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1. GIRIS ve GENEL BILGILER

1.1. Giris

Son yillarda saglik, tarim, sanayi gibi alanlarda toksik yapida olan kimyasal
maddelerin bilingsiz ve yanlis kullanilmas1 sonucu gerek halk sagligi, gerekse diger
canlilarin yasami i¢in biiylik bir tehlike olusturmaktadir. Canlilarin bu kimyasal
maddelere uzun siire maruz kalmalar1 durumunda igerdikleri toksik maddelerden

dolay1 canli viicudunda olumsuz etkiler ortaya ¢ikmaktadir.

Canli viicudunda hayati 6neme sahip organlar arasinda dnemli bir yeri olan
karaciger, karin boslugunda diyaframin altinda yer almaktadir. Karacigerin pek ¢ok
onemli fonksiyonu bulunmakla birlikte temel gorevleri sdyle siralanabilir; sekresyon,
ekskresyon, depo, fagositoz, detoksifikasyon, konjugasyon, esterlestirme,
metabolizma ve hemopoez’dir (1). Karaciger tiim bu gorevleri karaciger parankimini
olusturan epitel hiicreleri araciligiyla gerceklestirmektedir. Karacigerdeki fonksiyon
bozukluklarina; toksik maddeler (karbon tetrakloriir, alkol, kloroform, arsenik,
komiir katranit vb), enfeksiyonlar ve parazit larvalarinin karacigerde olusturdugu
dejenerasyon sonucunda asir1 diizeyde hemosiderin birikimi gibi faktorler neden
olmaktadir (2,3,4,5). Bu etkenlerden dolay1 karacigerde olusan hasar siirekli olur ve
bunun siirekli tekrarlanmasi durumunda hiicre yenilenmesinden daha fazla oranda
bag dokusu artis1 meydana gelmektedir. Karaciger parankiminin tahrip olmasi ve
bunun yerine yag dokunun gelismesi, fonksiyonel karaciger hiicreleri yaninda

vaskiiler ve safra kanallar1 sistemini de bozmaktadir (6).

Deneysel olarak karacigerin fonksiyonlarmi bozmayr amaclayan pek cok
arastirmact karbon tetrakloriirii kullanmistir (2,4,5,7,8,9). Karbon tetrakloriir ile
deneysel olarak olusturulan intoksikasyondan basta karaciger olmak iizere pek ¢ok
organ (dalak, pankreas, timus, lenf diigiimleri, akcigerler, kalp) ve sistemin dogrudan

veya dolayl olarak etkilendigi rapor edilmistir (1,5,7,8,9,10).



Oral olarak viicuda alinan CCly ile meydana gelen zehirlenmelerde ortaya
cikan ilk belirtiler; bas agrisi, bas donmesi, halsizlik, gérme bulanikligi, uyuma hali
ve biling kaybidir. CCly’lin emilimden birkag¢ 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 (53).

Serbest radikaller, yiiksek oranda reaktif bilesikler olup, sahip olduklar1 bu
reaktivite ile hiicre membranin yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri,
DNA’daki niikleotidler ve proteinlerin siilfidril gruplar: ile reaksiyona girerek doku
hasarma neden olmaktadirlar. Serbest radikaller fizyolojik sartlarda endojen olarak
olusurken ayni zamanda hava kirliligi, pestisitler, UV, radyasyon, X-igmn1 gibi

eksojen faktorlerin etkisi ile de yiiksek oranda olusmaktadirlar (14).

Cekirdeginde proanthocyanidini iceren Vitis vinifera botanik tanimlamada
yillik odunsu iiziim asmasi olarak bilinmektedir ve Asya’ya 6zgiidiir. Daha sonra ki
yillarda, Avrupa ve diger tlilkelerde de kiiltiire edilmistir. Bu bitkinin farkli
kisimlarinin 6zellikle de meyvelerinin kullanilmasiyla yapilan ilaglar, geleneksel
tipta yiizyillardan beri kullanilmaktadir. Geleneksel tipta 6zellikle de, siyah iiziim
meyveleri; afrodizyak, diiiretik, laksatif, purgatif ve serinletici olarak kullanilmasinin
yaninda, bronsiyal astim, kan hastaliklari, g6z hastaliklari, ates, karaciger hastaliklar1
ve bogaz agris1 gibi hastaliklarin tedavisinde ila¢ olarak kullanildig1 belirtilmektedir.
Proanthocyanidinler meyve, sebze, kuruyemis ile bunlarin c¢ekirdek, cicek ve
kabuklarinda bulunan dogal bir antioksidandir ve serbest oksijen radikalleri ile
oksidatif strese karsi biyolojik, farmakolojik ve terapdtik etkileri bulunmaktadir.
Proanthocyanidinler konsantrasyona bagli olarak serbest oksijen radikallerini inhibe

etmektedirler (11,14).

Yapilan literatlir taramalarinda proanthociyanidinin karaciger iizerinde
koruyucu etkisini inceleyen yeterli sayida arastirmaya rastlanilamamistir. Bundan
dolay1 bu caligmada; karbon tetrakloriir ile deneysel olarak olusturulan karaciger
hasar1 tizerine proanthociyanidinin koruyucu etkisinin arastirilmasi: amaglanmaktadir.

Arastirma kapsaminda karacigerde total bilurubin, AST ve ALT enzim diizeyleri ile



yine karaciger ve plazmada total oksidan ve total antioksidan kapasiteleri
spektrofotometrik olarak Ol¢iiliip, ayrica karacigerde meydana gelen dejenerasyonun
histopatolojik olarak incelenmesiyle elde edilen bulgularin literatiire katk:

saglayacagi kanisindayiz.



1.2. Genel Bilgiler

Karbon tetrakloriir (CCly) renksiz, berrak, ugucu bir sivi bir madde olarak
bilinmektedir. Onceleri kuru temizleme, yangin séndiirme, tahil dezenfeksiyonu ve
boceklerle miicadelede yararlanilan bu kimyasal bilesik; giinlimiizde petrol iirtinleri,
cesitli yaglar, vernik, cila, recine c¢oziiciisii ve organik bilesiklerin imalatinda
kullanilmaktadir. Cevreden insan viicuduna giinlik ortalama 0.1 pg CCly girisi
oldugu bilinmektedir. Birlesik Devletler Cevre Koruma Dairesi (EPA) hayvan
deneylerinden elde edilen sonucglara dayanarak, CCls’li insan i¢in olas1 kanserojen

(grup B2) smifina dahil etmistir (15,16).

Cl

\‘C'
CP“‘V \\‘CI
cl

Sekil 1.1: Karbon tetrakloriir’iin genel yapis1 (82)

Karbon tetrakloriir; solunan hava, su, gida alim1 ve deriden temas yoluyla
viicuda girmektedir. Karaciger, beyin, bobrek, kaslar, yag dokusu ve kanda daha
yiiksek konsantrasyonlarda olmak iizere tiim viicuda dagilmaktadir (15). CCly’lin
sitokrom P45 enzimi araciliiyla par¢alanmasi sonucu olusan serbest radikaller hiicre
hasarmi baslatmaktadir (17,18). Viicuttan atilimi basta solunum yoluyla ve ¢ok az

miktarlarda digk1 ve idrar yoluyla olmaktadir (15).

Deneysel olarak yapilan calismalarda, CCly uygulamasma bagli olarak
karaciger dokusunda oksidatif hasar ve histopatolojik degisikliklerin meydana
geldigi rapor edilmistir (19,20). CCly’iin toksik etkilerine karst melatonin (21),
klofibrat (22), kolsisin (23), putresin (24), losartan (25), ginkgo biloba 6ziitii , nigella



sativa (26), siyah cay 0Oziitii ,somatostatin ve oktreotid (27) gibi ajanlarin etkileri

arastirilmig ve bu arastirmalardan farkli sonuglar elde edilmistir.

Antihelmintik olarak veteriner hekimlikte kullanilan CCls, akut veya
gecikmis tipte karaciger toksikasyonlarina neden olmaktadir. Akut toksikasyonlarin
histopatolojisinde karacigerde hasar, yaglanma ve nekroz gozlenmektedir. CCly,
sitokrom P50 monooksijenaz sistemi tarafindan triklorometil ve triklorometilperoksi
radikallerine doniistiiriilmektedir. Bu radikaller ¢ok aktif olup, CCly’lin karacigerde
ozellikle sentrolobiiler bolgede neden oldugu nekrozdan sorumludurlar.
Triklorometil radikali, makromolekiillerle dayanikli bilesikler olusturdugu gibi,
oksijenle de birleserek daha aktif metaboliti olan triklorometilperoksi radikalini
meydana getirmektedir. Bu radikal, lipit peroksidasyonun temel baslaticisidir. Lipit
peroksidasyonu, lipoprotein sentezi i¢in gerekli olan yapilar1 da hasara ugratarak
hepatik lipidozise yardimci olur. Karacigerde asir1 lipit birikimi sonucu, fonksiyon

bozuklugu ve siroza dogru ilerleyen degisimler ortaya ¢cikmaktadir (10,30-33).

