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Ozet: Bu galismada, karbon tetrakloriir (CCl,) ile akut karaciger hasari olusturulan ratlarda nar gekirdegi yaginin (NCY)
karaciger dokusunda olusabilecek lezyonlar tzerine koruyucu etkisi, hlicresel apoptozda kaspaz aktivasyonlari, serum
Alanin Amino Transferaz (ALT) aktivitesi, trigliserit, total protein, albimin, total kolesterol diizeyleri ve karaciger malon-
dialdehit (MDA) diizeyi degerlendirildi. Calismada 32 adet rat, her grupta 8 adet olmak (izere 4 gruba ayrildi. ik grup
kontrol olarak belirlendi. Ikinci gruba 4 hafta her giin 2 mi/kg/canli-agirlik dozunda NCY gavaj ile verildi. Uglincii gruba
1:1 oraninda misir yagi ile dilie edilen 1.0 mi/kg/canh-agirlik iki doz CCl,ilk hafta 3 gliin ara ile intraperitoneal olarak
enjekte edildi. Dordiinct gruba 2 ml/kg/canhi-agirhk dozunda NCY 4 hafta her giin, gavaj ile verilirken ilk hafta 3 glin
ara ile 2 doz intraperitoneal 1 ml/kg/canli-agirlik, dilie edilmis CCl, uygulandi. Kontrol gruplarinda normal karaciger
doku yapisi gozlenirken; CCl, grubunda hepatositlerinde yogun makro ve mikrovezikiler yaglanma, portal bolgede ve
parankimde gogunlugu lenfositlerden olusan mononiiklear hiicre infiltrasyon alanlari ile nekrotik degisiklikler goraldi.
NCY uygulamalarinda histopatolojik degisiklikler CCl, grubuna gére kismen azalirken, kaspaz 3 ve 9 aktivitesi de sinirli
sayida azaldi. CCl, ile artis gOsteren ALT aktivitesi NCY uygulamasi ile énemli diizeyde disiis (P<0.05), serum total
protein degerlerinde artis (P<0.001) gozlendi. CCl,uygulanmasi karaciger MDA diizeyini énemli diizeyde artirirken
(P<0.001), NCY’nin uygulamalari istatistiki dnemde etkilemedi. Sonug olarak; CClile birlikte NCY verilen deney grup-
larinda karaciger hasarina karsi histopatolojik degisiklikler Uzerinde olumlu etkisi gdézlenmemesine karsin, bazi biyo-
kimyasal degerleri kontrol grubu degerlerine yaklastirdigindan, kismen iyilestirici bir etkisinin olabilecegi, ancak bu
iyilesmenin karaciger dokusundaki hasara yansimadigi disinulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Histopatoloji, immunhistokimya, karbon tetraklorir, nar gekirdegi yagi, rat

The Effects of Pomegranate Seed Oil on Acute Liver Damage Induced Carbon Tetrachloride in Rats and
Determination of Hepatic Apoptosis and Caspase Activity

Summary: In this study, the protective effect of pomegranate seed oil (PSO) on liver tissue lesions in rats induced by
carbon tetrachloride (CCl,) in acute liver injury, caspase activations in cellular apoptosis, serum Alanine Amino Trans-
ferase (ALT) activity, triglyceride, total protein, albumin, total cholesterol levels, and liver malondialdehyde (MDA) levels
were evaluated. Thirty-two rats were divided into four groups as 8 rats in each group. The first group was determined
as control. The second group was given 2 ml/kg/body-weight PSO gavage daily for 4 weeks. In the third group, 1.0 ml/
kg/ body-weight of two doses of CCl, diluted 1:1 with corn oil was injected intraperitoneally at 3 days intervals in the
first week. The fourth group received 2 mi/kg/body- weight PSO every day for 4 weeks by gavage and 2 doses intraper-
itoneally 1 ml/kg/body-weight, diluted CCl, at 3 days intervals in the first week. While normal liver tissue structure was
observed in the control groups; In the CCl, group, intense macro and microvesicular steatosis of hepatocytes, mononu-
clear cell infiltration areas mostly composed of lymphocytes in the portal region and parenchyma and necrotic changes
were observed. Histopathological changes in PSO applications were partially decreased compared to the CCl,4 group,
while caspase 3 and 9 activity decreased to a limited number. ALT activity increased with CCl, and decreased with
PSO application (P<0.05) and increased serum total protein values (P<0.001). While the administration of CCl, signifi-
cantly increased liver MDA levels (P<0.001), it was not significantly affected by the application of PSO. As a result;
although there was no positive effect on histopathological changes against liver damage in experimental groups given
PSO with CCl, since it brings the biochemical values closer to the control group values, it is thought that it may have a
partially curative effect, but this improvement does not reflect the damage in liver tissue.

Key words: Carbon tetrachloride, histopathology, immunohistochemistry, pomegranate seed oil, rat

Gelis Tarihi/Submission Date :07.01.2020 Girig
Kabul Tarihi/Accepted Date  : 09.06.2020

*Bu calisma “Ratlarda Karbon Tetraklorir ile Olusturulan Akut ve
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bilinmektedir (Recknagel ve ark., 1989). Olusan ser-
best radikal tlrevleri, hlicre membranindaki doyma-
mis yag asitlerine etki ederek lipid peroksidasyonu
olusturarak etki gdstermektedirler (Basu, 2003; Reck-
nagel ve ark., 1989).

