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1. GIRIS ve GENEL BILGILER

1.1. Giris

Giliniimiizde, bircok sayida biyolojik hasarin ortaya c¢ikmasinda serbest
radikallerin 6nemli bir roliiniin oldugu disiinilmektedir  (Halliwell, 1987;
Koskeroglu, 1998). Serbest radikaller organizmada normal olarak cesitli metabolik
yollarla olusabildigi gibi, baz1 dis etkenlerin etkisi ile de olusabilmektedir. Bu dis
etkenlerden birisi de karbon tetrakloriirdiir (CCly).

CCly, renksiz, berrak ve ucucu bir sividir (ATSDR, 2005). Endiistriyel bir
¢oziicli olarak Ozellikle kuru temizleme sanayii olmak iizere genis bir kullanim
alanina sahiptir (Ozturk, 2003; Tirkey, 2005). CCl’lin diisiik dozu karaciger
hiicrelerinde yag dejenerasyonuna yol agarken,  yiiksek dozunun karaciger

hiicrelerinde nekroz olusturdugu bildirilmektedir (Sanli, 1988).

Deneysel olarak karaciger fonksiyonlarinda hasar olusturmay1 amaglayan pek

cok aragtirmaci CCLy 1 kullanmistir (Fujiwara, 1988).

CCly, lipit peroksidasyonu sonucu olusan zararli bilesiklerin artisina yol
acmakla birlikte, bu bilesiklere karsi koruyucu etkiye sahip olan enzimlerinde
azalmasina neden olmaktadir. CCls’in bu etki mekanizmasi, sitokrom P450 (CYP)
enzimi ile biyotransformasyonu sonucu daha toksik olan triklorometil ve
triklorometil peroksit (CCls/sCCl;0;) veya N-asetil-p-benzokinonelmin (NAPQI)
serbest radikallerine doniigsmesi ile ortaya ¢cikmaktadir (Edvards, 1993). Karacigerde
hepatonefrotoksisitenin 6zellikle sitokrom P450 2E1 enzim aktivitesiyle gerceklestigi

iler1 stiriilmektedir (Elsisi, 1993).

CCly solunum, sindirim ve deri yoluyla viicuda girer ve emildikten sonra en

cok yag dokusunda birikir (Splettstoesser, 2002).



Serbest radikaller; biyokimyasal redoks tepkimeleri sonucu ortaya ¢ikan, dig
yoriingelerinde ¢ok az bir siire i¢in ¢iftlenmemis bir elektron bulunduran atom ya da
molekiillerdir. Stiperoksit anyon radikali (O;"), hidroksil radikali (OH’), singlet
(tekil) oksijeni (102) ve nitrik oksit (NO’) gibi radikal tiirlerini igermektedir. Bu
radikal tiirleri c¢ok reaktif olup, hiicre yapilariyla kolayca reaksiyona girme
yetenegindedirler. Bu radikal tiirleri ilk olarak viicutta savunma sistemleri tarafindan
ortadan kaldirilirlar. Eger bu reaktif oksijen tiirleri, antioksidan savunma sistemleri
ile ortadan kaldirilmazsa, lipit peroksidasyonuna bagli olarak hiicrelerde yapisal
hasarlar ortaya cikabilir. Antioksidan savunma sistemi; siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi
antioksidan enzimler ile glutatyon (GSH), vitamin A, C ve E gibi enzim olmayan

antioksidanlar1 kapsamaktadir (Kiling, 1985).

E vitamini, uzun yillardan beri giiclii bir antioksidan aktiviteye sahip olmas1
nedeniyle lizerinde en fazla ¢alisilan ve terapétik giliciinden faydalanilan bir ajandir.
E vitamini, antioksidan aktivitesi nedeniyle viicutta olusan peroksitleri ve oksijen
radikallerini notralize eder, ayrica lipitlerin par¢alanma reaksiyonu zincirini engeller
ve serbest radikallerin etkinligini durdurur (Harrison, 2003; Kozampassi, 2003; El-

Demerdash, 2004).

E vitamini, doymamis yag asitleri ile yag iceren diger hiicre ve organellerinin
membranlarina yerleserek oksidatif hasar1 dnlerler ve boylece hiicre membranmnin
gecirgenligini arttirirlar  (Comporti, 1985; Sokol, 1989; Kayaalp, 2002; Jordao,
2004; Frank, 2005).

Antioksidan o6zellige sahip maddeler arasinda yer alan diger Onemli
ajanlardan biriside N-Asetilsisteindir. N-Asetilsistein, mukolitik bir etkiye sahip
olmakla birlikte antioksidan etkili bir maddedir (Stewart, 1997).

N-Asetilsistein viicutta glutatyon olusumunu uyaran etkin metobolitlerine
doniisiir ve bu sekilde akciger ile karacigerde glutatyonun oOnciil maddesini

olusturarak glutatyon sentezini baslatir. N-Asetilsistein ve glutatyon o6zellikle



akcigerde bazi enfeksiyon durumlarinda, sigara dumani ve diger zararli maddelerin
solunmasiyla ortaya cikan serbest oksijen radikallerinin zararl etkilerini en aza
indirerek hiicreler iizerinde koruyucu bir etki gosterir (Meyer, 1995; Aydogdu,
2005).

Bu calismada, CCly’e bagh olarak olusan karaciger hasarina kars1 E vitamini
ve N-Asetilsisteinin koruyucu etkisi arastirilarak, elde edilen sonuclar deneysel ve

klinik ¢aligmalara 151k tutmasi amaglanmistir.



1.2. Genel Bilgiler

Karaciger, deriden sonra viicudun en biiylik organi ve ayni zamanda en biiylik
bezi olup, yaklasik olarak 1,5 kg agirhigindadir. Viicutta diyaframin altinda
abdominal boslukta bulunur. Sag ve sol lob olmak iizere anatomik olarak iki ayr1
loba ayrilmistir. Karaciger; hepatik arter ve portal venin sag ve sol kollar1 tarafindan
beslenmektedir. Hepatik arter oksijen bakimindan zengin olan kani karacigere
tagirken, portal ven sindirim sisteminin kapiller yatagindan besin maddeleri
bakimimdan zengin kani karacigere tasir. Karaciger hiicreleri 20-30 mikron ¢apmdaki

hepatositlerdir (Aslan, 2005; Aytekin, 2006).

Karaciger, yasam i¢in gerekli olan ¢ok sayida fonksiyona sahiptir.
Aminoasitler, karbonhidratlar, lipitler, vitaminler ve mineraller gibi bir¢ok
makromolekiilii alir, isler ve depolar. Ayrica, karaciger ilaglar ve toksinler gibi

bir¢ok eksojen kaynakli bilesiklerin detoksifikasyonunda da gorev alir (Aslan, 2005).
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Resim 1.1: Karaciger’in Genel Goriiniisii (Aslan, 2005).



Besinlerle birlikte viicuda degisik yollarla aliman dogal bilesikler disinda ki
maddeler ksenobiyotikler olarak adlandirilmaktadir. Ilaglar, besin katki maddeleri,
hava ve su kirleticileri, tarim ve endiistriyel kaynakli kimyasallar gibi ¢ok sayida
maddeler ksenobiyotikler arasinda yer almaktadir. Viicuda giren ksenobiyotikler
degismeden viicuttan atilabildikleri gibi kendiliginden ya da bazi enzimler
aracilifiyla da metabolize edilerek atilmaktadirlar. Ksenobiyotiklerin bazi enzimler
vasitasiyla viicutta ugradiklar1 degisikliklere biyotransformasyon adi verilmektedir.
Biyotransformasyon esnasinda bazi ksenobiyotikler etkisiz bilesikler haline
dontistirken, bazilar1 biyolojik olarak daha etkili toksik bilesiklere doniismektedir.
Biyotransformasyon karacigerde baglica mikrozomal enzimler tarafindan

gerceklestirilmektedir (Giirdol, 2006).

Karaciger; anatomik olarak viicuttaki konumu, fizyolojik ve biyokimyasal
rolii gibi nedenlerden dolay1 ¢ok sayida toksik madde ve ilaglara sikga maruz
kalmaktadir. Karacigerde hasar olusturan ve ayni1 zamanda cesitli patolojik
degisikliklere neden olan 600’den fazla madde bulunmaktadir. Bunlardan birisi de
karbon tetrakloriir (CCl) ’diir (Zimmerman, 1978; Robbins 2000) . Karbon
tetrakloriir deneysel olarak karaciger hasarinin olusturulmasinda ¢ok yaygin olarak
kullanilan bir ksenobiyotiktir (Recknagel, 1967; Slater, 1982). Karacigerdeki bu
hasarm oksidatif stres ve buna bagli olarak ortaya ¢ikan serbest radikaller tarafindan

meydana geldigi bilinmektedir (Sherlock, 1987; Foulis, 1988).

CClys’e bagl karaciger hasarinda lipit peroksidasyonu olduk¢a onemli bir yer
tutmaktadir (Marta Gassod, 1996; Nadkarni, 1998). Cilinkii bu hasara bagli olarak
karaciger fibrozisi ve siroz ortaya ¢ikabilir. Karaciger fibrozisi; ekstraselliiler matriks
komponentlerinin artmasia bagli olarak gelismektedir. Ekstraselliiller matriksin
yapimi ve yikimi arasindaki denge ortaya c¢ikan oksijen radikalleri ile potent
profibrojenik mediyatorlerinde aktivite gdstermesine bagli olarak bozulmaktadir.
Yapilan ¢ok sayida ¢alisma karaciger hastaliklarinda oksidatif stres ve buna bagl
olarak ortaya ¢ikan karaciger hasar1 ve fibrozisin oldugunu gostermistir (Shimiziu,

2001; Shimiziu, 2003; Liebert, 2005).