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa
omiirlii, kararsiz, molekiill agwrhg diisik ve c¢ok etkin molekiiller olarak
tanimlanmaktadir. Kadmiyum ve kursun gibi bazi cevre kirleticilere uzun siire
mesleki olarak maruz kalinmasi durumunda, oksidatif stres meydana gelmektedir.
Oksidatif stres basit bir sekilde, viicudun antioksidan savunma sistemi ile hiicrelerin
lipit tabakasmin peroksidasyonuna neden olan serbest radikal iiretimi arasindaki

dengesizlik olarak tanimlanabilir (40,41).

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagli
olarak olugmaktadirlar. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda parakuat, alloksan gibi
kimyasallara maruz kalma, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ilag toksikasyonlari,
iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara
dumani, solventler gibi ¢evresel faktorler ile nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin
ve adriamisin gibi antineoplastik ajanlar, alkol ve uyusturucular gibi aliskanlik yapici

maddeler bulunmaktadir(42-45).



Serbest radikaller biitiin hiicresel makromolekiillerle reaksiyona girebilme
yetenegine sahip oldukca aktif molekiillerdir. Hiicresel hasar olusumunda 6zellikle
iic tip reaksiyon Onemlidir; serbest oksijen radikalleri, plazma ve organel
membranlarinda lipit peroksidasyonuna neden olmaktadirlar. Hidroksil radikali
membran lipitleri ile c¢ift bag yapmakta ve bdylece lipit-radikal etkilesimi ile
zincirleme reaksiyon sonucu pek ¢ok lipit peroksidasyon iiriinii (malondialdehit, dien
konjugatlar1 gibi) aciga c¢ikmaktadir. Eritrosit membranlar1 ile lipozomal
membranlarin (6zellikle hiicre ve mitokondri) okside olmasi sonucu bu yapilarin
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri degismektedir. Buna bagli olarak, membranin iyon
gecirgenligi bozulmakta ve eritrositlerde hemoliz ortaya ¢ikmaktadir. Boylece

membran, organel ve hiicre hasar1 meydana gekmektedir (49).

Serbest radikaller hidroksil radikali, siiperoksit anyon radikali, nitrik oksit ve
lipit peroksit radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara sahiptir (46). Biyolojik
sistemlerdeki en dnemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Oksijen,
siiperoksit grubuna (O;) baz1 demir-kiikiirt igeren yiikseltgenme-indirgenme
enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle indirgenmektedir. Son derece etkin olan ve
hiicre hasarina yol acan siiperoksit grubu, bakirli bir enzim olan siiperoksit dismutaz
(SOD) araciliginda hidrojen peroksit (H,O,) ve oksijene donlismektedir. Siiperoksit
grubundan daha zayif etkili olan H,0O,, dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve
glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili
iriinlere doniistiiriilerek etkisiz kilinmaktadir. Dietilditiyokarbamat gibi siiperoksit
dismutazin etkinligini engelleyen maddeler, siiperoksit gruplarmin zararsiz hale
getirilmesini smirlandirirken, lipit peroksidasyonu hizlandirirlar. Ayrica, katalazin
etkinligini engelleyen maddeler (aminotriazol gibi herbisidler) de etkin oksijen

gruplarma veya bu gruplari olusturan maddelere duyarlilig1 artirirlar(47,48).

Serbest oksijen radikallerinin ciddi hasar yapma potansiyellerine karsi
hiicreler, bu toksik iiriinleri hizla metabolize edecek savunmalar1 gelistirmislerdir
(47,48). Antioksidan savunma sistemleri; stiperoksit 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 maddelerden



olugmaktadir. Dokularda antioksidan sistemlerce kaldirilamayacak kadar asir1 serbest
radikal iiretiminin oldugu durumlarda meydana gelen patolojiler ¢esitli hiicresel
hasarlara yol agmaktadir. Normal fizyolojik kosullarda olusan fazla miktarda serbest
radikallerin organizmadaki etkilerine oksidatif stres adi verilmektedir (47). Viicuda
alman zehirlerin bir kismi reaktif oksijen tiirleri (ROT) nin olusmasina neden
olmaktadir. Bu durum hiicrenin oksidan/antioksidan dengesini bozmaktadir.
Patolojik durumda disaridan alinan bdyle maddeler ¢ok daha siddetli etkilere yol
acmaktadir. Boyle durumlarda oksidanlarin diizeyleri ve etkileri daha siddetli olur

(54).

Antioksidanlar giiclii serbest radikal siipiiriici maddelerdir. Cok sayida
sentetik ve dogal antioksidanin insan sagliinda ve hastaliklarin Onlenmesinde
faydali etkilerinin oldugu bilinmektedir ve bundan yola ¢ikilarak serbest radikallere
bagl olarak gelisen pek ¢ok hastaligin tedavi edilmesinde proanthocyanidinlerin

kullanilabilecegi bildirilmektedir.(14,50,51)

Proanthocyanidinler gii¢lii antioksidan 6zellikleri ile oksidatif hasara yol agan
serbest radikallerin inhibisyonuna neden olduklar1 hem in-vivo hem in vitro
calismalarda gosterilmistir. Proanthocyanidinler indirgeyici ajanlardir ve bir elektron
vererek serbest radikalleri (stiperoksit ve hidroksil radikali) siiplirmektedirler. Bu
ozellikleri nedeniyle GSPE (siyah iiztim ¢ekirdegi proanthocyanidin 6ziitii) igindeki
proanthocyanidinler oksidatif stres ile hasara ugrayan dokularin korunmasmda ¢ok

etkilidirler.(14,42,43)

Proanthocyanidinler aktive olmus notrofillerden kaynaklanan siiperoksit
anyon radikalini siipiiriir, lipit peroksidasyonunu engeller, endojen antioksidanlardan
olan E ve C vitaminlerinin rejenerasyonunu saglar, selasyon yapici etkisiyle pro-
oksidan etkili demir ve bakir gibi ge¢is metallerini inaktive ederek oksidatif strese
kars1 direnci artirirlar (52). Proanthocyanidinlerin antioksidan aktivitelerinin ortaya
cikmasinda bir diger onemli yol ise antioksidan enzim aktivitelerini artirmalar ile
oksidan molekiillerin a¢iga ¢ikmasmnda rol oynayan enzim aktivitelerini inhibe

etmeleridir (42,43).



Cekirdeginde proanthocyanidini iceren Vitis vinifera botanik tanimlamada
yillik odunsu {iziim asmasi1 olarak bilinmektedir ve Asya’ya 6zgiidiir. Daha sonra ki
yillarda, Avrupa ve diger tlilkelerde de kiiltiire edilmistir. Bu bitkinin farkli
kisimlarinin 6zellikle de meyvelerinin kullanilmasiyla yapilan ilaglar, geleneksel
tipta yiizyillardan beri kullanilmaktadir. Geleneksel tipta 6zellikle de, siyah {iziim
meyveleri; afrodizyak, diiiretik, laksatif, purgatif ve serinletici olarak kullanilmasinin
yaninda, bronsiyal astim, kan hastaliklari, géz hastaliklari, ates, karaciger hastaliklar1
ve bogaz agris1 gibi hastaliklarin tedavisinde ila¢ olarak kullanildigi belirtilmektedir.
Proanthocyanidinler meyve, sebze, kuruyemis ile bunlarin c¢ekirdek, cicek ve
kabuklarinda bulunan dogal bir antioksidandir ve serbest oksijen radikalleri ile
oksidatif strese karsi biyolojik, farmakolojik ve terapotik etkileri bulunmaktadir.
Proanthocyanidinler konsantrasyona bagli olarak serbest oksijen radikallerini inhibe

etmektedirler (11-14).