Dogal antioksidantlarin en énemli gruplarini olusturan
fenolik maddeler; flavonoidler, sinnamik asit tlrevleri,
kumarinler, tokoferoller ve fenolik asitlerdir (Moure ve
ark., 2001; Naczk ve Shahidi,2004). Lipid oksidasyo-
nun geciktiriimesi bakimindan biberiye, adacgayi, ke-
kik, keten tohumu yagi, sarimsak, zeytin yapragi, nar
cekirdegi ve cay ekstraktlari bilesimlerindeki fenolik
bilesiklerden dolay! dogal antioksidan olarak kullanil-
maktadirlar (Namiki, 1990). GUinumuzde halk hekimli-
ginde hastaliklardan korunmak igin, nar (Punica gra-
natum) orta dogudaki birgok kiltirde kullaniimaktadir
(Gurib-Fakim, 2006). Nar suyunun, kabugunun ve
yaginin, degisik mekanizmalarla ¢cok sayida terapétik
yarar saglamasi ile birlikte birgok arastirmaci hicre
siklusunu, invazyon ve anjiyogenezi engelleyerek
antikarsinojen, antioksidan ve anti-inflamatuvar 6zel-
liklere odaklanmistir (Lansky ve Newman, 2007). Nar
suyundaki temel antioksidanlardan fenolik yapidaki
hidrolize edilebilir antosiyaninler, polifenoller, katesin-
ler, gallik ve ellagik asitler olup, bu antioksidanlar
nitrik oksidin oksidatif yikimini 6nleyerek etki eder-
ken, anti-inflamatuvar etkilerinin de oldugu goriimis-
tur (Noda ve ark., 2002).

Bu calismada, karbon tetraklortr (CCly) ile akut kara-
ciger hasari olusturulan ratlarda, Nar Cekirdegi Yagi
(Punica granatum Oleum)'nin (NCY) karaciger doku-
sunda olugabilecek lezyonlar tzerine koruyucu etkisi,
hicresel apoptozun immunohistokimyasal yéntemle
[anti kaspaz 3 (aktif), 8 ve 9 antikorlari] degerlendiril-
mesi ve serum Alanin Amino Transferaz (ALT) aktivi-
tesi, ftrigliserit, total protein, albimin ve kolesterol
duzeyleri ile karaciger Malondialdehit (MDA) dizey-
lerinin belirlenmesi amaglandi.