Karbon tetrakloriir (CCly) renksiz, berrak ve ugucu ozellige sahip sivi bir
maddedir (ATSDR, 2005). CCly, stabilitesi oldukca gii¢lii olan bir madde olup,
yaklasik olarak 50 yila yakin bir yarilanma Omriine sahiptir (Carbon tetracloride
toxicity, 1995). Endiistriyel alanlarda yag, vernik ve parafin gibi maddelerin
cOzdiiriilmesi ile yangin sondiirmede kullanilan maddelerin ve bocek ilaglarmin
yapisina katilmaktadir. Kullanim alanlar1 dikkate alindiginda, CCly’tin kullanildig:
veya Uretildigi tesislerde calisan isciler ve tesis ¢cevresinde yasayan insanlar ile kuru
temizleme sektoriinde calisan ve bocek ilaglamasi yapan kisilerin CCly’e maruz

kalma riski oldukga yiiksektir (Farrell, 1998).

cl

Cl—C—cCl

cl

Sekil 1.1: Karbon tetrakloriir’iin genel yapist (Anon 1, 2012)

CCly oral olarak, solunum ve deri yoluyla viicuda girer. En hizli emilim oral
yolla olur. Viicutta en ¢cok yag dokusunda birikir. Viicutta biriken CCly’tin % 4’1
akcigere ulasir ve solunum yoluyla digar1 atilir. Viicutta protein ve hiicre igi
molekiillerle etkilesimi sonucu meydana gelen iirlinler ise idrar ve diski yoluyla atilir

(Carbon tetracloride toxicity, 1995).

Oral olarak viicuda alinan CCl, ile meydana gelen zehirlenmelerde ortaya
cikan ilk belirtiler; bas agrisi, bas donmesi, halsizlik, gérme bulanikligi, uyuma hali
ve biling kaybidir. CCly’tin emilimden birka¢ giin sonra karacigerde yaglanma ve
bunu takiben karaciger hasar1 olusur. Karaciger hiicrelerinde meydana gelen nekroz
sonucu aspartat aminotransferaz (AST) ve aldolaz enzim diizeylerinde artis gozlenir.

Protrombin olusum stiresi uzar (Mayer, 1997).



Uzun siireli maruz kalinmasi durumunda ve diisiik miktarlarda (45-100 ppm)
CCly solunmasi; huzursuzluga, aswr1 hareketlilige ve bagirsaklarda diizensiz
kasilmalara neden olur. CCls’e maruz kalma siiresi birka¢ haftay1 gegtiginde ciltte
kuruma ile kabarik kirmizi lekeler, tirnaklarda kirilma ve kuruma meydana gelir.

Solunmadigi siirece semptomlar azalir (Mayer, 1997).

CCly ilk olarak karacigerde sitokrom P-450 enzimi araciligiyla triklorometil
(CCls) serbest radikaline dontistir (Halliwell, 1984; Sodergen, 2000). Olusan CCl; ise
oksijenle birleserek CCL30O, (triklormetilperoksi) radikalini meydana getirir. Bu
radikaller hiicre membraninda bulunan yag asitleriyle reaksiyona girerek, lipit
peroksidasyonunu baslatirlar. Ayrica, lipit ve proteinlere baglanarak hiicre
membranini bozarlar. Buda karacigerde hasara yol agar (Sheweita, 2001; Kumar,
2005). Lipit peroksidasyonu sonucu meydana gelen lipit dekompozisyonuna bagli
olarak endoplazmik retikulumun yapis1 bozulur. Lipoprotein iiretimi durdugu icin
hiicre i¢i lipit yogunlugu artmaya baslar. Plazma gec¢irgenliginin artmasi, hiicrelerin
siserek Oliimiine neden olur (Kumar, 2005). Hepatik hasari, hiicre i¢i enzimlerin
hizlica kan dolasimina girmesi ve perisantral nekroz olusumu takip eder (Muriel,

2001).

Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri c¢esitli yollarla toksisite
olusturmakta ve buna bagl olarak hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda rol oynamaktadir.
Antioksidanlar ise serbest radikallerin bu zararli etkilerini inhibe etmektedirler.
Antioksidanlar; serbest radikalleri baglayip kararli hale doniistiirerek, zincir kirici
etkisiyle serbest radikal {iireten kimyasal reaksiyonlar1 durdurarak veya hizini
azaltarak, onaric1 etkileri nedeniyle lipit, protein ve DNA gibi yapilarda olusan
biyolojik hasarlar1 onleyerek, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin
sentezini arttirarak etki gosterirler (Aslan, 1998; MacDonald-Wicks, 2003; El-
Demerdash, 2004).

E vitamini, 6nemli 6lgiide antioksidan 6zellige sahip olup yagda ¢oziinerek,
ince bagirsaktan emilir ve kan yoluyla karacigere iletilir (MacDonald-Wicks, 2003;

Jordao, 2004; Frank, 2005). Yagda ¢oOziinebilen en Onemli zincir kirici



antioksidandir. Hiicre sinyali ve gen ekspresyonunda da rol alir. Calismalar
gostermektedir ki kanda E vitamini seviyesinin yliksek olmasi kalp rahatsizliklar1 ve
kanser gibi hastaliklarin riskini 6nemli dl¢lide azaltmaktadir (Kayaalp, 2002; Frank,
2005).

H.C CH

Sekil 1.2: E vitamini’nin genel yapist (Anon 2, 2012)

Cilt yaglanmasina ve 15181 deri iizerindeki yipratict etkisine karsi daha giiclii
bir korunma olusturmada E vitamini ve kombinasyonlar1 énemli bir role sahiptir
(Evelson, 1997; Thiele, 1997). Giines 1sinlar1 ve diger 151k kaynaklari ile ozon
tabakasinin bu tip sakincali etkilerine kars1 E vitamini 6nemli bir antioksidan madde
olarak kabul edilmeye baslanmistir (Steiner, 1993). Deri yaniklar1 ve operasyon
yaralar1 dahil ¢esitli tipteki yaralanmalarda E vitamininin iyilesme siirecine katkida
bulundugu belirtilmistir (Wen, 1997). Alfa-tokoferollerin deri (Morreale, 1997),
mide, mesane, kolon, karaciger (He, 1997), akciger (Money, 1997), meme ve prostat
kanseri (Sigounas, 1997) gibi deneysel olarak olusturulan veya spontan olarak
meydana gelen tiimorlerin gelismesini geciktirici hatta iyilestirici bir etkiye sahip

oldugu tespit edilmistir.



Dogal olarak mevcut olan 8 tane tokoferol vardir ve bunlardan en aktif olani
a-tokoferoldiir (Champe, 1997). a-tokoferol plazmadaki E vitamininin % 80-90’1n1
olusturmaktadir ve dokudaki major E vitamini formudur. Bunun sebebi ao-
tokoferoliin LDL i¢inde yeniden baglanmas1 tokoferol baglayici protein (TBP) ve -
tokoferol‘lin karacigerde daha c¢abuk yikimlanmasidir. Bu yiizden o-tokoferol
iizerinde daha cok odaklanilmistr ve E vitamininin suplemantasyonun major
formudur. a-tokoferol kanda y-tokoferol’den 4-10 kat fazladir (Jiang, 2002; Frank,
2005).

E vitamini dogada ¢ok yaygin olarak bulunan bir vitamindir. Bitkisel yaglar E
vitamini bakimindan olduk¢a zengindir (Champe, 1997). Ayrica hububat tanelerinin
yag fraksiyonlari, pamuk yagi, soya yagi, misir yagi ve diger bitkisel siv1 yaglar ile
bunlardan elde edilen margarinlerde bol miktarlarda bulunmaktadir (Kayaalp, 2002).
E vitamini bitkisel kaynaklardan baska karaciger ve yumurta gibi hayvansal

kaynaklarda da bulunur (Champe, 1997).

Glinliik olarak canlilar tarafindan tiiketilen besin maddelerinin 6nemli bir
kismin1 olusturan hububat tiirleri de E vitamini bakimimdan zengindir (Kayaalp,
2002). Ginliik gereksinim viicut biiytikliigiine, kisinin fizyolojik durumuna, hatta
beslenmede bulunan uzun zincirli yaglarmm oranma gore degigsmektedir (Kayaalp,
2002). E vitamini i¢in giinliik olarak tavsiye edilen miktar erkeklerde 10 mg,

kadinlarda ise 8 mg’dir (Champe, 1997).

Cok yiiksek dozda E vitamini almimi kalp yetmezligi ve mortaliteyi 6nemli
Olgiide arttirmaktadwr. E vitamini eksikligi ise eritrosit Omriiniin azalmasia,
hemolitik anemi, yaygm 6dem olusumu ve st solunum yolunda kanser olusumuna

neden olmaktadir (Kayaalp, 2002; Frank, 2005).

Hipertansiyon ve kardiyovaskiiler rahatsizliklar antioksidanlar bakimimdan
yetersiz beslenme ile iliskilendirmekte ve 6zellikle E vitamininin eksikligi tizerinde

durulmaktadir (Galley, 1997; Karlsson, 1997).
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E vitaminin antioksidan etkisi peroksitleri ve oksijen radikallerini notralize
etmesine baghdir Harrison, 2003; (Kozampassi, 2003; El-Demerdash, 2004). Yani
oksijeni baglayarak, oksijenin etkisi ile olusabilecek istenmeyen etkilerin Oniine
gecer. Hiicrelerde doymamis yag asitleri (lineoleik asit ve arasinodik asit gibi)
kendiliginden ya da oksidan metabolitlerinin etkisi sonucu kolayca oksitlenebilirler.
Boylece lipit peroksidasyonuna veya protein ve yaglara kovalent baglanarak
membran hasarma neden olurlar (Kayaalp, 2002; Frank, 2005). Serbest oksijen
radikallerinin olugmasina yol acan bu olay zinciri sonrasinda hiicre membraninda
meydana gelen lipit peroksidasyonunu Onleyen ve ortaya ¢ikan serbest radikalleri
notralize eden en giiclii antioksidan E vitaminidir. Diger antioksidan sistemleri (C

vitamini, glutation, peroksidaz ve beta karoten gibi) E vitamini kadar etkili degildir.