Vitis vinifera’mn farmakolojik etkileri Ingiliz ve Amerikan farmakopelerinde
belirtilmistir.  Vitis vinifera igerisinde bulunan proanthocyanidinin vaskiiler
bozukluklarin tedavisinde etkili olduklar1 saptanmistir. Uziim ¢ekirdegi icindeki
biyoaktif antioksidan proanthocyanidinleri iceren 6zel farmasotik iirlinler, basta
Fransa olmak {lizere, Avrupada, vendz-lenfatik yetmezlik ve periferik kapiller
permiabilite artis1 gibi mikrosirkiilasyon bozukluklarmin tedavisinde uzun yillardan

beri kullanilmaktadir (35,36).

Proanthocyanidinler, kondanse tanin olarak bilinen alt gruba dahildirler.
Taninler karbonhidratlar ve proteinler ile ¢6ziinmez kompleksler olusturarak
ozellikle bag dokusu korunmasinda 6nemli gorevler iistlenmektedirler. Dimer, trimer
ve tetramerik proanthocyanidinler diisiik molekiil agirlikli olup, su ve etanolde

kolayca ¢oziinmekte ve bagirsaklardan emilerek tiim viicuda dagilmaktadirlar (Sekil

1.2).
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Sekil 1.2: Proanthocyanidin'in genel yapist (38)

Proanthocyanidinler — konsantrasyona  bagli  olarak serbest oksijen
radikallerinin  inhibisyonunu saglarlar. Proanthocyanidinlerin simdiye kadar
gosterilmis cesitli farmakolojik tibbi ve terapdtik etkileri arasinda; vazodilatér,
antikarsinojenik, anti-alerjik, antiinflamatuar, antifungal, anti-artritik, antibakteriyel,
kardiyoprotektif, immunostimiilan, antiviral etkiler sayilabilir. Proanthocyanidinler
inflamatuvar reaksiyonda rol oynayan fosfolipaz A2, siklooksijenaz ve lipooksijenaz
enzimlerini inhibe ederler, bunun yani sira hiicre ici sinyal iletisiminde rol oynayan
protein kinaz-C (PKC), hipertansiyon olusumunda rol oynayan anjiyotensin
dontstiiriici enzim (ACE) ve bag dokusu yikimma yol agan hyaluronidaz ve
kollajenaz enzim aktivitelerini diizenler. Ayni zamanda yapilan arastirmalarda
proanthocyanidinlerin sitokrom Pyso aktivitesini hiicre proliferasyonunda rol oynayan
DNA topoizomeraz II enzim aktivitelerini inhibe ettikleri gdosterilmistir.
Proanthocyanidinler trombosit agregasyonu inhibisyonu yaninda, kapiller
permeabiliteyi de inhibe ederler. Bu inhibitor etki 6zellikle retinal mikrokapiller
patolojilerin tedavisinde kullanilmaktadir. Proanthocyanidinler yiiksek antioksidan
aktiviteleri araciligi ile serbest oksijen radikallerini siipiirerek cilt yaslanmasini ve
ultraviyole radyasyonuyla ortaya ¢ikan lipid peroksidasyonunu Onlerler ve zihinsel

fonksiyonlar lizerine koruyucu etkisi vardir (11,35,36).

Polifenollerin farmakokinetigi ile ilgili ¢alismalar azdir. Fenolik bilesikler
cOzilinlirliigiine ve yapisina baghh  olarak  degiskenlik  gdstermektedir.
Proanthocyanidinlerin midenin asidik ortamimna dayanillidirlar. Polifenollerin
icerisindeki dimer, monomer ve trimer yapilar kalin bagirsaklara ulastiklarinda hizla

emilirler, fakat polimerler emilmezler ve kismen hiicre ylizeyine yapisirlar.
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Prosiyanidin polimerler kolona ulastiktan sonra kolondaki mikroflora tarafindan
parcalanirlar. Kolondaki mikroflora, proanthocyanidinleri diisiik molekiiler agirlikli
aromatik bilesiklere cevirir. Bagirsak liimeninden emildikten sonra portal ven
aracilig1 ile karacigere gelirler ve burada metabolize olurlar. Proanthocyanidinler
karacigerde metilasyon, oksidasyon, dehidroksilasyon, glukronik asitle veya siilfatla
konjugasyon gibi biyotransformasyon tepkimeleri ile metabolitlerine ayrilirlar.
Kanda maksimum yogunluga ulasma siireleri 45 dakikadir ve hesaplanan yarilanma

omri 5 saattir (14,37).

Flavonoid ve metabolitleri temel olarak idrar ve feces ile az oranda CO, ile
elimine edilirler. Grape Seed Proanthocyanidin Extract (GSPE) bilesikleri tek doz
oral uygulama sonrasinda hizli sekilde plazmada goriiliirler. Tek doz 50mg/kg oral
uygulamadan sonra; ilk 24 saat i¢cinde uygulanan dozun %70°1 idrar ve digki ile atilir.
Temel idrar metabolitleri; etikkatekol, hippurik asit ve m-hidroksifenilpropionik
asittir. Onemli feces metaboliti; etikatekol’dur. Temel safra metabolitleri ise vanilik
asit ve m- hidroksifenilpropionik asittir. Proanthocyanidinlerin oral uygulanmasindan

sonra bir cok dokuya gegmektedir. Doku dagiliminda temel hedefi bag dokusudur
(14).

GSPE ile yapilan akut ve subkronik oral toksisite ¢alismalarinda; 2 ve 4 g/kg
akut oral doz caligmasinda mutajenite goézlenmemistir. %0,002, 0,2 ve 2 g/kg
dozlarda 90 giin boyunca ratlara uygulanan GSPE ekstresi ile toksisite belirtileri
goriilmemistir. Subkronik toksisite ¢alismalarinda diyet i¢inde %2’lik GSPE
(erkekte; 1410 mg/kg/giin, diside; 1501 mg/kg/giin karsilik gelen doz) uygulanmasi
sonras1 yan etkiler gozlenmemistir. GSPE i¢in LDsy degeri erkek ve disi ratlarda
olusturulan akut toksisite ¢aligmasinda uygulanan 4 g/kg’dan daha yiiksek
bulunmustur. Proanthocyanidinler nonmutajenik, nontoksik ve nonkarsinojenik

olarak kabul edilmektedirler.(39)
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Bu ¢alismanm deneysel kismi 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 ger¢eklestirildi.

2.1.1. Deney Hayvanlan

Arastirmada Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
(Karar no: KAU-HADYEK/10.11.2010/43) onay almmistir. Calismada 28-32 gr
agrhiginda 3 aylik, 42 adet Swiss albino erkek fare kullanildi. Deney hayvanlar1
standart fare kafeslerinde, hava sirkiilasyonu saglanmis deney hayvanlar1 odasinda
21+2 °C sicaklikta barindirildi. Deney siiresince farelere su ve fare pelet yemi ad

libutum verildi.

2.1.2. Kullanilan Kitler

Total Bilurubin Kiti (TML TR90171, 2012)

ALT Kiti (TML TR90125, 2012)

AST Kiti (TML TR90141, 2012)

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

2.1.3. Kullanmilan Alet ve Geregler
Distile su cihazi (NUVE, NS 104)

Hassas terazi (SHIMADZU, AUX 220)
Vorteks (IKA, MS 3 basic)
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Manyetik karistirict isitmali (JEIO TECH, TM-14S)
Otomotik pipetler (SOCOREX, 10-100 ul ve 100-1000 pl)
Santrifiij cihaz1 (Hettich, MIKRO 120)

Spektrofotometre ( SHIMADZU, UV-1201).
Homojenizator (BioSpec Tissue-Tearor 9853G-07)
Sogutmal1 santrifiij (NUVE, NF 800)

Isik mikroskobunda (Olympus, BX51)

2.1.4. Kullanmilan Tampon Cozeltiler

0,1 M PBS Tamponu (pH 7,4)
250ml 10X konsantre soliisyon i¢in;
18,93g NaCl

3,075g Na,HPO4.2H,0

2,075g NaH,PO4.2H,0

Kimyasallardan gosterilen oranlarda hassas terazide tartildi ve bir beher
icerisinde karistirilip, tizerine 200 ml distile su ilave edildi. Manyetik karistiricida
tyice ¢ozildiirildi. Coziinme islemini takiben soliisyonun pH’s1 1M HCI veya 1M

NaOH ile 7,4’e ayarlandi. pH’s1 7,4’e ayarlanan bu soliisyondan 250ml hazirlandi.
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2.2. Metot

2.2.1. Deney plam

Fareler her grupta 7 hayvan olmak {izere 6 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 zeytin yaginda
cozdiirtilen (1/3 v/v) karbon tetrakloriir diger gruplarla ayn1 zamanda 7. giin tek doz
1 ml/kg intraperitonal uygulandi. Ugiincii ve Dérdiincii gruplara proanthocyanidin 10
mg/kg/giin agi1z yolu ile 7 giin verildi. Besinci ve Altinc1 gruplara proanthocyanidin
100 mg/kg/giin agiz yolu ile 7 giin verildi. Ddrdiincii ve altinct gruplara son
proanthocyanidin uygulamasindan 1 saat sonra zeytin yaginda ¢ozdiiriilen (1/3 v/v)

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

Tablo 2.1: Calismada olusturulan deney gruplart ve bu gruplara yapilan
uygulamalar.