Gereg ve Yontem

Calismada kullanilan nar ¢ekirdegi yagi (NCY), ticari
olarak BUKAS firmasindan temin edilmistir. Arastirma
icin Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurul Komitesinden 13.01.2016 tarihinde 16/008 sayi
ile onay alindi. Calismada Erciyes Universitesi Tip
Fakultesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Aras-
tirma Merkezi (DEKAM)'nden temin edilen 200-250g
agirhginda, 32 adet Wistar albino rat kullanildi. Her
grupta 8 hayvan olmak lizere 4 grup olusturuldu. Ca-
lismada kullandigimiz karbon tetraklortrir dozu
Gram Yaman ve ark., (2018)'nin c¢alismasina gore
1.0 ml/kg/canli agirlik CCl4 olarak belirlenirken, NCY
dozlar ise Melo ve ark., (2015) ve Sarica ve Liman
(2016)'nin galismalarina goére 2 ml/kg/canli agirlik
dozunda belirlendi. ilk grup kontrol olarak belirlendi
ve % 0.9 NaCl (1ml/kg/canli agirlik); ikinci gruba 4
hafta her giin sirasi ile 2 ml/kg/canh agirlik dozunda
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NCY gavaj ile verildi. Ugiincii gruba 1:1 oraninda
misir yagi ile dilie edilen 1.0 mi/kg/canh agirlik iki
doz CClyilk hafta 3 gln ara ile intraperitoneal (ip)
olarak enjekte edildi. Dordliinci gruba 2 mi/kg/canli
agirlik dozunda NCY 4 hafta her glin, gavaj ile verilir-
ken ilk hafta 3 guin ara ile 2 doz intraperitoneal (ip) 1
mi/kg/canh agirlik, 1:1 oraninda misir yagi ile dilie
edilen CCl4 uygulandi. Calisma gruplarindaki ratlarin
son uygulamadan 24 saat sonra intramuskuler 80
mg/kg ketamin (alfamine, 100 mg/ml, Ata-Fen) ve
intraperitonal 12 mg/kg ksilazin (alfazyne, 20 mg/ml,
Ata-Fen) (Green ve ark., 1981) ile anestezi saglan-
diktan sonra gégus ve karin bosluklari acilip, intra-
kardiyak kan 6rnekleri antikoagulantli ve antikoagu-
lantsiz tlplere alinarak nekropsileri yapildi. Alinan
kan 6rnekleri 3000 rpm'de 10 dk santrifiij edilerek
plazma ve serumlari ayrildi. Alinan tim doku 6rnekle-
ri 15tk mikroskobik incelemeler i¢in % 10’luk tamponlu
nétral formalin sollisyonuna konuldu (Luna, 1968).
Karaciger dokusunun bir kismi MDA belirlenmesi
amaciyla calisma giiniine kadar -80°C'de saklandi.
Ayrilan plazma ve serumlar analiz igin -20°C'de sak-
landi. Serum ALT aktivitesi, trigliserit, total protein,
albiimin ve kolesterol diizeyleri Erciyes Universitesi
Tip Fakiltesi Hastaneleri Merkez Laboratuvari, Klinik
Biyokimya boéliminde Roche Cobas 8000 marka
otoanalizatérde ticari kitler (Roche Cobas Kit-Isvigre)
kullanilarak belirlendi. Karaciger dokusu MDA duzey-
leri ticari kit (Cayman, USA) kullanilarak ELISA ciha-
zinda (uQuant Bio-Tek) belirlendi. Doku takip islemle-
ri tamamlanan karaciger ait doku 6rnekleri parafine
goémiuldu. Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom
yardimiyla 5-uym kalinhginda kesitler lamlara alindi.
Rutin Hematoksilen-Eosin (HxE) ile boyandi (Luna,
1968) Dokulardaki kaspaz aktivitesini gostermek igin
Streptavidin Biotin Kompleks Peroksidaz (ABC-P)
teknigi, ticari kitte (Zymed, Histostain Plus Kit, Califor-
nia, USA) éngoérilen standart prosedire goére yapildi.
Primer antikor olarak anti caspase-3 (aktif) (Novus
NB100-56113) (sulandirma orani 1/2000), anti caspa-
se-8 (Abcam ab25901) (sulandirma orani 1/100) ile
anti caspase-9 (Abcam ab25758) (sulandirma orani
1/100) kullanildi. Negatif kontrol olarak dokulara PBS
(pH 7.4), pozitif kontrol olarak primer antikorlarin Gre-
tici firmalarinin 6nerdigi kontrol dokularina primer
antikorlar uygulandi. Pozitiflik DAB kromojen ile tespit
edildi. Zemin i¢cin Mayer Hematoksilen kullanildi. Yag
boyasi i¢in % 10’luk tamponlu nétral formalin solls-
yonunda saklanan karaciger dokulari, Osmium tetrok-
sit (OsQ,) soliisyonuna aktarildi. 8 saat bu sollisyon-
da bekletilerek yag dokusunun tespit olmasi saglan-
diktan sonra rutin doku takibi islemlerinden gegirile-
rek HXE boyama yapildi (Luna, 1968). Hematoksilen-
Eozin ile boyanan kesitlerde hepatositlerde yaglan-
ma, yangi, nekroz ve fibrozis semikantitatif olarak
degerlendirildi. Semikantitatif yontemde, her karaci-
ger igin her bir kesitte 10 farkli alanda 10’luk ve 20’lik
objektifte sayilip s6zl edilen her bir hasar parametre-
si ikiger patolog tarafindan ortalama deger alinarak
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skorlandi ve yuzdelik degerler hesaplandi. Yaglanma
eger karaciger hicrelerinin %33’'inden 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 derecelendirildi (yok=0, hafif=1,
orta=2, siddetli=3). Biyokimyasal verilerin istatistiki
analizleri ve karaciger yangi yaglanma nekroz ve
fibrozis skor degerleri gruplar arasinda karsilastirildi-
ginda Kruskal Wall's test, farkhihidin énemli ciktigi
durumlarda Bonferoni dizeltmeli Mann Whitney U
testi ile yapildi.

Bulgular
Klinik bulgular

Calismada; kontrol ve NCY gruplarindaki ratlarda her-
hangi bir klinik bulgu gérilmezken, CCls ve CCl4+NCY
gruplarindaki ratlarda en belirgin olarak halsizlik, istah-
sizlik, kilo kaybi, sendeleyerek yirime ve agin tikirik
salgisi gibi klinik bulgular gézlendi.

Histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgular

Kontrol (Grup 1) ve NCY (Grup 2) gruplari; ratlarin
histopatolojik muayenesinde karaciger doku érnekle-
rinin normal yapida olduklari gortlda (Sekil 1 A,D).
Ayni doku kesitlerine osmium tetroksit ile yapilan
boyamada hepatositlerde yagd belirlenemedi. Grupla-
ra ait karaciger doku kesitlerinden yapilan histolojik
hasar skorlamasinda; fibrozis, yaglanma, yangi ve
nekroz parametreleri agisindan hasar skoru sifirdi
(Tablo 1). Karacigerlerinden hazirlanan doku kesitle-
rinde Kaspaz 8de boyanma negatifti. Ancak normal
apoptoza maruz kalan az sayida hepatositte kaspaz
3 ve kaspaz 9'da pozitiflik tespit edildi. Pozitif hlicre-
lerde sitoplazma kahverengi boyanmis oldugu goériil-
di (Sekil 1 B,C,E,F)
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Sekil 1. A. Kontrol grubu, D. Nar ¢ekirdegi yagi grubu, kara-
cigerlerin normal histolojik gérunimu. Karaciger, HxE,
x100. B. Kontrol grubu, E.Nar ¢ekirdegi yagi grubu, hepato-
sitlerin kaspaz 3 pozitif gérunimu (oklar). ABC-P. x200. C.
Kontrol grubu, F.Nar cekirdegi yadi grubu, hepatositlerin
kaspaz 9 pozitif gorinimu (oklar). ABC-P, x200