Biitiin hiicre membranlarinin  lipitleri  serbest radikaller tarafindan
oksidasyona maruz kalarak yikilirlar. Alfa-tokoferol bu yikim reaksiyon zincirini
engeller ve serbest radikallerin bu etkisini Onler. E vitamini, hiicre ve organellerin
membran lipitleri tizerindeki bu etkisi nedeniyle membranlar1 oksidatif zedelenmeye

karsida korur. Bu sekilde membran stabilitesini saglar (Sokol, 1989; Kayaalp, 2002).

E vitamini lipit peroksil radikallerini etkisiz hale getirmek i¢in, kendisine ait
bir fenolik hidrojen atomunu peroksil radikaline (ROO¥*) transfer etmek suretiyle

asagidaki gibi iki basamakta bu olay zincirini gerceklestirir (Kayaalp, 2002).

ROO* + TOK-OH —— ROOH + TOK-O*
ROO* + TOK-O* ——> ROOH + stabil vitamin metaboliti

E vitamininin bir diger islevi de A vitaminin bagwsaklardan emilimini ve
dokulardaki diizeyini arttirmasidir. Bu durum biiyiik bir olasilikla, A vitaminin

oksidasyonla kaybinin azalmasina baglidir (Kayaalp, 2002).

N-Asetilsistein’in glutatyonun onciil maddesi olarak bilinmesi, bu maddenin
serbest radikal siipiiriicii etkisinden faydalanma fikrini dogurmustur. Ik kez 1963

yilinda Sheffner, mukolitik tedavi amaciyla sistein’in farkli tiirevlerini klinik
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calismalarda kullanmistir. L-sistein’in sodyum tuzu olan N-Asetilsistein’in dogal
sistein’den daha az irritatif olmas1 ve daha az toksik olmasmin yaninda daha fazla
stilfidril grubu icermesi N-Asetilsistein’in klinik uygulamalarda daha etkili olacagi

fikrini ortaya ¢ikarmistir.

N-Asetilsistein dogal bir aminoasit olan L-Sistein’in N-Asetillenmis tiirevi
olup mukolitik olarak kullanilan antioksidan bir ajandir (Yu, 1994; Stewart, 1997).
Yapisinda bulunan siilfidril grubu ile glikoprotein igerisindeki disiilfit baglarmi
koparma 6zelliginden dolay1r mukoid ve mukopiiriilan sekresyonlar iizerine mukolitik
etki gostermektedir. Solunum yollarinda biriken yogun balgamm yapiskanligini
azaltarak balgami su gibi akici bir kivama getirir. Balgamim ¢dziinmesine yardimci
olur. Bronsiyal sekresyonlarin atilimma ve solunumu kolaylastirarak akciger

fonksiyonlarmin diizenlenmesine yardimei1 olur (Goodman&Gilmous; Ziment, 1988).

Sistein yiiksek protein igerigi olan yiyeceklerde bulunurken, NAS (N-
Asetilsistein) besinlerde bulunmaz. NAS son donemlerde bir cilt destegi olarak da
adin1 duyurmaya baglamistir. Ayrica NAS’1n kendisi de ¢ok giiclii bir antioksidandir.
Hiicrelerde glines, sigara, alkol gibi ¢evresel faktorlerin yarattigi serbest radikallere

bagli hasarlarin iyilestirilmesinde 6nemli gorev yapar (Van Zandwijk, 1995).

Sistein’in tirtiker (kurdesen), nefes almada zorluk, mide bulantisi, kusma,
hazimsizlik, ishal, agiz i¢ yiizeyinin iltihaplanmasi, ates, bas donmesi, kulak
¢mlamasi, burun akimtisi gibi yan etkilerinin oldugu tespit edilmistir. Doz asimmda

da mide bulantis1 ve kusma vakalari ortaya ¢ikar (Ziment, 1988).

NAS, karacigerde intraselliiler glutatyon S-transferaz aktivitesini arttirarak ve
dogrudan hareket etkileriyle serbest oksijen radikallerini, hidroksil radikallerini ve
hipoklorik asiti, esas indirgeyicisi olarak temizleyerek hepatositlerin reaktif oksijen
molekiilleri iretimini baskilar ve karacigeri oksidatif strese kars1 korur. Bu aktiviteler
NAS’1n; antioksidan, antiinflamatuvar, antikarsinojenik ve antimutajenik etkilerinin
bir gostergesidir. Antioksidan etkisinin glutatyon sentezini stimiile etme 6zelliginden

kaynaklandigina inanilmaktadir. Buda hepatositlerde reaktif oksijen molekiilleri
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iretimini baskilayarak, karacigeri oksidatif strese karsi korurlar ve degisik
seviyelerdeki oksidatif stresi toksik bir etki yapmadan azaltirlar (Moldeus, 1994;
Meyer, 1995; Nakano, 1996; Gurer, 1998; Vendemiale, 2001; Duran, 2004;
Aydogdu, 2005). Yine NAS, nitrik oksit’i stabilize ederek serbest radikaller
tarafindan olusturulan doku hasarma kars1 koruyucu etki de gosterir (Moldeus, 1986;

Stamler, 1989).

NAS’m faydali etkilerinin diger nedenleri arasinda, sitokin iiretiminin

diizenlemesi ve karaciger kan akimininin artirilmasi sayilabilir (Jones, 1998).

NAS’in antiinflamatuvar 6zelligi, sitokinlerin salinimimi baskilayarak
adezyon molekiillerinin serbest kalmasindan ve niikleer faktor kappa B’yi inhibe

etmesinden kaynaklandig: diistiniilmektedir (Koksel, 2004).

NAS, parasatemol, mantar, CCls, karbonmonoksit ve kloroform
zehirlenmelerinde antidot olarak da kullanilmaktadir (Tran, 2001; Dargan, 2003;
Ozbek, 2005).

N-Asetilsistein, asetaminofenin doz asimma bagli olarak olusan
hepatotoksisitede karacigerde glutatyon seviyesini koruyarak ya da glutatyon
seviyesini arttirarak etkisini gosterir. Glutatyon, hepatotoksik oldugu bilinen
asetaminofenin ara metabolitini inaktif hale doniistiiriir. Doz asimi sonucu primer
metabolik yolu (glukoronit ve siilfat konjugasyon) satiire oldugu i¢cin bu ara
metabolit dilizeyinde artis meydana gelmektedir. Asetil sistein etkisini bu ara
metaboliti ana madde haline doniistiirerek ya da metabolitin konjligasyonu icin
siilfidril vererek gosterebilir. Deneysel ¢alismalar N-Asetilsisteinin ve siilfidril igeren
diger droglarinin kullanilmasinin bu ara metabolitin inaktivasyonu iizerine direkt

etkisinin oldugunu gostermistir (Goodman&Gilmous; Vale, 1995).

N-Asetilsistein tedavi edici olarak; endotel disfonksiyonunun, inflamasyonun,
fibrozisin ve kikirdak erezyonunun azaltilmasi ile transplantasyon siirelerinin

uzaltilmas1 amaciyla da kullanilmaktadir (Zafarullah, 2003).



13

Sekil 1.3: N-Asetilsistein’in genel yapisi (Anon 3, 2012)
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

Arastirmanin deneysel kismi1 Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Unitesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Laboraturvari,
Patoloji Anabilim Dali Laboratuvari ve Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii

Biyokimya Anabilim Dal1 Laboratuvarinda gergeklestirildi.

2.1.1. Deney Hayvanlan

Arastirmada Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
onay almmigstir. Calismada 30+2 gr agirhiginda 4 aylik, 63 adet Swiss albino erkek
fare kullanildi. fareler her grupta 7 hayvan bulunacak sekilde 9 gruba ayrildi. Deney
hayvanlar1 21+2 °C sicaklikta standart fare kafeslerinde barindirildi. Deney siiresince

farelere su ve fare yemi ad libutum verildi.

2.1.2. Kullanilan Kitler

ALT Kiti (TML TR90125, 2012)

AST Kiti (TML TR90141, 2012)

Total Bilurubin Kiti (TML TR90171, 2012)

Total Oksidan Kapasite Kit (REL ASSAY, 2012)
Total Antioksidan Kapasite Kit (REL ASSAY, 2012)

2.1.3. Kullanmilan Alet ve Geregler

Otomotik pipetler (SOCOREX, 10-100 ul ve 100-1000 pl)
Distile su cihazi (NUVE, NS 104)

Spektrofotometre ( SHIMADZU, UV-1201).