Gruplar Yapilan Uygulamalar

Grup 1 Kontrol (Herhangi bir uygulama yapilmadi)

Grup 11 CCl4 calismanin 7. gliniinde 1ml/kg c.a. tek doz CCly 1.p.uygulandi.

Grup 111 Proanthocyanidin ag1z yoluyla 10 mg/kg giinliik 7 giin uygulandi

Grup IV Proanthocyanidin agiz yoluyla 10 mg/kg giinliik 7 giin uyguland1 ve
son uygulamadan 1 saat sonra Iml/kg c.a. tek doz CCl, i.p. uyguland:.

Grup V Proanthocyanidin agiz yoluyla 100 mg/kg giinliik 7 giin uygulandi

Grup VI Proanthocyanidin agiz yoluyla 100 mg/kg giinliik 7 giin uyguland1 ve

son uygulamadan 1 saat sonra 1ml/kg c.a. tek doz CCly 1.p. uygulandu.

Son uygulamadan 24 saat sonra farelere servikal dislokasyon yapildiktan
sonra heparinli tiilere kan ornekleri alindi. Alman kan 6rnekleri 4000 rpm'de 10 dk
santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Plazmalar biyokimyasal analizler yapilincaya

kadar derin dondurucuda (-30 °C'de) sakland1.
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Almman plazma oOrneklerinde, Total Antioksidan Kapasite (TAK), Total
Oksidan Seviye (TOS), Alanin Aminotransferaz (ALT) ve Aspartat Aminotransferaz
(AST) aktiviteleri ile Total bilurubin diizeyleri spektrofotometrik yontemle

belirlendi.

Kan alindiktan sonra hayvanlarm sistemik nekropsileri yapilarak alinan
karaciger doku orneklerinin bir kism1 %10'luk formol soliisyonunda tespit edildi ve
geri kalan kisimlar1 TAK ve TOS 6l¢iimii icin PBS ile yikandiktan sonra aliiminyum
folyoyla sarilarak analizler yapilincaya kadar derin dondurucuda (-30 °C'de)

sakland..

Histopatolojik inceleme i¢in aliman doku ornekleri bilinen rutin islemlerden
gecirildikten sonra parafin bloklar1 hazirlandi. Parafin bloklardan alman kesitler

Hematoksilen-Eosin (H.E.) ile boyanarak 151k mikroskobunda incelendi.

Biyokimyasal inceleme i¢in alinan doku 6rnekleri PBS ile 5 kat sulandirilarak
buz tizerinde 12.000 rpm'de 2 dakika siire ile homojenizator (BioSpec Tissue-Tearor
9853G-07) kullanilarak homojenize edildi. Homojenizatlar 15000 rpm'de +4 C 10
dk santrifiij edilerek olusan siipernatantlar alindi. Bu siipernatantlardan doku TAK ve

TOS diizeyleri spektrofotometrik yontemle belirlendi.

2.2.2. Histopatolojik incelemeler

Biitiin deney farelerinden alinan karaciger oOrnekleri %70’lik alkolde
hazirlanan %10’luk formaldehid soliisyonunda tespit edildi. Rutin islemlerin
ardindan hazirlanan parafin bloklardan 5 pm kalinliginda doku kesitleri alind1 ve
H.E. ile boyanarak 1sik mikroskobunda (Olympus BXS51; Olympus Optical Co.,
Osaka, Japonya) degerlendirildi. Gerekli goriilen olgulardan mikroskobik resimler

cekildi.

Arastirmada, Houghton ve ark. (1978)’nin standart skalas1 kullanilarak hasar
derecesi tespit edildi. Karaciger hasarinin derecesi, yangi infiltrasyonu, hidropik ve

vakuoler dejenerasyon ile yag dejenerasyonunun siddeti ve yayginligma gore semi-
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kantitatif olarak degerlendirildi. Karaciger dejenerasyonunun derecelendirmesi O:
normal karaciger; 1: minimal karaciger hasari; 2: hafif karaciger hasari; 3: orta
siddette karaciger hasari; 4: belirgin karaciger hasari; 5: siddetli karaciger hasari,
seklinde yapildi. Ayrica, karaciger yiizey alanindaki hepatoselliiler nekrozun

yayginligi da semi-kantitatif olarak degerlendirildi ve sonuclar1 % olarak ifade edildi.

2.2.3. Biyokimyasal incelemeler

Plazma ve karaciger dokusundaki antioksidan ve oksidan miktar1 Total
Antioksidant Status (TAS) ve Assay Kit ve Total Oksidant Status (TOS) Assay Kit
(Rel Assay Diagnostics, Clinical Chemistry  Solutions)  kullanilarak
sperktrofotometrik olarak olgtildii (34). Plazma 6rneklerinde 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.

2.2.3.1. Total Antioksidan Kapasitelerinin (TAK) Belirlenmesi

Erel (2004) tarafindan gelistirilmis kolorimetrik yontem kullanildi (79).

Kullamlan Reaktif ve Standartlar

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).
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Tablo 2.2: Total Antioksidan Kapasite (TAK) aktivite analizi

Absorbans 1 (660 nm)

Absorbans 2 (660 nm)

500 pl reaktif 1 + 30 pul

Std1 + 75 pl reaktif 2

Stdl standart 1 Oda 1s1sinda 10 dakika ya da 37
Standart 1’in ilk absorbansi °C’de 5 dakika inkiibasyon,
Olciildii 2. Absorbans Ol¢iildii
500 pl reaktif 1 + 30 ul Std 2 + 75 ul reaktif 2
Std 2 standart 2 Oda 1s1sinda 10 dakika ya da 37
Standart 2’nin ilk absorbansi °C’de 5 dakika inkiibasyon,
Olciildii 2. Absorbans 0l¢iildii
500 pl reaktif 1 + 30 pl drnek Or 1 + 75 pl reaktif 2
Om 1 Ornegin ilk absorbansi 8l¢iildii Oda 1s1sinda 10 dakika ya da 37

°C’de 5 dakika inkiibasyon,
2. Absorbans Ol¢iildii

Sonug¢larin Hesaplanmasi;

Sonug =

[(AAbs Std1) - (AAbs Ornek)]

[(AAbs Std1) - (AAbs Std2)]

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 absorbansi)

A Ornegin absorbansi = (Ornegin ikinci absorbansi - Ornegin ilk absorbansi)

2.2.3.2. Total Oksidan Seviye (TOS) Belirlenmesi

Erel (2005) tarafindan gelistirilmis kolorimetrik yontem kullanildir (80).

Kullanilan Reaktif ve Standartlar

Reaktif
Reaktif
Standart
Standart

I: Test tamponu (50 ml x1 ml)
2: Prokromojen soliisyonu (10 ml x 1 ml)
1: Kor soliisyonu (deiyonize su)

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

H,0,Equiv./L, 10 ml xIml)
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Stok soliisyondan 50 pl alindi ve 10 ml deiyonize su ile vortexte karistirildi.
Bu soliisyondan da 50 pl alind1 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 calisma soliisyonu giinliik olarak hazirland1.

Tablo 2.3: Total Oksidan Seviye (TOS) aktivite analizi

Absorbans 1 (530 nm) Absorbans 2 (530 nm)
500 pl reaktif 1 + 75 ul standart 2 Std 2 + 25 ul reaktif 2
Std 2 Standart 2’nin ilk absorbansi Oda 1s1sinda 10 dakika ya da 37
olciildu °C’de 5 dakika inkiibasyon,
2. Absorbans 0l¢iildii
500 pl reaktif 1 + 75 ul 6rnek Or 1 + 25 pl reaktif 2
Orn 1 Ornegin ilk absorbansi 6l¢iildii Oda 1s1s1nda 10 dakika ya da 37
°C’de 5 dakika inkiibasyon,
2. Absorbans Ol¢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 1kinci absorbansi — standart 2’nin ilk absorbansi

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

2.2.3.3. Total Bilurubin Miktarinin Belirlenmesi

Total bilurubin miktarmin 6l¢iimii TML marka Total Bilurubin TR90171 kiti

kullanilarak kitin bildirdigi metoda gore spektrofotometre ile yapilda.