Karbon tetrakloriir grubu (Grup 3); karaciger doku
kesitlerinin histopatolojik incelemesinde hepatositler-
de yogun makro ve mikrovezikiler yag vakuolleri
goruldu (Sekil 2A). Bu vakuoller parankimdeki hepa-
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tositlerin gogunda saptandi. Bu alanlarda remark
kordonlari yapisi bozulmustu. Ozellikle portal bélgele-
re yakin alanlarda, lenfositten zengin mononiklear
hiicre infiltrasyonlar ile kupffer hiicrelerinde sayica
artis ve fokal kanama alanlarn gorulirken (Sekil 2B),
seyrek olarak benzer hicre infiltrasyonlarina yaglan-
ma alanlarinin periferinde ve ayni zamanda homojen
bir goriinim gdstermedidi icin tam olarak siniflandiri-
lamayan genis nekrotik alanlarda da dikkati ¢cekmistir.
Nekrotik alanlarin tim parankime yayildigi ve pembe
homojen bir kitleye dénustugu gorulmustir. Bu alan-
larda hepatositlerin stoplazmalarinda mikrovezikiler
yag vakuolleri belirgin olarak dikkati gekmekteydi. Bu
gruba ait hasar skorunun kontrol ve NCY gruplarin-
dan siddetli ve istatistiksel olarak anlamli oldugu go-
ruldi (Tablo 1).

Karaciger doku kesitlerine yag boyasi (Osmium tet-
roxide method for fat) ile hepatosit sitoplazmalarinda
makro-mikro yag vakuollerinin siyah renkte boyandigi
dikkati cekti (Sekil 2C).

Karaciger doku kesitlerinin immunhistokimyasal de-
gerlendirmesinde; yag vakouolleri bulunan hepatosit-
lerin periferinde kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 im-
munpozitif hepatositler tespit edildi. Pozitif hlicrelerde
hepatosit sitoplazmalarinin kahverengi
gozlendi (Sekil 2 D,E,F).

boyandigi
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Sekil 2. A-B. Karbon tetraklorlr grubu ratlarin hepatositle-
rinde yogun makro ve mikro vezikiler yagd vakuolleri, nekro-
tik alanlarda lenfositten zengin monontiklear hiicre infiltras-
yonu ile kupffer hiicrelerinde sayica artis ve fokal kanama
alanlarinin goriinimdi. Karaciger, HXE, x100, x400. C. He-
patosit sitoplazmalarinda makro mikro yag vakuollerinin
siyah renkte gorinimi. Karaciger, (OsO4 fikse edilmis)
HxE, x100. D. Hepatositlerde kaspaz 3 pozitif, E. Hepatosit-
lerde kaspaz 8 pozitif, F. Hepatositlerde kaspaz 9 pozitif
gorinim (oklar). ABC-P, x200

Karbon tetrakloriir+nar g¢ekirdegi yagr grubu (Grup
4); karaciger dokularinin histolojik incelemesinde iki
farkli lezyon dikkati cekti. ilki CCly ile birebir értiisen
gOruntul idi. Bu grupta yine hepatositlerde yogun mak-
ro ve mikrovezikiler yag vakuolleri géruldu. Bu vaku-
oller parankimdeki hepatositlerin ¢ogunda saptandi
(Sekil 3A). Ozellikle yaglanma bolgelerinde daha
yogun olmak Uzere tiim parankim dokuda lenfositten
zengin mononuklear hiicre infiltrasyon alanlari gorul-
dii. Bu alanlarda damarlar hiperemikti. ikinci gériintii-
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Sekil 3. A. Karbon tetraklorir+NCY grubu ratlarda, karacigerde yaglanmanin gérinimu. B. Hepatositlerde daha kugiik yad
vakuolleri ve parankimde genis nekroz alanlarinin gérinimu. Karaciger, HxE, x200, x100. C. Hepatosit sitoplazmalarinda
makro mikro yag vakuollerinin siyah renkte gorinimu. Karaciger, (OsO4 fikse edilmis) HXE, x200. D. Hepatositlerde kaspaz 3
pozitif, E. Hepatositlerde kaspaz 8 pozitif, F. Hepatositlerde kaspaz 9 pozitif gérinimu (oklar). ABC-P, x200

de ise lezyon siddetinde herhangi bir azalma olmak-
sizin yag vakuolleri daha kigik olup, parankimde net
olarak sinirlari belli olmayan genis nekroz alanlari
icerisinde yer almaktaydi ($ekil 3B). Nekroz alanlar
icerisinde lenfositten zengin monontklear hicre infilt-
rasyon alanlari dikkati gekti. Bu alanlarda damarlarda
hiperemi daha belirgindi. Bu gruba ait hasar skorunun
kontrol ve NCY gruplarindan siddetli ve istatistiksel
olarak anlamli oldugu, CCl, grubu ile benzer oldugu
gorildu (Tablo 1).