Hassas terazi (SHIMADZU, AUX 220)
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Vorteks (IKA, MS 3 basic)

Manyetik karistirict isitmali (JEIO TECH, TM-14S)
Is1k mikroskobu (Olympus, BX51)

Santrifiij cihaz1 (Hettich, MIKRO 120)
Homojenizator (BioSpec Tissue-Tearor 9853G-07)
Sogutmal1 santrifiij (NUVE, NF 800)

2.1.4. Kullanmilan Kimyasallar

Vitamin E (Evigen” ampul)

N-Asetilsistein (Asist” ampul)

CCl, (Sigma-Aldrich 319961-500ml)

0.1 M Fosfat Tamponu (pH: 7,4; 18,93g NaCl, 3,075g Na,HPO4.2H,0, 2,075g
NaH,P04.2H,0 250ml hazirlandi).
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2.2. Metot

2.2.1. Deney Plam

Fareler her grupta 7 hayvan olmak iizere 9 ayri1 gruba ayrildi. Farelere fare
pelet yemi ve su ad libitum olarak verildi. Ilk gruba kontrol grubu olarak herhangi bir
uygulama yapilmadi. ikinci gruptaki hayvanlara ise sadece zeytinyagmda ¢ozdiiriilen
(1/3 v/v) karbontetrakloriir diger gruplarla ayn1 zamanda 7. giin tek doz 1 ml’kg
intraperitonal uygulandi. Ucgiincii ve Dordiincii gruplara N-asetil sistein 100
mg/kg/giin periton i¢i yolla 7 giin verildi. Besinci ve Altinct gruplara Vitamin E 100
mg/kg/giin kas i¢i yolla yolu ile 7 giin verildi. Yedinci ve sekizinci gruplara N-asetil
sistein 100 mg/kg/giin periton i¢i yolla beraber Vitamin E 100 mg/kg/giin kas i¢i
yolla yolu ile kombine sekilde 7 giin verildi. Dordiincii, altinc1 ve sekizinci gruplara
son proanthocyanidin uygulamasindan 1 saat sonra zeytin yaginda c¢ozdiiriilen (1/3

v/v) karbon tetrakloriir tek doz 1 ml/kg intraperitonal uygulandi (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Arastrmada kullanilan deney gruplar1 ve bu gruplara yapilan

uygulamalar.
Gruplar Yapilan Uygulamalar
Grup I Kontrol (Herhangi bir uygulama yapilmadi)
Grup 11 CCH4 caligmanin 7. giiniinde 1ml/kg c.a. tek doz CCly i.p.uygulandi.

Grup III N-Asetilsistein 100 mg/kg/giin periton i¢i yol ile 7 giin uygulandi

Grup IV N-Asetilsistein 100 mg/kg/giin periton i¢i yol ile 7 giin uyguland1 ve son
uygulamadan 1 saat sonra Iml/kg c.a. tek doz CCl, i.p. uygulandi.

Grup V Vitamin E 100 mg/kg/giin kas i¢i yolla 7 giin uyguland

Grup VI Vitamin E 100 mg/kg/glin kas igi yolla 7 giin uygulandi ve son
uygulamadan 1 saat sonra 1ml/kg c.a. tek doz CCly i.p. uygulandi.
Grup VII N-Asetilsistein 100 mg/kg/giin damar ic¢i yol ile ve Vitamin E 100

mg/kg/glin kas i¢i yolla 7 glin uyguland
Grup VIIT | N-Asetilsistein 100 mg/kg/giin damar igi yol ile ve Vitamin E 100

mg/kg/glin kas i¢i yolla 7 giin uygulandi ve son uygulamadan 1 saat sonra
Iml/kg c.a. tek doz CCly i.p. uygulandu.

Grup IX Zeytinyagi ¢calismanin 7. giiniinde 1ml/kg c.a. tek doz i.p.uygulandu.
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Son uygulamadan 24 saat sonra farelere servikal dislokasyon yapildiktan
sonra heparinli tiiplere kan 6rnekleri alindi. Alinan kan 6rnekleri 4000 rpm'de 10 dk
santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Plazmalar biyokimyasal analizler yapilincaya

kadar derin dondurucuda (-30 °C'de) sakland1.

Almman plazma Orneklerinde, Alanin Aminotransferaz (ALT) ve Aspartat
Aminotransferaz (AST) aktiviteleri ile Total Antioksidan Kapasite (TAK), Total
Oksidan Kapasite (TOK) ve Total bilurubin diizeyleri spektrofotometrik yontemle

belirlendi.

Kan alimindan sonra hayvanlarin sistemik nekropsileri yapilarak karaciger
doku Ornekleri alindi. Karaciger doku orneklerinin bir kismi %10'luk formol
soliisyonunda tespit edildi ve geri kalan kisimlar1 TAK ve TOK 6l¢timii i¢in PBS ile
yikandiktan sonra cam tiiplere (10 ml) alinarak analizler yapilincaya kadar derin

dondurucuda (-30 °C'de) sakland:.

Histopatolojik inceleme i¢in alman doku orneklerinden parafin bloklar:
hazirlandi. Parafin bloklardan alinan kesitler HE ile boyanarak 1sik mikroskobu

altinda incelendi.

TAK ve TOK seviyelerini belirleme i¢in alinan doku o6rnekleri PBS ile 5 kat
sulandirilarak buz iizerinde 12.000 rpm'de 2 dakika stire ile homojenizator (BioSpec
Tissue-Tearor 9853G-07) kullanilarak homojenize edildi. Ardindan homojenizatlar
15000 rpm'de +4 derecede 10 dk santrifiij edilerek siipernatantlar alindi. Bu
siipernatantlardan doku TAK ve TOK diizeyleri spektrofotometrik yontemle

belirlendi.

2.2.2. Histopatolojik incelemeler

Alinan karaciger ornekleri %70’lik alkolde hazirlanan %10’luk formaldehid
soliisyonunda tespit edildi. Rutin islemlerin ardindan hazirlanan parafin bloklardan 5

um kalinliginda doku kesitleri alind1 ve Hematoksilen-Eosin (H.E.) ile boyanarak
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151k mikroskobunda (Olympus BX51; Olympus Optical Co., Osaka, Japonya)

degerlendirildi. Gerekli goriilen olgulardan mikroskobik resimler ¢ekildi.

Karaciger hasarinin degerlendirilmesinde polimorf ve mononiiklear yangi
hiicresi infiltrasyonu, bulanik siskinlik ve hidropik dejenerasyon, vakuoler
dejenerasyon, balonumsu dejenerasyonlarin siddeti ve yaygmhigi dikkate alindi.
Yine, deney gruplarinda goriilen karaciger yiizey alanindaki hepatoselliiler nekrozun
yaygmhgi 0: normal; 1: minimal; 2: hafif; 3: orta; 4: belirgin; 5: siddetli seklinde
semi-kantitatif olarak degerlendirildi (Tablo 3.1).

2.2.3. Biyokimyasal incelemeler

Plazma o6rneklerinde Total bilurubin, AST ve ALT diizeyleri Total Bilurubin
Assay Kit (TML TR90171), AST Assay Kit (TML TR90141) ve ALT Assay Kit
(TML TR90125) kullanilarak ve bildirdikleri metoda gore spektrofotometrik olarak
Olciildii. Plazma ve karaciger dokusundaki antioksidan ve oksidan miktar1 Total
Antioxidant Status (TAS) Assay Kit ve Total Oxidant Status (TOS) Assay Kit (Rel
Assay Diagnostics, Clinical Chemistry Solutions) kullanilarak sperktrofotometrik
olarak 6l¢iildii (Erel, 2004).

2.2.3.1. Total Bilurubin Miktarinin Belirlenmesi

Total bilurubin miktarmin 6l¢iimii TML marka Total Bilurubin TR90171 kiti
kullanilarak {iretici firme tarafindan oOnerilen metoda gore spektrofotometre ile
yapildi (Tablo 2.2).

Reaktif 1:

Sulfanilik asit 28,9 mmol/L

Hidroklorik asit 165 mmol/L

Dimetilsiilfoksit 7 mol/L
Reaktif 2:

Sodyum nitrit 43 mmol/L
Standart: BIEN-4050



Mikroplate igerisine asagidaki oranlarda maddeler konuldu ve 555 nm dalga

boyunda Optik Dansiteleri (OD) spektrofotometrede Olciildii.

Tablo 2.2: Total Bilurubin Ol¢iim Analizi

Ornek Korii Ornek Kalibrator Kalibrator
Korii
Rekatif 1 160 pl 160 pl 160 pl 160 pl
Ornek 20 ul 20 ul - -
Kalibrator - - 20 pl 20 pl

Kanstirildiktan sonra 5 dk inkubasyon yapildi ve birinci optik dansiteleri (OD1)
olciildii.
Kalibrator 2 | - 40 pl - 40 pl

Kanstirildiktan sonra 5 dk inkubasyon yapild1 ve ikinci optik dansiteleri (OD2)
olciildii.

Total Bilurubin Sonu¢larin Hesaplanmasi;
Total Bilurubin (mg/dl) = [(OD2 Ornek) - ( OD1 Ornek Kérii)] /x [(OD2 Kalibratdr)
- (OD1 Klibrator Korii)] x n

n: Kalibrator konsantrasyonu

2.2.3.2. AST Aktivitesinin Belirlenmesi

IFCC'min  Onerdigi yonteme gore AST'nin kinetik olarak tespiti
spektrofotometre ile yapildi (Expert Panel on enzyme of the IFCC, 1976).
Kullanilan Reaktifler
Reaktif 1:

Tris buffer (pH 7,8) 88 mmol/L

L-Aspartate 260 mmol/L

LDH >1500 U/L

MDH >900 U/L
Reaktif 2:

A-Ketoglutarate 12 mmol/LL

NADH 0,24 mmol/L
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AST olciim prosediirii: Dort hacim reaktif 1, bir hacim reaktif 2 ile
karistirildi. Okuma islemine gegilmeden Once distile su ile spektrofotometre
sifirland1. Reaktif 1'den 1000 pl kiivete kondu ve lizerine 100 pl 6rnek plazma
eklendi ve karistir1ldi, 1 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra numuneler
spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda 3 dk boyunca dakika basma degisen optik
dansiteleri 6l¢iildii (AOD/dak.).