Kullanilan Reaktif ve Standartlar
Reaktif 1:
Sulfanilik asit
Hidroklorik asit
Dimetilstilfoksit
Reaktif 2:
Sodyum nitrit

Standart: BIEN-4050

Total Bilurubin dl¢iim prosediirii

18

28,9 mmol/L
165 mmol/L
7 mol/L

43 mmol/L

Mikroplate igerisine asagidaki oranlarda maddeler konuldu ve 555 nm dalga

boyunda Optik Dansiteleri (OD) spektrofotometrede Olciildii.

Tablo 2.4: Total Bilurubin Ol¢iim Analizi

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

(OD1) bl¢iildil.

Kanstinildiktan sonra 5 dk inkubasyon yapildi ve birinci optik dansiteleri

Kalibrator 2

40 pl

40 pl

(OD2) blgiildii.

Kanstinildiktan sonra 5 dk inkubasyon yapildi ve ikinci optik dansiteleri

Sonug¢larin Hesaplanmasi;

Total Bilurubin (mg/dl) = [(OD2 Ornek) -( OD1 Ornek Korii)] /x [(OD2 Kalibratér) -

( ODI Klibrator Korii)]x n

n: Kalibrator konsantrasyonu
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2.2.3.4. AST Aktivitesinin Belirlenmesi

IFCC'min  Onerdigi yonteme gore AST'nin kinetik olarak tespiti
spektrofotometre ile yapildi (81).

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/L
NADH 0,24 mmol/L
AST o6lciim prosediirii

Dort hacim reaktif 1, bir hacim reaktif 2 ile karistirildi. Okuma islemine
gecilmeden Once distile su ile spektrofotometre sifirlandi. Reaktif 1'den 1000 pl
kiivete kondu ve iizerine 100 pl o6rnek plazma eklendi ve karistirildi, 1 dk
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra numuneler spektrofotometrede 340 nm
dalga boyunda 3 dk. boyunca dakika basina degisen optik dansiteleri 6l¢iildi
(AOD/dak.).

Sonug¢larin Hesaplanmasi;

AST aktivitesi (U/L) =(AOD/dak.) x 1746
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2.2.3.5. ALT Aktivitesinin Belirlenmesi

IFCC'min  Onerdigi yonteme gore AST'nin kinetik olarak tespiti
spektrofotometre ile yapildi (81).

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 6rnek plazma eklendi son
olarak Reaktif 2'den 100 pl eklendi ve karistirildi, 1 dk inkiibasyona birakildi.
Okuma islemine gec¢ilmeden Once distile su ile spektrofotometre sifirlandi.
Inkiibasyondan sonra numunelerin spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda 3 dk

boyunca dakika basina degisen optik dansiteleri 6l¢tildii (AOD/dak.).

Sonug¢larin Hesaplanmasi;

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

2.2.4. istatistiksel Analizler

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

olmas1 durumunda farkin 6nemli oldugu kaydedildi.
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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).

Kontrol gruplarindaki (1. Grup) biitiin fare karacigerlerinin normal oldugu
tespit edildi (Resim 1la). Diger yandan, Grup II’deki farelerin karacigerlerinde
siddetli ve yaygin karaciger nekrozu goriildii (Resim 1b). Bu nekrozlarin yaygin
koagiilatif tipte ve genelde periasiner yerlesimli olduklar1 dikkati ¢ekti. Nekrotik
bolgelerin diginda kalan hepatositlerde ise olduk¢a smirli ve hafif vakuoler ve
hidropik dejenerasyonun bulundugu tespit edildi. Nekrotik bolgelerde heterofil
Iokosit ve bazen de bunlara monosit infiltrasyonunun eslik ettigi goriildii. Bazi
bolgelerde nekroz odaklarinin genisleyerek diger nekroz odaklari ile birlestigi dikkati
cekti. Karaciger parankiminde, nadiren periasiner bdlgelerde, hafif bir safra kanali
hiperplazisi goriildii. Diger yandan, Grup V ve Grup III’te karaciger nekrozunun
Grup I’deki fare karacigerlerinde oldugu gibi bulunmadigi ya da ¢ok hafif oldugu
goriildiic (Resim 1Ic). Yine, Grup IV ile Grup VI’da karaciger nekrozunun
yaygmhigmim proanthosiyanidinin etkisi ile Grup II’deki fare karacigerlerine gore
daha az oldugu fakat bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (P<0.05) dikkati
cekti.
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CCly ve proantocyanidin uygulanan farelerde meydana gelen
hepatoselliiler nekrozun yaygimlig.

Gruplar Karaciger Hidropik ve Vakuoler
(n=7) Nekrozu Dejenerasyon

1. Grup 1 0 6,14

2. Grup II 4,44 0,99

3. Grup III 0,14 4,85

4. Grup IV 3,63 4

5. Grup V 0 4,4

6. Grup VI 3,66 2,33

*Kontrol grubuna gore onemli (P < 0.05); ** 0: normal karaciger; 1: minimal; 2:
hafif; 3: orta; 4: belirgin; 5: siddetli karaciger nekrozu ve/ ya da hidropik ve vakuolar

dejenerasyon.
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Resim 1. a: Normal karaciger (Kontrol grubu) ve vena sentralisler (oklar); b: CCly
uygulamasi (Grup II) sonucu vena sentralisler (oklar) etrafinda sekillenen hepatoselliiler
nekroz; ¢: Grup V’da vena sentralis (ok) etrafindaki hepatositlerde nekrotik degisiklikler
bulunmamasma ragmen hepatositlerde belirgin hidropik ve vakuoler dejenerasyon
goriilmekte (H.E. x20).

3.2. Biyokimyasal Bulgular

Biyokimyasal parametreler deney gruplarindan alinan kan ve karaciger
dokusunda calisildi. Alinan kan numuneleri santrifiij edilerek serum ve plazmaya
ayrildi. Plazmada total bilurubin, AST, ALT, total antioksidan kapasite ve total
oksidan kapasite degerleri spektrofotometrik olarak Olgiildi. Yine deney
gruplarindan alinan karaciger orneklerinde de total antioksidan kapasite ve total

oksidan kapasite degerleri spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.
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Tablo 3.2: Plazma total bilirubin, AST, ALT, TAK ve TOS seviyeleri ile karaciger dokusu TAK ve TOS seviyeleri analiz
sonuclar1 ve gruplar arasindaki istatistiksel farklar.

Grup I 1I 111 v A% VI
Total Bilurubin (mg/dL) 1,180+0,006° 1,577+0,009* | 1,147+0,009° | 1,467+0,063° | 1,173%0,023¢ 1,402+0,038"
AST (U/L) 122,71£19,89° | 4733,4+129,61* | 130,71+22,02° | 4701,4+144,4* | 133,17+5,99° | 4677,00£111,2°
ALT (U/L) 26,1442,14% | 4605,28+124,5° | 40,71+14,60" | 4089,4+314,8° | 24,00+2,59° 3175,8+153,8°
Plasma TAK (mmol Trolox eq/L) | 0,895+0,068 0,680+0,044 0,757+0,043 | 0,700£0,043 | 0,814+0,076 0,719+0,062

Plasma TOS (pmol H,0, eq /L) 6,443+0,471° 13,676+2,805* | 6,857+0,666° | 9,080+1,205° | 6,594+0,558" 9,036+0,834°

Tissue TAK (umol Trolox eq/g) 0,465+0,055" 0,205+0,011°¢ 0,740£0,111° | 0,230+0,024° | 0,567+0,058" 0,235+0,035°¢

Tissue TOS (nmol H,0, eq/g) 6,274+0,246 9,159+1,366 7,322+0,686 8,425+1,014 6,513+0,450 7,467+0,669