Karaciger kesitlerine yag boyasi ile makro-mikro yag
vakuollerinin oldugu alanlarda yagdin siyah renkte
boyandigi dikkati gekti (Sekil 3C).

Karaciger dokularinin immunhistokimyasal inceleme-
sinde; yag vakouolleri bulunan hepatositler ve sentri-
asiner venlerin periferindeki hepatositlerde ve bu
bolgedeki damar cevrelerinde kaspaz 3, kaspaz 8 ve
kaspaz 9 immunpozitiflik tespit edildi. Pozitif hiicreler-
de sitoplazmanin kahverengi boyandidi dikkati cekti
(Sekil 3D,E,F).

Biyokimyasal bulgulari

Calismada gruplara ait serumdan ALT aktivitesi, trigli-
serit, total protein, albimin ve kolesterol ile karaciger
dokusundan MDA aktiviteleri diizeyleri Tablo 2’'de
verildi.

Kontrol ve NCY gruplari arasinda serum ALT aktivite-
si yonunden istatistiki anlamda bir fark belirlenmedi.
Karbon tetraklorir uygulanan grupta karaciger hasa-
rina bagh olarak énemli diizeyde artan serum ALT
aktivitesi, NCY’'nin uygulamasi ile 6nemli dizeyde
dists (P<0.05) gostermis olup, normal degerlere
dondi (Tablo 2). Karaciger hasari olusturulan hay-
vanlarda NCY uygulamasi serum total protein deger-
lerinde azalmaya neden oldu (P<0.001). Gruplar ara-
sinda serum albumin degerleri yonlinden istatistiki
o6nemde bir fark saptanmadi (P>0.05). Karbon tetrak-
loriir uygulamasi ile olusan karaciger hasarina bagh
olarak 6nemli diizeyde artig gosteren serum total
kolestrol dizeyleri (P<0.01) NCY uygulamasindan
etkilenmedi. Karaciger hasari olugturulan ratlarda
serum trigliserit diizeyleri 6nemli dizeyde (P<0.01)

Tablo 1. Akut deneme gruplarina ait doku hasar parametre skorlarinin istatistiksel nem kontrol(

Medyan(%25; %75 Yiizdelik)

istatistik Onem

Gruplar ccl, KONTROL NGY NCY+CCl, Kontrolii
(N=§) (NO=aS) (N()=a8) (gzg) (Kruskal Wallis Test)
Yang! (1 .%)%.0) (0-0) (0-0) (1 .75-3.0) P<0.001
Yaglanma (3%'3_0) (g_ao) (8_30) (3%_54.0) P<0.001
b a a b
Nekroz (2'7%2”500) (00-0) (8— ) (1 '7%_02525) P<0.001
a a
Fibrozis (2.(?-'2.25) (8-0) ((?-0) (1 .3-? 25) P<0.001

@b Her satirda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki fark 6nemlidir.
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Tablo 2. Akut karacider hasari olusturulan ratlarda kontrol ve deneme gruplarinin serum biyokimyasal

parametreleri

Medyan istatistik
(%25; %75 Yiizdelik) Onem Kont-
Gruplar KONTROL ccl, NCY NCY+CCl, (K:L’L”kal
(N=8) (N=8) (N=8) (N=8) Wallis Testi)
68.0° 103.0° 64.0° 65.0°
ALT(UL) (65.0:815)  (69.5:190.5)  (59.0:68.0)  (59.0;126.0) P<0.05
, 6.4° 5.7° 6.6 6.4°
Total Protein(g/dL) (6.1:6.5) (5.65.9) (6.4:6.8) (6.0:6.5) P<0.001
. 4.0 4.1 4.1 3.9
Albtmin(g/dL) (3.9:4.1) (3.9:4.2) (4.0-4.3) (3.7-4.0) P>0.05
66.0° 73.0° 69.5° 72.0°
Total kolesterol (mg/dL) 54 574 72.5.77.2 64.0:76.0 68.25:80.50 P<0.01
o 95.5° 220.0° 97.0° 128.5°
Trigliserit (mgldL) 7, 7. 1075) (107.5:239.0) (67.5:130.5)  (95.0; 151.0) P<0.01
. 21.6° 35.4° 22.2° 25.8°
MDA (umol/mg protein) 09 1.034)  (243-38.3)  (19.524.3) (25.3-28.3) p<0.001

@b Her satirda farkll harf taslyan gruplar arasindaki fark énemlidir.

artis gosterdi. Bu hayvanlara NCY uygulanmasi, art-
mis trigliserit diUzeylerini sayisal olarak dusurdi
(Tablo 2).

Karaciger MDA dizeyleri yoniinden kontrol ve NCY
gruplari arasinda istatistiki anlamda bir fark saptan-
madi. Karbon tetrakloriir uygulanmasi karaciger MDA
dizeylerini kontrol gruplarina goére 6nemli dizeyde
artirdi (P<0.001), ancak bu artislar NCY’nin akut uy-
gulamalarindan istatistiki 6nemde etkilenmedi (Tablo
2).

