik degisiklikleri normale déndiirerek artmis se-
rum AST, ALT, ALP enzim aktiviteleri, trigliserid ve
glikoz diizeyleri ile azalmis olan albumin, total protein
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ve glikojen diizeylerini de kontrol grubu degerlerine
yaklastirdigini, Botsoglou ve ark. (32) da alti hafta 20 g/
kg BE uyguladiklar ratlarda artan serum AST, ALT ve
ALP enzim aktiviteleri ve karaciger MDA konsan-
trasyonlar1 ile azalan kolesterol ve trigliserid diizey-
lerinin, kontrol grubu degerlerine yaklastigi, Gutierrez
ve ark. (13), CCls uygulamasinin karaciger MDA ve NO
konsantrasyonlarinda artis meydana getirdigini BE'nin
MDA diizeyinde % 17,5, NO konsantrasyonunda ise %
28 oraninda bir azalma oldugunu saptamislardir. Ayrica
CCls verdikleri ratlarda serum ALT enzim aktivitesinde
gozlendikleri 12 kat artisin BE ile % 60 oraninda
azaldigini, yine azalan glikojen diizeyleri ilizerine de
iyilestirici bir etkiye sebep oldugunu, Sakr ve ark., (33)
CCls indiiklenmis karaciger hasarinda, serum AST, ALT,
ALP, Kkolesterol ve trigliserid diizeylerinde artis
gorilirken, biberiye wuygulamasinin bu degerleri
anlamh bir sekilde azalttigini rapor etmislerdir. Calis-
mamizda da CCls uygulanan grupta azalmis olan serum
Total protein diizeyleri biberiye uygulamalarindan et-
kilenmemistir. Kontrol grubuna gore biberiye grubu
haric diger gruplarda total protein degerleri daha diisiik
bulunmustur (P=0,001). Kontrol grubuna gore; CCls ile
karaciger hasar1 olusturulan ratlarda serum trigliserit
diizeyleri artis gostermistir (P<0,01). Karbon tetrak-
loriir verilen hayvanlarda biberiye ekstrakti uygulamasi
ile bu artis sayisal olarak azaltmistir. Kontrol grubuna
gore; karaciger hasari ile artmis olan serum total koles-
terol diizeyleri, CCl4’lii gruplara biberiye ekstrakti ilave-
siyle degisiklik gdstermemistir. Karbon tetrakloriir uy-
gulamalar1 ile artmis serum ALT aktivitesi sadece
biberiye uygulamas: ile normal degerlere yaklasmis,
serum albumin diizeyleri yoniinden deneme gruplari
arasindaki fark istatistiksel olarak onemli bulun-
mamistir (P>0,570). Deneme gruplar1 arasinda ka-
raciger dokusu MDA diizeyleri bakimindan fark ista-
tistiki olarak dnemli bulunmus olup, en yiliksek MDA
seviyeleri CCls gurubunda saptandi (P<0,05). Karbon
tetrakloriirlii gruplara biberiye uygulamasi MDA sevi-
yelerini 6nemli diizeyde disirmiistir (P<0,001). Yu-
karida bildirilen arastirmacilarin (13, 29-32, 34)
bildirdikleri MDA degerleri, ¢calismamiz MDA degerleri-
yle genellikle ortiismistii. Karbon tetrakloriir ile ka-
raciger hasari olusturulan ratlarda biberiye uygulamasi-
nin TAK’si lizerine etkisine dair herhangi bir arastir-
maya ulagilamamistir. Sunulan ¢alismada biberiye uygu-
lamasinin total antioksidan kapasitesi lzerine etkisi
olmadig1 sonucuna varilmistir.

Akut karaciger hasarinin olusmasinda ilag toksikasyonu,
alkol, viral enfeksiyonlar, nonalkolik steatoz ve kolestaz
gibi cesitli karaciger hastaliklar1 6nemli bir faktoérdiir
(35-37). Son on yilda yapilan ¢alismalara gore, hepatosit
apoptozunun, toksik hasarin ilk hiicresel cevabi ve ka-
raciger hastaliklarinda hiicre 6limiiniin temelini olus-
turdugu disiiniilmektedir (37, 38). Apoptozu uyaran
mekanizmalar, ekstrinsik ve intrinsik yolla olusturmak-
tadir (39, 40). Kaspaz 8 enzimi ekstrinsik veya 6liim
reseptdr yolunu, kaspaz 9 enzimi ise apoptozun
intrinsik veya mitokondriyal yolu ile olusan inisyatdér
kaspazlardir. Bu iki yol birlesir ve aktif-kaspaz 3 enzimi-
ni ve apoptozisin baslamasina neden olur (41, 42, 43).
Sunulan ¢alismada da, Domitrovi¢ et al. (43), Karakus et
al. (44), Liu et al. (45), Aram et al. (46), Chan et al. (47),
Leu et al. (48), Lu et al. (49), Xie et al. (50) ve Parajuli et

Atasever A, Alpay A, Ekebas G, Yaman Gram D

al. (51) bildirdikleri gibi CCls uygulamasindan sonra
hepatositlerdeki kaspaz-3 aktivitesinin artis1 ile ortiis-
mektedir.

Liu et al. (45) ¢alismasinda kaspaz 8 aktivitesinin her-
hangi bir degisiklik gérmedigini, Aram et al. (46), Chan
etal. (47), Leu et al. (48), Lu et al. (49), Xie et al. (50) ve
Parajuli et al. (51) ise kaspaz 8 aktivitesindeki artisi
bildirmislerdir. Ayrica Liu et al. (45), Xie et al. (50) ve
Parajuli et al. (51) ¢alismalarinda kaspaz 9 aktivitesinde
de artis goriildiigiinii ifade etmislerdir. Bu durumun
CCls'lin hepatositlerin hem instrinsik hem de ekstrinsik
yolu kullanarak apoptoza gittigini gdstermistir. Biberiye
ekstraktinin, CCls toksikasyonu ile olusturulan karaciger
hasarini iyilestirici 6zelliginde, kaspaz aktivitesine etkisi
yoniinde yapilmis calismalara rastlanilmamistir. Bu
calismada biberiye uygulamasina bagh kaspaz-3 aktivi-
tesinin siirh sayida azaldigl saptandi. Ayni sekilde
kaspaz-8 kontrol gruplarinda negatifken, CCls+Biberiye
verilen grupta pozitiflik saptanmistir. Kaspaz-9 aktivite-
sinin de kaspaz-3 gibi kismen azalmis olmasi, biberiye
uygulamasinin sinirli da olsa karaciger dokusunu koru-
yabilecegini diisiindirmiistiir.

Sonug olarak, CClsile birlikte 200mg/kg biberiye ekstre-
si verilmesinin karaciger hasari tizerine iyilestirici etkisi
biyokimyasal parametreler ile belirlenirken,
histopatolojik lezyonlar lizerine istenilen diizeyde olum-
lu etkisi gozlenmemistir. Bu nedenle biberiye ekstresi-
nin farkl siirelerde ve yan etki olusturmaksizin en iyi
sonucu verecek yliksek dozlarda kullanilarak, etkisinin
belirlenmesine yonelik yeni arastirmalara ihtiya¢ oldu-
gu kanaatine varildi
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