Veriler ortalamatstandart hata olarak verildi. *™° *° ¢ harfleri gruplar arasinda fark oldugunu géstermektedir (P<0,05).
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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).
Yine kontrol grubu ile Prol0 ve Prol00 uygulanan gruplar arasinda istatistiksel
olarak dnemli bir farkin olmadig tespit edildi. Ayrica, Pro10+ CCly ve Pro100+ CCly
uygulanan gruplarin kendi aralarinda istatistiksel olarak onemli bir farkin olmadigi,
ancak bu gruplar yalnizca CCly uygulanan grup ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak 6dnemli bir farkin oldugu tespit edildi (p<0.05) (Tablo 3.2, Sekil 3.1).
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Veriler ortalama+standart hata olarak verildi. harfleri gruplar arasimda 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 goére CCly, Prol0+ CCly ve
Pro100+ CCls uygulanan gruplarda istatistiksel agidan 6nemli bir artisin meydana
geldigi goriilmiistir (p<0.05). CCL, Prol0+ CCly ve Prol00+ CCls uygulanan
gruplarin kendi aralarinda istatistiksel olarak bir fark tespit edilmemistir. Yine
kontrol grubu ile Prol0 ve Pro100 uygulanan gruplar arasinda istatistiksel olarak

onemli bir fark goriilmemistir (p<0.05) (Tablo 3.2, 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 seviyesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda, CCly, Pro10+
CCly ve Prol100+ CCly uygulanan gruplarda istatistiksel olarak onemli Olglide artis
gostermistir. Ayrica, CCly, Pro10+ CCly ve Pro100+ CCly uygulanan gruplar kendi
aralarinda kiyaslandiginda, Prol0+ CCly ve Prol00+ CCl; uygulanan gruplarin
yalnizca CCly uygulanan gruba gore karaciger ALT diizeyinde istatistiksel olarak
onemli bir azalmanin oldugu tespit edilmistir. Yine Pro10+ CCL ve Pro100+ CCly
uygulanan gruplar arasinda, Pro100+ CClsy uygulanan grupta Prol10+ CCly grubuna
gore karaciger ALT diizeyinde istatistiksel agidan O6nemli bir azalmanin oldugu
gorilmistiir (p<0.05). Kontrol gurubu ile Prol0 ve Prol00 uygulanan gruplar
arasinda ise istatistiksel agidan 6nemli bir farkin olmadig: tespit edilmistir (p<0.05)

(Tablo 3.2, Sekil 3.3).
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Veriler ortalamastandart hata olarak verildi.

Sekil 3.4: Deney gruplarinda yapilan plazma TAK (mmol/L Trolox equivalent/L)
analiz sonuglari.

Plazma total antioksidan kapasitelerinde (TAK) gruplar arasinda istatistiksel
olarak onemli bir fark tespit edilmemistir. Ancak, proanthocyanidin uygulamasinin
CCly uygulamasma bagli olarak meydana gelen total antioksidan kapasitelerindeki

(TAK) azalmay1 nispeten dnledigi gozlenmistir (p<0.05) (Tablo 3.2, Sekil 3.4).
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Veriler ortalamatstandart hata olarak verildi. *° harfleri gruplar arasinda fark
oldugunu gostermektedir (P < 0,05).

Sekil 3.5: Deney gruplarinda yapilan plazma TOS (umol H,O, equivalent/L) analiz
sonuclar1 ve gruplar arasindaki istatistiksel farklar.

Plazma total oksidan seviyelerinde (TOS) gruplar arasinda kiyaslama
yapildiginda, yalnizca CCly uygulanan grupta diger gruplara gore istatistiksel olarak
onemli Olglide bir artisin oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Diger gruplar kendi
aralarinda kiyaslandiginda istatistiksel olarak 6nemli bir fark gézlenmemistir. Ancak,
CCly uygulamasia bagl olarak ortaya ¢ikan oksidasyon olaymda proanthocyanidin
(Pro10+ CCly ve Pro100+ CCl) uygulamasinin bu oksidasyonu nispeten azalttigi
goriilmistiir (Tablo 3.2, Sekil 3.5).
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Veriler ortalamatstandart hata olarak verildi. “*° harfleri gruplar arasmda 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 kapasitelerinde (TAK) gruplar arasinda kiyaslama
yapildiginda, kontrol grubuna gore CCls, Pro10+ CCly ve Pro100+ CCls uygulanan
gruplarda TAK seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli Ol¢iide bir azalmanin oldugu
tespit edilmistir. Yine Prol0 uygulamasmin kontrol grubu ile CCls uygulanan
gruplara (CCly, Prol0+ CCly ve Prol00+ CCIl) gore dokuda total antioksidan
kapasitede istatistiksel olarak onemli bir 6l¢iide artisa yol actig1 goriilmiistiir. Ayrica,
yalniz bagina Pro100 uygulanan grupta TAK seviyesinde CCls uygulanan gruplara
(CCly, Prol0+ CCly ve Prol00+ CCl) gore istatistiksel olarak onemli bir artisin
oldugu goriilmektedir (p<0.05) (Tablo 3.2, Sekil 3.6).
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Veriler ortalamaztstandart hata olarak verildi.

Sekil 3.7: Deney gruplarinda yapilan karaciger dokusu TOS (nmol H,O,

equivalent/g doku) analiz sonuglari.

Doku total oksidan seviyelerinde (TOS), gruplar arasinda istatistiksel olarak
bir fark tespit edilmemistir. Ancak, CCl; uygulamasina bagli olarak olusan
oksidasyona karsi proanthocyanidin kullaniminin bu oksidasyon olaymi nispeten

azalttig1 goriilmiistiir (Tablo 3.2, Sekil 3.7).
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4. TARTISMA

Karaciger hasarinda, oksidatif stres ve bunu takiben olusan toksik serbest
radikaller ise karismaktadir (56,63). Bu olusan serbest radikal tiirleri, lipit
peroksidasyonuna ve diger yollarla karacigerde hepatositlerin hiicre membranlarini

bozarak etki gostermektedirler (55).

Karaciger hasar1 i¢cin sik kullanilan maddelerden biri olan CCly’iin
hepatotoksik etkisi, reaktif ara diriinlerinin metabolik aktivasyonuna ve lipit
peroksidasyonundaki artisa bagli olup; pargalanma iirtinleri de hiicrelerde birikerek
hasarin daha fazla agirlasmasma yol agmaktadir (56). CCly; karaciger, timus, lenf
diigtimleri, dalak, bobrek, pankreas gibi bir¢cok doku iizerinde tahribat yapmaktadir
(57,58). Calismamizda da CCly verilen farelerin karacigerinde siddetli ve yaygin
karaciger nekrozu olustugu gozlemlendi (Resim 1b). Bu nekrozlarin ve
dejenerasyonlarin yaygin koagiilatif tipte ve genelde periasiner yerlesimli oldugu
tespit edildi. Nekrotik bolgelerde heterofil l6kosit ve bazen de bunlara monosit
infiltrasyonunun eslik ettigi saptandi. Bazi boélgelerde nekroz odaklarinin
genisleyerek diger nekroz odaklar1 ile birlestigi dikkat cekti. Ayrica, nekrotik
alanlarin disinda kalan hepatositlerde ise olduk¢a sinirli ve hafif vakuoler ve hidropik

dejenerasyonun meydana geldigi goriildii.

Arosio ve ark.; yaptiklar1 calismada 3 mg/kg CCly uygulandiktan 24 saat
sonra sitoplazmik vakuolizasyon, yagli karaciger ve sentrilobiiler alanda orta
derecede hepotosit nekroz meydana geldigini saptamislardir (60). Sahin ve ark.;
sadece CCly kullanarak karacigerde meydana gelen histolojik degisiklikler iizerine
arastirma yapmiglardir. Onbes giin siireyle siganlara 1.5 ml/kg dozda CCly
uygulamislar ve calisma sonunda karaciger lobguklarinda periasiner ve portal
bolgelerde hidropik dejenerasyon, koagiilasyon nekrozu ve fibrozis ile ¢ogunlugu
mononiiklear daha az no6trofil 16kositlerden olusan hiicresel eksudasyonun
olustugunu tespit etmislerdir (59). Yine Sotelo-Felix ve ark.; CCly’iin karacigerde

o0dem, sitoplazmik sisme ve niiklear piknozis ile karakterize hepatosit bozulmasina
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yol actigmi bir baska calismada tespit etmislerdir (61). Calismamizda karbon
tetrakloriiriin tek doz halinde ve 1 ml/kg intraperitonal yolla uygulanmasi sonucu
karaciger parankiminde hiperplazisi, nadiren periasiner bolgelerde, hafif bir safra
kanal1 hiperplazisi tespit edildi. Hiperplazinin periasiner bolgede ve safra kanalinda
hafif seyretmesinin sebebi dozun daha diisiik olmasi ve tek doz halinde uygulanmasi

sonucu olustugu diisiiniilmektedir.