Tartisma ve Sonug

Antioksidan icerikli bitkisel kaynakl bilegiklerin toksik
ve yan etkilerinin az olmasindan dolayi, farkli kimya-
sal maddeler ile olusturulan karaciger hasarina karsi
karacigeri koruyucu etkilerinin belilenmesi amaciyla,
hayvan modellerinde yapilan deneysel caligmalar
populer hale gelmistir (Parajuli ve ark., 2013; Schinel-
la ve ark., 2010).

Ratlarda karaciger hasari olusturmak amaciyla
CCls'in akut uygulandigi galigmalarda (Ali ve ark.,
2010; Ravikumar ve Gnanadesigan, 2011) karaciger
kesitlerinde hepatosit sitoplazmalarinda yag vakuol
olusumlari, remark kordonlarinin bozulmasina bagh
interstisyel 6dem, V. centralis’lerde ve sinlzoidal
alanlarda konjesyon, fokal nekroz, yangi hicre infilt-
rasyonu sekillendigini bildirmislerdir. Bu calismada da
CCl4sUn ilk hafta iki doz halinde 3 gun ara ile 1 ml/kg
intraperitonal yolla uygulanmasi sonucunda karaci-
gerde sentrilobiler ve parankimde net olarak siniflan-
dirllamayan genis nekroz alanlari, gogunlugu lenfosit
olan mononuklear hiicre infilirasyonlari ve 6zellikle

sentrilobller bélgede daha yogun olmak kaydiyla tim
parankimde hepatositlerde buyukltkleri farkh, keskin
kenarli yuvarlak yad vakuollerinin gézlenmesi,
CCl4’Un farkl dozlar kullanilarak akut karaciger hasa-
ri olusturan yukaridaki arastirmacilarin (Ali ve ark.,
2010; Ravikumar ve Gnanadesigan, 2011) bulgulari
ile birebir ortismustir. Akut karaciger hasari olustu-
rulan ve olugsan hasarin nar ¢ekirdegi yag: (Gram ve
ark., 2018; Melo ve ark., 2015) nar ¢ekirdegi ekstresi
(Yang ve ark., 2011) nar kabugu ekstresi (Osman ve
ark., 2011) ve nar suyunun (Shaban ve ark., 2014)
iyilestirici etkisini arastirmis ¢alismalarda vardir. Melo
ve ark. (2015) ve Gram ve ark. (2018) karbon tetrak-
I6rir ile karaciger hasari olusturup, iyilestirmek ama-
ciyla nar c¢ekirdegi yagi verdigi grupta hafif ve orta
derecede mikro ve makro vakuoller goézlenirken, orta-
larinda nétrofil infiltrasyonu ve kanama odaklari bulu-
nan nekrozlari bildirmiglerdir. Karbon tetraklérir ile
karaciger hasari olusturulan ratlarda, iyilestirmek
amaciyla Yang ve ark. (2011) nar cekirdegi ekstrakt
vermis, yag vakuollerinin ve yangi hicrelerinin sayisi-
nin azaldigini bildirmiglerdir. Nar kabugu ekstresi
veren arastirmacilardan Osman ve ark. (2011) da
sentriasiner hepatositlerde olugan vakuoller dejene-
rasyon, steatozis ve nekroz ile bu alanlardaki fokal
mononiklear yangisal hicre infiltrasyonlarinin sidde-
tinin azaldigini bildirmiglerdir. Sunulan ¢alismada ise
CCl4+NCY grubunda karaciger lezyonlarindan makro
-mikro vezikiler yag vakuol olusumlari ¢ogunlugu
lenfosit olan mononukleer hicre infiltrasyonlari ve
nekroz alanlari ile remark kordonlarinin yapisinin
bozulmasi, damarlarda hiperemi gibi bozukluklar CCl,4
grubundakine benzerlik géstermistir. Benzer sekilde
bazi ¢alismalarda (Gram ve ark., 2018; Melo ve ark.,
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2015) nar cekirdegi yaginin iyilestirici etki gosterip
gOstermedigi tam olarak ortaya konulamamistir. An-
cak sunulan ¢alismada karaciger hasarinin nar gekir-
dedi yaginin verilmesi ile tam olarak dizelmedigi
gOrulmugtar.