Sonug¢larin Hesaplanmasi;

AST aktivitesi (U/L) = (AOD/dak.) x 1746

2.2.3.3. ALT Aktivitesinin Belirlenmesi

IFCC'min  Onerdigi yonteme gore AST'nin kinetik olarak tespiti
spektrofotometre ile yapildi (Expert Panel on enzyme of the IFCC, 1976).
Kullanilan Reaktifler
Reaktif 1:

Tris buffer (pH 7,8) 110 mmol/L

L-Alanine 600 mmol/L

LDH >1500 U/L
Reaktif 2:

A-Ketoglutarate 16 mmol/L

NADH 0,24 mmol/L

ALT olciim prosediirii: Reaktif 1'den 1000 pl kiivete kondu iizerine 100 pl
ornek plazma eklendi son olarak Reaktif 2'den 100 pl eklendi ve karistirildi, 1 dk
inkiibasyona birakildi. Okuma islemine gecilmeden Once distile su ile
spektrofotometre sifirlandi. inkiibasyondan sonra numunelerin spektrofotometrede
340 nm dalga boyunda 3 dk boyunca dakika basina degisen optik dansiteleri 6l¢iildii
(AOD/dak.).

Sonug¢larin Hesaplanmasi;

ALT aktivitesi (U/L) =(AOD/dak.) x 1746
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2.2.3.4. Total Antioksidan Kapasitelerinin (TAK) Belirlenmesi

Erel (2004) tarafindan bildirilen kolorimetrik yontem ile spektrofotometrede
Olciildi (Tablo 2.3) (Erel, 2004).

Kit Icerigi;

Reaktif 1: Test tamponu (50 ml)

Reaktif 2: Renklendirilmis ABTS [2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6
sulphonic acid)] radikal soliisyonu (10 ml)

Standart 1: 0.0 mmol Trolox Equiv./L) soliisyonu

Standart 2: 1.0 mmol Trolox Equiv./L) soliisyonu (10 ml).

Tablo 2.3: Total Antioksidan Kapasite (TAK) aktivite analizi

Absorbans 1 (660 nm) Absorbans 2 (660 nm)
500 pl reaktif 1 + 30 ul standart 1 | Stdl + 75 ul reaktif 2

Stdl Standart 1’in  ilk absorbansi | Oda 1sisinda 10 dakika ya da 37 °C’de 5
olciildii dakika inkiibasyon,

2. Absorbans o6l¢iildii
500 pl reaktif 1 + 30 ul standart 2 | Std 2 + 75 ul reaktif 2

Std 2 Standart 2’nin ilk absorbansi | Oda isisinda 10 dakika ya da 37 °C’de 5
olciildii dakika inkiibasyon,
2. Absorbans o6l¢iildii
500 pl reaktif 1 + 30 ul 6rnek Or 1+ 75 pl reaktif 2
Om 1 Ornegin ilk absorbansi 6lciildii Oda 1s1sinda 10 dakika ya da 37 °C’de 5
dakika inkiibasyon,

2. Absorbans 6l¢iildii

Sonug¢larin Hesaplanmasi;

[(AAbs Std1) - (AAbs Ornek)]
[(AAbs Std1) - (AAbs Std2)]

Sonug =

A Standart 1’in absorbans1 = (Std 1’in ikinci absorbansi - Std 1’in ilk absorbansi)
A Standart 2’nin absorbans1 = (Std 2’in ikinci absorbansi - Std 2’in ilk absorbans1)

A Ornegin absorbansi = (Ornegin ikinci absorbansi - Ornegin ilk absorbansi)
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2.2.3.5. Total Oksidan Kapasitelerinin (TOK) Belirlenmesi

Erel (2005) tarafindan bildirilen kolorimetrik yontem ile spektrofotometrede
Olciildi (Tablo 2.4.) (Erel, 2005).

Kit Icerigi;

Reaktif 1: Test tamponu (50 ml x1 ml)

Reaktif 2: Prokromojen soliisyonu (10 ml x 1 ml)

Standart 1: Kor soliisyonu (deiyonize su)

Standart 2: Stabilize edilmis standart stok soliisyonu (SSSS) (800 mM

H,0,Equiv./L, 10 ml xIml).

Standart soliisyon hazirlanmasi: Stok soliisyondan 50 pl alindi ve 10 ml

deiyonize su ile vortexte karistirildi. Bu soliisyondan da 50 pl alindi ve 10 ml

deiyonize su ile vortexte karistirildi. Bu sekilde standart iki stok soliisyonu 40 000

kat sulandirilmis oldu ve elde edilen calisma soliisyonunun yogunlugu 20

mikromolar H,O, Equiv./L olarak elde edildi. Bu ¢alisma soliisyonu giinliik olarak

hazirlandi.

Tablo 2.4:

Total Oksidan Kapasite (TOK) aktivite analizi

Absorbans 1 (530 nm)

Absorbans 2 (530 nm)

500 pl reaktif 1 + 75 pl standart 2

Std 2 + 25 pl reaktif 2

Std 2 Standart 2’nin ilk absorbansi 6l¢iildii | Oda 1sisinda 10 dakika ya da 37 °C’de
5 dakika inkiibasyon,
2. Absorbans 6l¢iildii
500 pl reaktif 1 + 75 ul rnek Or 1+ 25 pl reaktif 2

Om 1 Ornegin ilk absorbansi 6l¢iildii Oda 1s1sinda 10 dakika ya da 37 °C’de

5 dakika inkiibasyon,
2. Absorbans o6l¢iildii

Sonug¢larin Hesaplanmasi;
T = [(AAbs Ornek) / (AAbs Std2)] x 20 (Std 2 degeri)

AAbs Ornek = Ornegin ikinci absorbansi — 6rnegin ilk absorbansi

AADbs Std2 = Standart 2’nin ikinci absorbansi — standart 2’nin ilk absorbansi

Std 2 degeri = 20 umol H,O,Equiv./L
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2.2.4. istatistiksel Analizler

Bu ¢alismadan elde edilen veriler, ortalama deger + ortalama degerin standart
hatas1 “Mean = SE” seklinde verildi. Verilerin istatistiksel analizleri icin SPSS
istatistiksel analiz programi kullanildi (Windows versiyon 10.0). Verilere tek yonli
varyans analiz yapild1 ve gruplar arasindaki istatistiksel fark Duncan testi ile tepit
edildi. Yapilan istatistiksel analizler sonucu elde edilen P degerlerinin <0.05 olmas1

durumunda fark 6nemli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Histopatolojik Bulgular

Biitiin gruplardaki farelerden alinan karaciger Orneklerindeki karaciger
nekrozlar1 semi-kantitatif olarak degerlendirildi. Materyal ve metotta bildirilen

kriterlere gore karaciger hasar1 derecelendirildi (Tablo 3.1).

Birinci Grupta (kontrol grubu) bulunan biitiin fare karacigerlerinin normal
oldugu tespit edildi. Yine 3., 5., 7. ve 9.cu gruplardaki fare karacigerlerinin normal
olduklar1 goriildii (Resim 1, 2). Diger yandan, Grup 2, 4, 6 ve 8’de bulunan farelerin
karacigerlerinde siddetli ve yaygin karaciger nekrozlari tespit edildi (Resim 3, 4, 5,
6). Bu nekrozlarin yaygin koagiilatif tipte ve genelde vena sentralislerin etrafinda,
periasiner (sentrilobiiler, zon 3) yerlesimli olduklar1 dikkati ¢ekti. Nekrotik
bolgelerin diginda kalan hepatositlerde ise sinirlt ya da yaygin bulanik siskinlik,
vakuoler, hidropik nadiren de balonumsu tipte dejenerasyonun bulundugu tespit
edildi. Nekrotik bolgelerde heterofil 16kositlerin bulundugu, bazen de bunlara
monosit infiltrasyonlarmin eslik ettigi goriildii. Baz1 bdlgelerde nekroz odaklarinin
genisleyerek diger nekroz odaklari ile birlestigi dikkati ¢ekti (Resim 3, 5). Karaciger
parankiminde bulunan baz1 nekrotik bdlgelerde nadiren fibrotik reaksiyonun gelistigi
goriildi. Bu fibrotik bélgelerde genelde mononiiklear 16kosit infiltrasyonlarinin
bulundugu belirlendi. Bu yangisal infiltrasyonlara bazen de heterofil 16kositlerin
eslik ettigi tespit edildi. Diger yandan, kontrol grubu ve koruyucu madde uygulanan
gruplarda bulunan fare karacigerlerindeki karaciger nekrozlarinin bulunmadigi Grup
2,4, 6, ve 8’de bulunan fare karacigerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu tespit edildi (P<0.05). Yine, Grup IV, Grup VI ve Grup VIII'de tespit edilen
karaciger nekrozlarinin Grup Il'ye gore biraz daha azalmis olmasina ragmen aradaki

fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir.
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Tablo 3.1: CCly ve CCly'e toksikayonuna karst koruycucu olarak kullanilan Vit E ve
N-Asetilsistein uygulanan farelerde meydana gelen hepatoselliiler nekrozun semi-

kantitatif analizi (Mean+SE).

Gruplar Karaciger
(n=177?) Nekrozu™
Grup I 0
Grup II 3,57

Grup 111 0

Grup IV 3,14"
Grup V 0

Grup VI 3,21

Grup VII 0

Grup VIII 3,14°

Grup IX 0

*Kontrol grubuna gore onemli (P < 0.05); ** 0: normal karaciger; 1: minimal; 2:

hafif; 3: orta; 4: belirgin; 5: siddetli karaciger nekrozu.
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Resim 3.1: Normal karaciger, hepatositler ve vena sentralisler (oklar).
(H.E. x10). (Grup I).