Parmaksiz; sicanlarda CCly’iin neden oldugu karaciger hasar1 iizerinde
Hypericum perforatum L. (Binbirdelik otu), Urtica dioica L. (Isirgan otu), Camellia
sinensis (L.) O. Kuntze (Yesil ¢ay), bitkilerinden elde edilen 6ziitlerin koruyucu
etkileri tizerine bir arastrma yapmustir. Karbon tetrakloriir toksisitesinin
biyokimyasal parametrelerden ALT, AST, ALP ve Kreatinin iizerine etkisi ile
malondialdehit (MDA) ve glutatyon aktivitelerini incelemistir. Diger taraftan bu
bitkilerin karaciger iizerinde ki histolojik degisimlerine bakmistir. Sonug¢ olarak,
Hypericum perforatum L.(Binbirdelik otu) ile Camellia sinensis (L.) O. Kuntze
(Yesil ¢ay) anlamli bir sekilde ALT, AST ve ALP konsantrasyonlar1 diisiirtirken,
Urtica dioica L. (Isirgan otu)’nin etkisinin olmadigmi saptamistir. Ayrica, bu bitki
tirlerinden elde edilen Oziitlerin MDA konsantrasyonu disiiriitken, GSH

konsantrasyonunu yiikselttigi belirlenmistir (62).

Kaya ve ark.; karbon tetrakloriir verilen ratlarda olusturulan deneysel hepatik
fibrozis (HF) modelinde metforminin (MET) HF gelisimini etkileyip etkilemedigini
arastirmislardir. Deneme gruplarinda ALT ve MDA seviyesi CCly uygulanan grupta
olduk¢a yiiksek bulunmustur. SOD aktivitesi tedavi grubunda, CCly grubundan
diisiik ancak kontrol grubundan yiiksek bulunmustur. CCly grubunda CAT aktivitesi
diger gruplardan diisiik, tedavi grubunda kontrol grubundan yiiksek olarak tespit
edilmistir. HYP diizeyleri CCly grubunda diger gruplardan yiiksek bulunurken tedavi
ve kontrol gruplar1 arasinda herhangi bir fark saptanmamustir. Isaak skorlamasi
sonucunda CCly grubundaki nekroinflamatuvar aktivite diger gruplardan yiiksek
bulunmustur, tedavi ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark tespit edilmemistir.
Model grupta ise fibrozis skorunun oldukca yiiksek oldugunu goérmiislerdir. Tedavi

grubunda kontrol grubuna goére bir miktar daha az olustugu goriilse de, hepatik
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fibrozisin engellenemedigini tespit etmislerdir. Bununla birlikte MET in antioksidan
ve antiinflamatuvar o6zellikleri nedeniyle karacigerde fibrozisin nedeni olan

inflamasyonu baskiladig1 saptanmistir(64).

Eralp ve ark.; karbon tetrakloriire baglh olusan akut karaciger hasarinda mast
hiicre sayisindaki degisikligi ve antioksidan olarak E vitamininin bu degisiklige
etkisini arastirmiglardir. Deney sonunda sicanlardan alinan karaciger dokusunda,
biyokimyasal olarak MDA degerlerini Biuret metodu ile saptamiglardir. Karacigerin
histolojik incelemesi olarak; mast hiicrelerinin sayilmasi yaninda Brunt skorlama
sistemi ile morfolojik incelenmeler yapmislardir. Kontrol grubunda histolojik
gOriiniim, mast hiicre sayis1 ve MDA degerlerini normal olarak bulmuslardir. CCly
grubunda, III. zonda yogun steatosiz ve hepatositlerde irilesme izlenirken,
mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve safra duktus proliferasyonu gozlemlenmis ve
mast hiicre sayis1 ile MDA degerlerini oldukga yiiksek tespit etmislerdir. CCly ve E
vitamininin es zamanlh verildigi ve once E vitamini uygulamasindan sonra CCly
uygulanan gruplarda histomorfolojik yap1 korunmus, CCly grubuna gére mast hiicre
sayilar1 diismiis ve MDA degerleri azalmig olarak saptanmustir (p<0, 05). Sonug
olarak, deneysel akut karaciger hasarinda portal alanlarda belirgin olarak mast hiicre
sayis1 artmustir. E vitamininin antioksidan etkisini, MDA degerlerini diisiirmesinin
yaninda, karaciger morfolojisini koruyarak ve mast hiicre sayisindaki artisi

engelleyerek etki gosterdigini tespit etmislerdir(65).

Goker ve Ozmen; kuru 1sirgan otu yapragmin, siganlarda karbon tetrakloriir
ile olusturulan lipit peroksidasyonu iizerine inhibe edici etkisini arastirmiglardir.
Uygulamadan sonra deney hayvanlarindan alinan kan 6rneklerinde plazma ALT ve
AST enzim diizeyleri ile plazma lipit peroksit diizeyleri ve karacigerlerinde lipit
peroksit diizeyleri ile glutatyon diizeylerini incelenmislerdir. Kontrol + karbon
tetrakloriir verilen sicanlarinin plazma ALT ve AST enzim diizeyleri, 1sirgan otu +
karbon tetrakloriir verilen sicanlar ile karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Bu iki grubun plazma lipit peroksit diizeyleri arasinda ise istatistiksel
anlamda bir fark bulunmadig1 goézlenmistir. Diger taraftan; yine bu iki grupta dl¢iilen

karaciger glutatyon ve karaciger lipit peroksit diizeyleri kiyaslandiginda, 1sirgan otu
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+ karbon tetrakloriir grubu sicanlarinda bulunan degerlerin kontrol + karbon
tetrakloriir grubundaki sicanlara gore anlamli bir sekilde azalma oldugu saptanmustir.
Sonug olarak, 1sirgan otu yapragmin lipit peroksidasyonunu inhibe edici etkisinin

oldugu ve bununda antioksidan 6zelligi ile iliskili oldugu kanisina varilmistir(66).

Bizim c¢alismamizda da CCly uygulamasma bagli olarak gelisen karaciger
hasarma kars1 proanthocyanidinin 10 mg/kg/giin ve 100 mg/kg/giin koruyucu olarak
kullanildi. CCly + Pro10 ve CCly + Pro100 uygulanan deney hayvanlarmnin karaciger
nekrozunun yayginligmmin proanthocyanidinin etkisi ile yalnizca CCly uygulanan

deney hayvanlarina gore daha az oldugu tespit edildi.

Yine ¢aligmamizda, CCly’e bagl olarak plazma total bilurubin diizeyinde
onemli Ol¢lide bir artisin meydana geldigi goriilmiistiir. Karbon tetrakloriir ile birlikte
koruyucu olarak uygulanan proanthocyanidinin ise plazma total bilurubin diizeyini
anlaml bir sekilde diistirdiigii tespit edilmistir. Ayrica, karaciger AST ve ALT
diizeyleri CCly uygulamasima bagli olarak artis gostermistir. CCLy uygulamasima bagli
olarak karaciger AST diizeyinde ki artig proanthocyanidin uygulamasiyla nispeten
azalmistir. Karaciger ALT diizeyi CCly ve CCly ile birlikte koruyucu olarak
kullanilan proanthocyanidin gruplarinda 6nemli Olciide artis gostermistir. Ancak,
CCly + Prol0 ve CCly + Prol00 uygulanan deney hayvanlarmin karaciger ALT
diizeyleri yalniz basma CCly uygulanan deney hayvanlarma gore oldukga diisiis
gostermistir. ALT diizeyinde ki bu azalma proanthocyanidinin uygulanan dozuna

bagli olarak paralellik gostermistir.

Aneja ve ark.; yaptiklar1 bir calismada, fitoostrojenlerden genistein ve
daidzein uygulamasi sonucunda CCly’e baglh olarak gelisen karaciger hasarinin,
hepatik glutatyon-S transferaz ve hepatik glutatyon tarafindan engellendigini ve lipit

peroksidasyonunun 6nemli 6l¢iide dnlendigini saptamislardir (77).

CCly “in ortaya ¢ikardig1 karaciger harabiyetini 6nlemede izoflavonlarin
antioksidan olarak 6nemli bir roliiniin oldugunu gosteren caligmalar bulunmaktadir

(68,69,70). Ustiindag ve ark.; yaptiklar1 bir ¢alismada; soy izoflavonlarin deneysel
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olarak olusturulan CCl; hasarina baglh gelisen karaciger hasarmni 6nlemede etkili
oldugunu, artmis olan lipit peroksidasyonu friinlerinin azaldigin1 ve soy
izoflavonlarin antioksidan Ozellie sahip paraoksonaz enzimini stimule edici

etkisinin oldugunu tespit etmistir (70).