Karbon tetraklorir karaciger de nekrozu tetiklese de,
¢ogunlukla hepatositlerdeki mitokondriyal fosfolipid
tabakasini yok edip kaspaz 3'e bagli apoptozu tetikle-
mektedir (Domitrovi¢ ve ark., 2013; Tao ve ark.,
2012). Ratlarda karaciger hasari olusturmak amaciy-
la CCly'Un uygulanan in vitro ve in vivo galismalarda,
karaciger hicrelerinde apoptozu belirlemek igin yapi-
lan kaspaz aktivitesini iceren immunohistokimyasal
bulgular mevcuttur (Chan ve ark., 2014; Domitrovi¢
ve ark., 2013; Liu ve ark., 2014; Tao ve ark., 2012;
Xie ve ark., 2015). Bu calismalardan; Domitrovi¢ ve
ark. (2013), Liu ve ark. (2014), Chan ve ark. (2014)
ve Xie ve ark. (2015) kaspaz 3 aktivitesinin artigini,
Liu ve ark. (2014) calismasinda kaspaz 8 aktivitesinin
herhangi bir degisiklik gormedigini, Chan ve ark.
(2014) ve Xie ve ark. (2015) ise kaspaz 8 aktivitesinin
artigini bildirmiglerdir. Ayrica Liu ve ark. (2014) ve Xie
ve ark. (2015) g¢alismalarinda kaspaz 9 aktivitesinde
de artig gorlildiginu ifade etmislerdir. Arastiricilarin
sonuglarinda CCl,'in neden oldugu asir reaktif oksi-
jen tlrevleri olusumu; endojen antioksidan enzimlerini
tiketmekte ve kaspaz 3, 8 ve 9 gibi enzimlerin aktif
olarak hepatosit apoptozisini tetikledigini, bu durumun
CCly, toksikasyonunda hem instrinsik hem de ekstrin-
sik yolu kullanarak hepatositlere apoptoza gétiirdigu
ve yikimi gerceklestirdigi bizim ¢alismamizda da elde
edilen sonuglarla paralellik géstermektedir.

Karaciger hasari olugturma da CCl,'lin ve farkl toksik
maddelerin uygulandidi, nar c¢ekirdegi ekstrakti
(Ibrahim ve ark., 2016) ve nar suyunun (Shaban ve
ark., 2014) iyilestirme ve apoptozun tetiklenmesindeki
engelleme etkisini arastiran galismalar mevcuttur. Bu
galismalarda ibrahim ve ark. (2016), CCl, uyguladig
gruplarda kaspaz 3 pozitif hepatositlerin kontrol gru-
buna gbére sayisi yodun sekilde artarken, CCl, ile
birlikte nar gekirdegi ekstresi verilen gruptaki pozitif
hepatosit sayisi yogunlugu CCl,; grubuna gore hafif
bir azalma gosterdigini, Shaban ve ark. (2014) di-
ethylnitrosamine ve phenobarbital ile karaciger hasari
olusturup, iyilestirmek amaciyla nar suyu uyguladigi
gruplardaki kaspaz 3 aktivitesini, kontrol grubu sevi-
yelerine indirdigini, bildirmiglerdir. Ancak her iki yazar
da apoptoza giden hepatositlerde kaspaz 8 ve 9 ile
ilgili herhangi bir veri bidirmemislerdir. Sunulan ¢alis-
mada da CCl, toksikasyonu ile ilgili akut karaciger
yikim asamasinda hepatositlerde gdzlenen apoptoz
kaspaz 3, 8, 9 da immun-pozitif tespit edilirken, nar
cekirdegi yadi uygulamasiyla kaspaz 3, 8, 9'daki
apoptoza giden immun-pozitif hepatosit yogunlugu-
nun kismen azaldigi gérulmustir.

Karbon tetraklorur ile olusturulan akut (Kumar ve ark.,
2009; Sumalatha ve ark., 2016) ¢alismalarda olugan
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karaciger hepatosit hasarina bagli hiicre membran
permeabilitesinin bozulmasiyla kan dolagimina gegis-
leri artan ALT enziminin, serum aktivitelerinde anlamli
yukselmeler dikkati cekmektedir. Karaciger hasarinin
karakteristik bulgusu olan protein dlizeylerindeki azal-
malari ¢alismalarinda bildiren arastiricilar da vardir
(Zeashan ve ark., 2008). Sunulan ¢alismada arastir-
macilarin (Ali ve ark., 2010; Kumar ve ark., 2009)
bulgulariyla uyumlu olarak CCls’e bagl olarak gériilen
serum total protein ve albimin dizeylerindeki azal-
malarin, bu toksik maddenin endoplazmik retikulum-
daki poliribozomlari bozarak karacigerde protein sen-
tezini aksatmasindan (Ali ve ark., 2010; Zeashan ve
ark., 2008) kaynaklanmis olabilecegini distindiirmek-
tedir.

Hasarli karacigerin belirlenmesinde serum kolesterol
dizeylerindeki artistan da yararlanilabilecegi bildiril-
mektedir. Karbon tetraklorir ile karaciger hasari olug-
turulan gcalismalarda (Botsoglou ve ark., 2009; Ravi-
kumar ve Gnanadesigan, 2011) karaciger hiicre ha-
sari sonrasinda kolesteroliin dolagima gegmesi sebe-
biyle serumdaki diizeylerinin ylUkseldigi saptanmistir.
Sunulan calismada da yukaridaki arastiricilarin
(Botsoglou ve ark., 2009; Ravikumar ve Gnanadesi-
gan, 2011) galismalariyla uyumlu olarak akut CCly, ile
olusan karaciger hasarinda serum total kolesterol ve
trigliserit dizeylerinde artis belirlenmistir.