Resim 3.2. Normal karaciger, hepatositler ve vena sentralis (ok). (H.E.
x20). (Grup VII).
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Resim 3.3: Vena sentralisler etrafinda yaygin hepatoselliiller nekroz
(oklar). (H.E. x4). (Grup II).

Resim 3.4: Vena sentralisler etrafinda yaygin hepatoselliller nekroz.
Nekrotik hepatositlerin sitoplazmalar1 normal hepatositlere gore daha
eozinofilik. Cekirdeklerde piknozis (kisa ok) ve karyoreksis (uzun ok)
(H.E. x40). (Grup IV).
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Resim 3.5: Vena sentralisler etrafinda yaygin hepatoselliiler nekroz.
Periasiner merkezli nekrozlarin birleserek portal aralik (Glisson iiggeni)
(ok) etrafinda bir kusak olusturmalar1. (H.E. x4). (Grup VI).

Resim 3.6: Ila¢ uygulamasi sonucu vena sentralis (uzun ok) etrafinda
gelisen masif nekroz. Saglam kalan hepatosit adacigi (kisa ok). (H.E. x10).
(Grup VIII).
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3.2. Biyokimyasal Bulgular

Biyokimyasal parametreler deney gruplarindan alman kan ve karaciger
dokusunda caligildi. Alman kan numuneleri santriftij edilerek plazmaya ayrildi.
Plazmada total bilurubin, AST, ALT, total antioksidan kapasite ve total oksidan
kapasite degerleri spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Yine deney gruplarindan alinan
karaciger 6rneklerinde homojenize edildikten sonra total antioksidan kapasite ve total

oksidan kapasite degerleri spektrofotometrik olarak belirlendi.



Tablo 3.2: Serum total bilirubin, AST, ALT, TAK ve TOK seviyeleri ile karaciger dokusu TAK ve TOK seviyeleri analiz sonuglar1 ve gruplar

arasmdaki istatistiksel farklar.
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Grup

11

I

v

v

\4!

VII

VIII

IX

Total

Bilurubin

(mg/dL)

1,262+0,034%

1,635+0,042"

1,194+0,019¢

1,460+0,013°

1,220+0,030¢

1,57740,052"

1,260+0,038%

1,355+0,069™

1,245+0,036

AST (UL)

669,00+511,7°

6176,28+774,8"

379,42+109,2¢

5285,00+644,2"

1486,14+855,1™

5360,14+696,3"

2886,0+813,3"

5286,00+758,4"

882,57+744,6™

ALT (U/L)

412,424370,5°

4737,85+801,1"

126,85+62,2°

4139,28+621,3"

1071,57+673,9°

4203,14+692,2%

1739,00+784,7°

4010,00+770,5"

1220,57+778,9°

Plasma
TAK

(mmol
Trolox

eq/L)

0,920+0,07°

0,359+0,05°

0,941+0,06°

0,673+0,04°

0,667+0,06"

0,605+0,05"

0,672+0,06°

0,634+0,12°

0,734+0,03*

Plasma
TOK
(umol
H,0,eq /L)

6,894+1,01°

28,733+8,08"

5,422+0,71°

16,677+7,57"

7,748+1,29°

15,920+3,84™

6,763+0,72°

13,095+4,90°

7,27242,11°

Doku TAK
(umol
Trolox

eq/g)

2,535+0,60™

1,015+0,10¢

1,87+0,25¢

1,255+0,15%

2,02+0,20™

1,27+0,10%

1,82+0,20%¢

1,67+0,20%¢

3,11+40,35"

Doku TOK
(nmol

H,0,eq/g)

23,975+1,55"

107,7439,55"

28,26+5,35°

54,78+21,80°

25,96+2,45°

46,01+11,20°

29,635+2,55"

32,77+5,35°

30,14+1,65°

Veriler ortalama+standart hata olarak verildi. ®

¥ harfleri gruplar arasinda fark oldugunu gostermektedir (P < 0,05).
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Total Bilurubin
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Veriler ortalamatstandart hata olarak verildi. **“¢ harfleri gruplar arasinda fark
oldugunu gostermektedir (P < 0,05).
Sekil 3.1: Deney gruplarinda yapilan Total Bilurubin (mg/dl) analiz sonuglar1 ve

gruplar arasindaki istatistiksel farklar.

Total bilurubin diizeyi kontrol grubu ile karsilastirildiginda, CCl verilen
grupta istatistiksel olarak onemli 6l¢lide bir artisin oldugu goriilmektedir (p<0.05).
Ayrica, CCly uygulanan grup ile N-Asetilsistein + CCly ve N-Asetilsistein + Vit E +
CCly uygulanan gruplar karsilagtirildiginda Total Bilurubin seviyesinde istatistik
acidan onemli bir diisiis, Vitamin E + CCly uygulanan grupta ise istatistiksel agidan

onemli olmayan bir diislis gozlenmistir (Sekil 3.1).
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Veriler ortalamatstandart hata olarak verildi. ®>° harfleri gruplar arasinda fark

oldugunu gostermektedir (P < 0,05).
Sekil 3.2: Deney gruplarinda yapilan AST (U/L) analiz sonuglar1 ve gruplar

arasindaki istatistiksel farklar.

Karaciger AST seviyesinde kontrol grubuna gore CCls uygulanan grupta
istatistiksel agidan onemli bir artisin meydana geldigi goriilmiistiir (p<0.05). CCly
uygulanan grup ile N-Asetilsistein + CClL, Vit E + CCly ve N-Asetilsistein + Vit E +
CCly uygulanan gruplar karsilastirildiginda karaciger AST seviyesinin istatistik

acidan dnemli olmasa da belirli bir diisiis gozlenmistir (Sekil 3.2).
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Veriler ortalamatstandart hata olarak verildi. *° harfleri gruplar arasinda fark
oldugunu gostermektedir (P < 0,05).
Sekil 3.3: Deney gruplarinda yapilan ALT (U/L) analiz sonuglar1 ve gruplar

arasindaki istatistiksel farklar.

Karaciger ALT seviyesinde kontrol grubuna goére CCly uygulanan grupta
istatistiksel agidan onemli bir artisin meydana geldigi goriilmiistiir (p<0.05). CCly
uygulanan grup ile N-Asetilsistein + CCl, Vit E + CCly ve N-Asetilsistein + Vit E +
CCly uygulanan gruplar karsilastirildiginda karaciger ALT seviyesinin istatistik

acidan 6nemli olmasa da belirli bir diisiis gozlenmistir (Sekil 3.3).
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Veriler ortalamatstandart hata olarak verildi. ®>° harfleri gruplar arasinda fark
oldugunu gostermektedir (P < 0,05).
Sekil 3.4: Deney gruplarinda yapilan plazma TAK (mmol/L Trolox equivalent/L)

analiz sonuglar1 ve gruplar arasindaki istatistiksel farklar.

Plazma total antioksidan kapasinde (TAK), kontrol grubuna goére CCly
uygulanan grupta istatistiksel ag¢idan Onemli bir diislisiin meydana geldigi
goriilmistiir (p<0.05). CCls uygulanan grup ile N-Asetilsistein + CCly, Vit E + CCly
ve N-Asetilsistein + Vit E + CCly uygulanan gruplar karsilastirildiginda plazma total

antioksidan kapasinde istatistik agidan Onemli bir artis gdzlenmistir (Sekil 3.4).
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Veriler ortalamatstandart hata olarak verildi. ** harfleri gruplar arasmda fark
oldugunu gostermektedir (P < 0,05).
Sekil 3.5: Deney gruplarinda yapilan plazma TOK (umol H,O, equivalent/L) analiz

sonuglar1 ve gruplar arasindaki istatistiksel farklar.

Plazma total oksidan kapasinde (TOK), kontrol grubuna gore CCly
uygulanan grupta istatistiksel agidan onemli bir artisin meydana geldigi gorilmiistiir
(p<0.05). CCl4 uygulanan grup ile N-Asetilsistein + CCls, Vit E + CCly uygulanan
gruplar karsilastirildiginda plazma total oksidan kapasitesinde istatistik agidan
onemli olmasa da belirli bir diisiis, N-Asetilsistein + Vit E + CCly uygulanan grup
karsilastirildiginda ise istatistik agidan onemli bir diisiis gozlenmistir (Sekil 3.5).
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Veriler ortalamatstandart hata olarak verildi. **“¢ harfleri gruplar arasinda fark
oldugunu gostermektedir (P < 0,05).
Sekil 3.6: Deney gruplarinda yapilan karaciger dokusu TAK (umol Trolox

equivalent/g doku) analiz sonuglar1 ve gruplar arasindaki istatistiksel farklar.

Doku total antioksidan kapasitesinde (TAK), kontrol grubuna gore CCly,
uygulanan grupda TAK seviyesinde istatistiksel agidan onemli 6l¢iide bir azalmanin
oldugu tespit edilmistir. CCly uygulanan grup ile N-Asetilsistein + CCly, Vit E +
CCly ve N-Asetilsistein + Vit E + CCly uygulanan gruplar karsilastirildiginda doku
total antioksidan kapasitesinde (TAK) istatistik acidan dnemli olmasa da belirli bir

artis gozlenmistir (Sekil 3.6).
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Veriler ortalamatstandart hata olarak verildi. ** harfleri gruplar arasmda fark
oldugunu gostermektedir (P < 0,05).
Sekil 3.7: Deney gruplarinda yapilan karaciger dokusu TOK (nmol H,O,

equivalent/g doku) analiz sonuglar1 ve gruplar arasindaki istatistiksel farklar.

Doku total oksidan kapasitesinde (TOK), kontrol grubuna gore CCly,
uygulanan grupta TOK seviyesinde istatistiksel agidan onemli 6l¢iide bir artmanin
oldugu tespit edilmistir. CCly uygulanan grup ile N-Asetilsistein + CCly, Vit E +
CCly ve N-Asetilsistein + Vit E + CCly uygulanan gruplar karsilastirildiginda doku
total oksidan kapasitesinde (TOK) istatistik agidan onemli bir dislis gozlenmistir
(Sekil 3.7).
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4. TARTISMA

Bu c¢alisma ile N-Asetilsistein ve vitamin E'nin tek bagslarina ve birlikte
kullaniminin Swiss albino farelerde CCL'lin karacigerde yol actigi hasar1 onemli
Olgtide engelledigi yapilan histopatolojik ve biyokimyasal analizler ile ayrmntili bir

sekilde gosterildi.

Karbon tetrakloriir (CCls) deneysel olarak karaciger hasar1 olusturulmasinda
en fazla kullanilan kimyasal maddelerden biridir (Recknagel, 1989). CCls, oksijen
radikalleri olusturmakta ve hiicrelerde 6zellikle karacigerde lipit peroksidasyonuna
neden olmaktadir. CCls’lin dokularda hasar olusturma mekanizmasi, CCl’lin
sirokom P450 enzimi araciligiyla triklorometil (CCl;) ve triklorometil peroksit
(CCL30,) serbest radikallerine doniisiimii sonrast baglayan lipit peroksidasyonu ile

ortaya ¢ikan oksidatif hasar olarak aciklanmaktadir (Aranda, 2010).

Yapilan ¢alismalarda CCl uygulanmis siganlarda oksidatif stres ve karaciger
kupffer hiicrelerinin inaktivasyonunun, karaciger fibrozisinde dnemli bir rol oynadigi
tespit edilmistir. Hepatik fibrozis, ¢cok sayida hiicresel ve molekiiler siirecin dahil
oldugu ilerleyici bir patolojik durumdur. (Muriel, 2003). Deneysel ¢aligmalarda,
CCly’iin karaciger dokusunda koagiilatif nekroz, agir fibroz, mononiiklear hiicre
infiltrasyonu, hemoraji, yag dejenerasyonu ve dejeneratif nodiiler sekillenme gibi
klasik siroz bulgularina neden oldugu gozlemlenmistir (Kus, 2005). Omur ve ark.;
yaptiklar1 ¢calisma ile CCls’e bagh olarak karacigerde toksik etki meydana geldigini
saptamislardir (Omur, 2005).

Gasso ve ark.; CCly uygulanan deney hayvanlariin karacigerindeki hasarin
derecesini patolojik bulgularla tespit etmislerdir. CCly; kaynakli karaciger hasarmna
bagl olarak meydana gelen oksidatif stresteki artis, karaciger fibrozunun ve sirozun

gelisimine katkida bulunabilecegini saptamislardir (Gasso, 1996).
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Calismamizda, birinci grupta (kontrol grubu) bulunan biitiin fare
karacigerlerinin normal oldugu tespit edilmistir. Yine ti¢lincii grup (N-Asetilsistein),
besinci grup (vitamin E), yedinci grup (N-Asetilsisteint+vitamin E) ve dokuzuncu
grup (zeytin yagi) farelerin karacigerlerinin normal oldugu goriilmiistiir (Resim 1, 2).
Diger yandan, ikinci grup (CCly), dordiincii grup (N-Asetilsisteint CCly), altinci
grup (vitamin E+ CCly) ve sekizinci grup (N-Asetilsisteintvitamin E+ CCl)’ta
bulunan farelerin karacigerlerinde siddetli ve yaygin karaciger nekrozlari tespit
edilmistir (Resim 3, 4, 5, 6). Bu nekrozlari yaygin koagiilatif tipte ve genelde vena
sentralislerin etrafinda, periasiner (sentrilobiiler, zon 3) yerlesimli olduklar1 dikkati
cekti. Nekrotik bolgelerin disinda kalan hepatositlerde ise sinirli ya da yaygin
bulanik siskinlik, vakuoler, hidropik nadiren de balonumsu tipte dejenerasyonun
bulundugu tespit edilmistir. Nekrotik bolgelerde heterofil 16kositlerin bulundugu,
bazen de bunlara monosit infiltrasyonlarmin eslik ettigi goriilmiistiir. Baz1 bolgelerde
nekroz odaklarmin genisleyerek diger nekroz odaklar1 ile birlestigi dikkati ¢ekti
(Resim 3, 5). Karaciger parankiminde bulunan bazi nekrotik bdlgelerde nadiren
fibrotik reaksiyonun gelistigi gozlenmistir. Bu fibrotik bolgelerde genelde
mononiiklear 16kosit infiltrasyonlarinin bulundugu belirlenmistir. Bu yangisal

infiltrasyonlara bazen de heterofil 16kositlerin eslik ettigi tespit edilmistir.

Total bilurubin diizeyi ile ALT ve AST enzim aktiviteleri hepatosit
nekrozunun derecesini tespit etmede olduk¢a Onemlidir. Total bilurubin diizeyi ile
ALT ve AST miktar1 hasar gérmiis hepatositten seruma salinmaktadir ve yiiksek
diizeyleri hepatoselliiler hasar1 gdstermektedir. Goker ve Ozmen; kuru 1sirgan otu
yapragmin, siganlarda karbon tetrakloriir ile olusturulan lipit peroksidasyonu iizerine
inhibe edici etkisini incelemislerdir. Karbon tetrakloriir verilen siganlarmin plazma
ALT ve AST enzim diizeyleri, 1sirgan otu ile birlikte karbon tetrakloriir verilen
gruptaki siganlar ile kiyaslandiginda bu degerlerin anlamli derecede yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Diger taraftan; yine bu iki grupta Olgiilen karaciger glutatyon ve
karaciger lipit peroksit diizeyleri kiyaslandiginda, isirgan otu ile birlikte karbon
tetrakloriir verilen gruptaki sicanlarin, karbon tetrakloriir verilen gruptaki siganlara

gore anlaml bir sekilde azaldig1 goriilmiistiir (Goker, 2009).
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Hong ve ark.; yaptiklar1 bir ¢alismada CCly uyguladiklar: ratlarin AST, ALT
ve total bilurubin degerlerinde 6nemli bir artis meydana geldigini tespit etmislerdir
(Hong, 2009). Yine, Aranda ve ark.; CCly uyguladiklar1 ratlarin AST, ALT ve total
bilurubin degerlerinin yiiksek oldugunu belirtmislerdir (Aranda 2010).

Bizim c¢alismamizda da, total bilurubin diizeyi kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, CCly verilen grupta istatistiksel olarak 6nemli 6lgiide bir artisin
oldugu gorilmiistiir (p<0.05). Ayrica, CCly uygulanan grup ile N-Asetilsistein+CCly
ve N-AsetilsisteintVit E+CCly uygulanan gruplar karsilastirildiginda total bilurubin
seviyesinde istatistiksel acidan 6nemli bir diisiis, vitamin E uygulanan grupta ise
istatistiksel agidan Onemli olmayan bir diisiis gozlenmistir. Bu da bize N-
Asetilsisteinin  koruyucu etkisinin Vitamin E’ye gore daha fazla oldugunu

gostermektedir.

Yine calismamizda, karaciger AST ve ALT seviyelerinde kontrol grubuna
gore CCly uygulanan grupta istatistiksel agidan 6nemli bir artisin meydana geldigi
goriilmiistiir (p<0.05). CCly uygulanan grup ile N-Asetilsistein+CCls, Vit E+CCly ve
N-AsetilsisteintVit E+CCly uygulanan gruplar karsilastirildiginda karaciger AST ve
ALT seviyelerinde istatistiksel olarak Onemli olmasa da nispeten bir diisiis

gozlenmistir.

Lipit peroksidasyonunun gdstergesi olarak, malondialdehit (MDA) diizeyi
onemli bir faktor olarak degerlendirilmektedir. CCly olusturdugu serbest radikallerle,
lipit peroksidasyonunu indiiklemekte ve MDA diizeylerinde artisa sebep olmaktadir

(Wang, 2005; He, 2006; Arezzini, 2003; Lin, 2006).

Aydogdu ve ark., siganlara bobrek iskemi/reperflizyon hasarina karsi N-
Asetilsistein’in koruyucu etkisini arastirmuslardir. Iskemi/reperfiizyon olusturulan
grupta; iire ve kreatinin diizeylerinin arttigi, sliperoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidaz aktivitelerinin azaldig1 goriilmiistiir. Hem bobreklerde hem de
plazmada malondialdehit diizeyinin arttigi, glutatyon diizeyinin azaldigi,

histopatolojik incelemelerde ise nekroz bulgularinda artma izlenmistir. N-
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Asetilsistein uygulanan grupta, hem plazma hem de bobrek malondialdehit
diizeyinde azalma ve glutatyon diizeyinde artis elde edilmistir. Bobreklerin
histopatolojik incelenmesinde nekroz ve kast bulgularinda azalma tespit edilmistir.
Sonug olarak; bobrek I/R hasarinda oksidatif stresin dnemli rol oynadig1 ve bu hasara
kars1 N-Asetilsistein verilmesinin koruyucu rol oynadigi kanisina varmuslardir

(Aydogdu, 2005).