Malondialdehit lipid peroksidasyonunun son urini
olarak membran denatlirasyonu ve peroksidasyona
yol acan hidrojen peroksit ve reaktif oksijen tirlerinin
ortaya ¢ikmasina yol agar (Niki ve ark., 2005). Akut
(Shenoy ve ark., 2001, Yehia ve ark., 2013) CCl,4
uygulamasiyla olusturulan karaciger hasarinda aras-
tincilar karaciger MDA dizeylerinin arttigini bildirmig-
lerdir. Ayni sekilde sunulan galismada da akut olarak
CCl, verilen ratlarda belirlenen karaciger MDA dlzey-
lerindeki artiglar, CCl4'lin karaciger endoplazmik reti-
kulumda bulunan sitokrom P450 enzimi araciligiyla
toksik karakterde CCIl; ve CCIl;0, serbest radikalleri-
ne doénusmesiyle olusan lipid peroksidasyonunun
sonucu sekillenen doku hasari ve antioksidan savun-
ma mekanizmasinin yetersizliginden (Shenoy ve ark.,
2001) ileri gelebilir.

Karbon tetraklordr ile ratlarda olusturulan akut karaci-
ger hasarinin iyilestiriimesi amaciyla nar cekirdegi
yag: verilerek yapilan calismalarda (Gram ve ark.,
2018; Melo ve ark., 2015) toksisiteye bagli olarak
artan serum ALT aktivitesi ile MDA duzeylerinin an-
lamli bir sekilde azaldigi (Gram ve ark., 2018; Melo
ve ark., 2015), azalan serum total protein dizeyleri-
nin de arttigi (Gram ve ark., 2018) bildirilmigtir. Diger
yandan Yehia ve ark. (2013) da CCl, ile olusturdugu
toksikasyonda nar suyunun, artan ALT aktivitesi ile
MDA duzeylerini azaltigini tespit etmiglerdir. Sunulan
calismada, CCl, (Gram ve ark., 2018; Melo ve ark.,
2015; Yehia ve ark., 2013) ile karaciger hasari olustu-
ran gesitli arastirmacilarin bulgulari ile uyumlu olarak,
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CCly ile olusturulan karaciger hasarina bagh artis
gosteren ALT enzim aktivitesi NCY uygulanmasi ile
onemli dizeyde dusmiustir (P<0,01), azalan serum
total protein dizeyleri de Gram ve ark. (2018)'nin
bulgularina benzer sekilde artmistir. Ancak karaciger
MDA duzeyleri ile serum alblmin, total kolesterol ve
trigliserit duzeyleri NCY uygulamasindan etkilenme-
mistir.

Sunulan calismada nar gekirdegi yaginin akut CCl,
toksikasyonuyla ilgili karaciger hasarina iyilegtirici
ybénde sinirli etkisi gbzlenmistir. Karbon tetraklorur ve
haricindeki diger toksik materyaller ile yapilan toksi-
kasyonlara karsi, nar kullanilan calismalarda
(Shaban ve ark., 2014; Yang ve ark., 2011; Yehia ve
ark., 2013) narin iyilestirme 6zelligi ile ilgili sonuglari
bu konuda klasik bilgiler veren (Lansky ve Newman,
2007; Noda ve ark., 2002) calismalarla ortismekte-
dir. Nar cekirdegi yagdinin igerigindeki flavonoid ve
fenolik bilesenlerinden ileri gelen antioksidan aktivite-
sine punisik asit basta olmak tzere, linoleik ve linole-
nik asit gibi doymamis yag asitlerine bagh olarak
(Saha ve ark., 2012) NCY uygulamasi ile akut do-
nemde CCIl,'in neden oldugu karaciger hasar sonu-
cu artan serum ALT enzim aktivitesinin, kontrol gru-
buna gore istatistiksel olarak anlamli dizeyde azal-
masi ile karaciger hasari sonucu azalan serum total
protein dulzeylerinin artmasinin yaninda, karaciger
MDA, serum albimin, total kolesterol ve ftrigliserit
duzeylerinin etkilenmemesi karaciger dokusundaki
hasarin diizelmediginin gostergesi olabilecegini di-
stindirmektedir.

Sonug olarak: sunulan galismada kullanilan 2 ml/kg
nar gekirdegi yaginin, CCl, ile karacigerde olusturu-
lan histopatolojik degisiklikler kismen azaltirken, ge-
nel olarak incelenen biyokimyasal degerleri kontrol
grubu degerlerine yaklastirdigindan, sinirli bir iyilesti-
rici etkisinin olabilecegdi, ancak bu iyilesmenin karaci-
ger dokusundaki hasara tam olarak yansimadigi du-
sunulmektedir. Nar ¢ekirdedi yaginin elde edilmesin-
de kullanilan bu bitkilerin kisimlari (kabuk, meyve,
cekirdek), elde edilen Urunlerin gesidi (ekstrakt, yag,
su) ile yetigtikleri topragin yapisi gibi etkenlere bagh
olarak igeriklerinin farkliligina, farkl isleme teknikleri
ile hayvanlarin bireysel duyarliliklari gibi birgok fakto-
re bagh olarak degisebilecedi dusunulmektedir. Nar
cekirdegdi yagi yaginin farkl strelerde ve herhangi bir
yan etki olusturmaksizin en iyi sonucu verecek farkli
dozlarinin kullanilarak dokular Gzerine etkilerinin be-
lirlenmesine yodnelik yeni c¢alismalarin yapilmasina
ihtiyag vardir.
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