Akdogan ve ark.; asetaminofen tarafindan olusturulan karaciger hasarma kars1
koruyucu olarak N-Asetilsistein’in etkisini incelemislerdir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, asetaminofen grubunda serum aspartat aminotransferaz (AST)
ve alanin aminotransferaz (ALT) aktiviteleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur.
Asetaminofen uygulamasi kontrol grubuna gore karaciger malondialdehit (MDA)
derisimini anlamli olarak artirirken, rediikte glutatyon (GSH) derisimini, anlamh
olarak azaltmistir. N-Asetilsistein uygulamasi ise, karaciger MDA derisiminde
azalmaya, GSH derisiminde artmaya neden olmustur. Hepatik arjinaz aktivitesinde
herhangi bir degisim gozlenmezken, nitrik oksit sentetaz (NOS) aktivitesinin
gostergesi olarak karaciger nitrit derisimleri Asetaminofen uygulanan grupta tiim
gruplara gore anlamli ylksek bulunmustur. Sonug¢ olarak; Asetaminofen
uygulamasinin karaciger hasarina neden oldugu, lipit peroksidasyonu ve nitrik oksit
(NO) olusumunu artirdigi, N-Asetilsisteinin ise oksidatif ve nitrozatif stres

baglaminda koruyucu etki gosterdigi ortaya konmustur (Akdogan, 2010).

Calismamizda, karaciger ve plazma total antioksidan kapasitelerinde (TAK),
kontrol grubuna gore CCly uygulanan grupta istatistiksel olarak dnemli bir diisiisiin
meydana geldigi goriilmiistiir. CCly uygulanan grup ile N-Asetilsistein+CCly, Vit
E+CCl; ve N-AsetilsisteintVit E+CCly uygulanan gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda plazma total antioksidan kapasitelerinde istatistiksel agidan
onemli bir artisin meydana geldigi gozlenmis, ancak karaciger dokusunda

istatistiksel olarak 6nemli olmasa da nispeten bir artisin oldugu tespit edilmistir.

Yine, karaciger ve plazma total oksidan kapasitelerinde (TOK), kontrol

grubuna gore CCly uygulanan grupta istatistiksel acidan dnemli bir artisin meydana
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geldigi goriilmiistiir. CCly uygulanan grup ile N-AsetilsisteintCCly ve Vit E+CCly
karsilastirildiginda plazma total oksidan kapasitelerinde istatistiksel olarak onemli
olmasa da belirli bir diisiisiin oldugu, ancak N-Asetilsisteint+Vit E+CCly; uygulanan
grupta istatistik agidan Onemli bir disiisiin oldugu gozlenmistir. Karaciger
dokusunda ise CCly uygulanan grup ile N-AsetilsisteintCCLl, Vit E+CCly ve N-
Asetilsisteint+Vit E+CCly uygulanan gruplarin kendi aralarinda karsilastirildiginda
doku total oksidan kapasitelerinde (TOK) istatistiksel olarak onemli bir diisiisiin

meydana geldigi gozlenmistir.
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5. SONUC

Calismamizda sonug olarak, CCls'tin hem histopatolojik hemde biyokimyasal
veriler 15131nda karacigerde hasar olusturdugu tespit edilmistir. Karacigerde olusan
hasarin azaltilmasinda koruyucu olarak N-Asetil sistein ve Vitamin E'nin birlikte
kullanilmasinin karacigerdeki hasar1 tek baslarina kullanimindan daha fazla azalttig:
hem histopatolojik hemde biyokimyasal veriler ile tespit edilmistir. Bu bulgular
1s18inda N-Asetil sistein ve Vitamin E'nin birlikte kullanilmasinin diger karaciger
hastaliklarindan korunmada etkili olarak kullanilabilecegi diistiniilebilir. Ayrica, hem
bu calismadan elde edilen bulgularin dogrulanmasi hem de iki maddenin birlikte
kullanilmasi ile karaciger tlizerinde toksik etkisi olan diger maddelere kars1 koruycu

etkilerinin ortaya konulabilmesi agisindan yeni detayli calismalar gerekmektedir.
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6. OZET

Bu c¢alismada N-Asetilsistein ve vitamin E'nin tek baslarina ve birlikte
kullaniminin Swiss albino farelerde CCls'tin karacigerde yol agtigi hasara karsi

koruycu etkileri incelendi.

Calismada 3 aylik, 63 adet Swiss albino erkek fare kullanildi. Fareler her
grupta 7 hayvan olmak tlizere 9 gruba ayrildi. Farelere pelet yem ve su ad libitum
olarak verildi. Ilk gruba kontrol grubu olarak herhangi bir uygulama yapilmad.
Ikinci gruptaki hayvanlara ise sadece zeytin yaginda c¢ozdiiriilen (1/3 v/v)
karbontetrakloriir diger gruplarla ayn1 zamanda 7. giin tek doz 1 ml/kg intraperitonal
uygulandi. Uciincii ve Dérdiincii gruplara N-asetil sistein 100 mg/kg/giin periton i¢i
yolla 7 giin verildi. Besinci ve Altinc1 gruplara Vitamin E 100 mg/kg/giin kas ici
yolla yolu ile 7 giin verildi. Yedinci ve sekizinci gruplara N-asetil sistein 100
mg/kg/giin periton i¢i yolla beraber Vitamin E 100 mg/kg/giin kas i¢i yolla yolu ile
kombine sekilde 7 giin verildi. Dordiincii, altinc1 ve sekizinci gruplara son
proanthocyanidin uygulamasindan 1 saat sonra zeytin yaginda ¢dzdiiriilen (1/3 v/v)
karbontetrakloriir tek doz 1 ml/kg intraperitonal uygulandi. Son uygulamadan 24
saat sonra farelere servikal dislokasyon yapildiktan sonra heparinli tiiplere kan
ornekleri alindi. Kan alimindan sonra hayvanlarin sistemik nekropsileri yapilarak
karaciger doku Ornekleri alindi. Doku orneklerinde histopatolojik inceleme icin
alman kesitler HE ile boyanarak 151k mikroskobunda incelendi. Plazma 6rneklerinde,
Total bilurubin, TAK ve TOS seviyeleri, ALT ve AST aktiviteleri ile karaciger
dokusunda TAK ve TOS seviyeleri spektrofotometrik yontemlerle belirlendi.

Calismada kontrol grubu ile CCly ile toksikasyon yapilan grup
karsilastirildigida; plazma Total bilurubin, TOS seviyesi, ALT ve AST aktivitesi ile
doku TOS seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artig (P < 0,05); plazma ve
doku TAK seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma (P < 0,05) tespit
edildi. Ayni1 zamanda histopatolojik olarak nekrotik degisikliklerde istatistiksel
olarak anlamli bir artis (P < 0,05) gozlendi. N-Asetilsistein ve N-
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AsetilsisteintVitamin E'nin birlikte kullanimi CCly neden oldugu Total bilirubin
diizeyindeki artis1 engellemesi istatistiksel olarak anlamli (P < 0,05) bulundu. Yine
koruyucu olarak kullanilan Vitamin E ve N-Asetilsistenin hem tek baslarmma hemde
birlikte kullanimlarinin CCls'iin neden oldugu plazma TAK seviyesindeki diisiisii ve
doku TOS seviyesindeki artis1 engellemesi istatistiksel olarak anlamli (P < 0,05)
bulundu. CCls'iin doku TOS seviyesinde neden oldugu artigin 6zellikle Vitamin E ve
N-Asetilsisteinin birlikte kullanilmasi ile istatistiksel olarak anlamli (P < 0,05) bir

sekilde azaltig1 tespit edildi.

Sonug olarak, yapilan bu calismada CCl ile karacigerde olusan hasarin
azaltilmasinda koruyucu olarak N-Asetil sistein ve Vitamin E'nin birlikte
kullanilmasinin tek baslarina kullannomindan daha fazla etkili oldugu hem

histopatolojik hemde biyokimyasal veriler ile tespit edildi.
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7. SUMMARY

In this study, preventive effect of N-acetylcysteine and vitamin E alone and
combination use were investigated on Swiss albino mice experimentally liver

damage caused by CCl,.

This study, 3 months, 63 Swiss albino male mice were used. Mice were
divided into 9 group to 7 animals in each group. Mice were given pellet feed and
water ad libitum. Group I as the control group did not receive and medicaiton. Group
II was administered i.p. CCly in olive oil (1ml/kg, single dose) as well as other
groups in seventh days. Group III and IV were administered N-Acethylcystein
(100mg/kg/d, i.p.) seven days. Group V and VI were administered Vitamin E
(100mg/kg/d, im.) seven days. Group VII and VIII were administered N-
Acethylcystein (100mg/kg/d, 1.p.) and Vitamin E (100mg/kg/d, i.m.) seven days.
Group IV, Group VI and Group VIII were administered i.p. CCly in olive oil
(1ml/kg, single dose) after 1 hour last drug aplication. Group 1X was received single
dose olive oil (1mlkg) ip. route on seventh day. Cervical dislocation were
performed to mice 24 hours after the last application and then blood samples were
taken by intracardiac route. At the end of the study, in plasma samples Total
bilurubin levels, AST and ALT enzyme activit, in plasma and liver tissue samples
total oxidant satatus (TOS) and total antioxidant capacity (TAC) levels, on liver

tissue samples histopatological analyses were performed.

In this study, the group of intoxication with CCl4 experiment compared with
the control group, plasma total bilirubin, TOS level, the level of ALT and AST
activity and tissue TOS statistically significant increase (P <0.05), a statistically
significant decrease in plasma and tissue levels of TAC ( P <0.05) were detected. It is
also a statistically significant (P <0.05) increase in histopathological changes was
observed. Administration of N-acetylcysteine, and N-acetylcysteine + Vitamin E
significantly restored total bilirubin levels compared to Group II. However, vitamin

E and N-acetylcysteine used alone or both as a preservative, statistical significance



47

(P <0.05) prevents to ccl4 caused by decrease in plasma TAC levels and increase in

tissue TOS levels .

In conclusion, in this study, reduction of the liver damage with CCl 4, as a
preservative with the use both of N-acetyl cysteine and vitamin E is more effective

than the use of alone by biochemical and histological data were determined.
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