Izoflavonlar diginda baska antioksidan molekiillerinde CCl4 kullanimma bagli
olusan karaciger toksisitesini engelledigi bildirilmektedir (71,72,73). Yapilan
calismalarda ratlarda CCl; uygulanmasiyla olusturulan karaciger hasari {izerine
profilaktik olarak E vitamini verilmesinin bu hasar1 dnleyebilecegi belirtilmektedir
(71,72). Erdogan ve ark.; yaptiklar1 bir ¢caligmada ratlarda CCL ile olusturulan akut
karaciger hasar1 modelinde C ve E vitaminlerinin karaciger hasarmi Onleyici

etkilerinin oldugunu biyokimyasal ve histopatolojik olarak tespit etmislerdir (73)

Devay; CCly ile deneysel olarak siroz olusturulan rat karaciger dokularinda
oksidatif stres ve lipit peroksidasyonunu incelemek i¢in malondialdehid (MDA)
seviyeleri ve radikal metabolizmasida koruyucu role sahip antioksidan enzimlerden
siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) enzim
aktivitelerini calisilarak, olusturulmaya calisilan fibrozis {izerine giicli bir
antioksidan olan Stobadin’in etkisini incelemistir. Siroz olusumu CCl; “iin 8 hafta
boyunca artan dozlarda intraperitoneal olarak uygulayarak; Stobadin tedavisini ise 8
hafta boyunca oral olarak 24.7mg/kg/giin stobadin uygulayarak yapmuistir. Tim
parametreleri spektrofotometrik olarak c¢alismistir. Stobadin + CCl4 uygulanan
grupta katalaz enzim aktivitesindeki artisa ragmen ciddi lipit peroksidasyonu ve
histopatolojik degisikliklerin gozlenmesi hidrojen peroksitin katalizinde GSH-Px’in

daha 6nemli oldugu sonucuna ulagsmistir (67).

Yapilan calismalarda CCl; uygulamasma bagli olarak gelisen karaciger
hasarmin olusumu esnasinda reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminde meydana gelen
asir1 artis ve buna bagli olarak antioksidan enzimlerden SOD ve GSH-Px
diizeylerinde anlamli bir sekilde azalmanin meydana geldigi belirtilmektedir.
Dolayis1 ile antioksidan enzimler ile karaciger hasari, fibrozis ve lipit peroksidasyon

diizeyleri arasinda ters bir korelasyonun oldugu goriilmektedir (28,29,78). Yilmaz ve
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ark.; CCly ile siroz olusturulmus ratlarda GSH-Px ve G6PDH enzim diizeylerindeki
diismeye bagli olarak siiperoksit radikallerinin asir1 diizeyde arttigini ve serbest
radikallerin siroz gibi karaciger hastaliklarmin patogenezinde rol oynayabilecegini

bildirmislerdir (29).

Oksidatif stres sonucu agiga ¢ikan serbest oksijen radikallerine bagli olarak
gelisen hiicresel hasarin; kanser, aterosklerotik kalp hastaliklary, karaciger
hastaliklar1 ve toksik hiicre hasarlar1 gibi patogenezden sorumlu oldugu rapor
edilmistir(74,75). Wang ve ark.; melatonin uygulamasi ile CCly uygulanmis ratlarda,
karacigerde fibrozisin geriledigini ve antioksidan enzimlerden olan siiperoksit
dismutaz (SOD) ile glutatyon peroksidaz (GSH-Px) diizeylerinde artis meydana
geldigini tespit etmislerdir (76).

Yaptigimiz calismada, CCly farelerin plazma ve karaciger dokusunda TOS
artisa yol agmistir ve buna bagli olarak oksidatif stresi arttirdigi tespit edilmistir. Bu
artisin dokularda olusan serbest radikal miktarlarinda ki artisa bagh oldugu
diistiniilmektedir. Karbon tetrakloriir uygulamasina bagl olarak gelisen oksidasyon
olaymnda proanthocyanidin kullannommim bu oksidasyonu nispeten azalttig
gozlemlenmistir. Yine CCly uygulamasi farelerin plazma ve karaciger dokusunda
TAK seviyesinde azalmaya neden olmustur. Proanthocyanidin uygulamasi CCl’e
bagl olarak meydana gelen plazma TAK seviyesindeki ki azalmayi nispeten
onlemistir. Ayrica, farelerin karaciger dokusunda CCly’e bagl olarak olusan TAK
seviyelerindeki azalma proanthocyanidin uygulamasi ile nispeten artis géstermistir.
Bu durum serbest radikallerin neden oldugu oksidatif etkiye kars1 proanthocyanidinin

antioksidatif bir etki gosterdigi anlamina gelmektedir.



38

5. SONUC

Sonug olarak, CCly'iin karaciger hasar1 olusturdugu hem biyokimyasal hemde
histopatolojik  veriler 1s18inda  tespit edilmistir. Yapilan bu ¢aligmada
proanthosiyanidinin doza bagli olarak bu hasar1 6nemli 6l¢iide azalttig: tespit edildi.
Biyokimyasal verilerden plazma Total bilurubin, AST, ALT, TAK ve TOS ile
karaciger dokusu TAK ve TOS degerlerindeki degisimlerin proanthosiyanidinin dozu
ile dogru orantili olarak kontrol grubuna yaklastig1 tespit edildi. Ozellikle 100mg/kg
dozda proanthosiyanidinin agiz yolu ile kullanimmin karaciger iizerinde koruyucu
etkisinin daha fazla oldugu sonucuna varildi. Bu verilere dayanarak ozellikle
karaciger tizerine toksik tesirleri olan c¢evre Kkirleticilere karsi korunmada
proanthosiyanidin kullanilmasmin yarar saglayacagim diisiinmekteyiz. Ayrica
calismamizin, proanthosiyanidinin diger toksik ajanlara karsi koruyucu etkisinin
bulunup bulunmadigi konusunda yeni c¢alismalar icinde temel olusturacagini

disiinmekteyiz.



39

6. OZET

Bu c¢alismada karbontetrakloriir ile karaciger hasar1 olusturulan farelerde,
karacigerin histopatolojisi ve alinan plazma 6rneklerinde, Total antioksidan kapasite
(TAK), total oksidan seviye (TOS), ALT, AST aktiviteleri ile Total bilurubin
diizeyleri ve karaciger dokusu TAK ve TOS diizeyleri belirlenerek, giiclii bir

antioksidan olan proanthosiyaninin koruyucu etkisi incelendi.

Calismada 3 aylik, 42 adet Swiss albino fare kullanildi. Fareler her grupta 7
hayvan olmak iizere 6 ayr1 gruba ayrild1. IIk gruba kontrol grubu olarak herhangi bir
uygulama yapilmadi. Ikinci gruptaki hayvanlara ise sadece karbontetrakloriir diger
gruplarla ayn1 zamanda uygulandi. Ugiincii ve Besinci gruplara proanthocyanidin 10
mg/kg/giin  agiz yolu 1ile 7 glin verildi. Dordinci ve Altinc1 gruplara
proanthocyanidin 100 mg/kg/giin agiz yolu ile 7 giin verilmistir. Dordiincii ve
Altinc1 gruplara son proantosiyanidin uygulamasindan 1 saat sonra zeytin yaginda
cozdiiriilen (1/3 v/v) karbontetrakloriir tek doz 1 ml/kg intraperitonal uygulandi. Son
uygulamadan 24 saat sonra farelere servikal dislokasyon yapilarak kan alindi ve
ardindan sistemik nekropsileri yapildi. histopatolojik inceleme i¢in alman doku
ornekleri kesitler HE ile boyanarak 1sik mikroskobunda incelendi. Alinan plazma
orneklerinde, TAK, TOS, ALT, AST aktiviteleri, Total blirubin diizeyleri ile
karaciger dokusu TAK ve TOS seviyeleri spektrofotometrik olarak belirlendi.

Calismada CCl4 ile toksikasyon yapilan grupla kontrol grubu
karsilastirildiginda; plazma Total Bilurubin seviyesi, TOS, AST ve ALT
aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis (P<0.05); karaciger doku TAK ise
anlamli derecede azalmistir (P<0.05). aynt zamanda histopatolojik olarak CCl4
grubunda nekrotik degisiklikler gézlenmistir. total bilurubin diizeyi ve ALT enzim
aktivitesinde Prol0+ CCL ve Prol00+ CCl uygulanan gruplarm CCly uygulanan
grup ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide azaldig: tespit edildi
(p<0.05). Plazma TOS diizeyi Pro10+ CCly ve Pro100+ CCl; uygulanan gruplarin
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CCls uygulanan grup ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide azaldig1

(p<0.05) ve kontrol grubuna yaklastig1 tespit edildi.

Sonu¢ olarak, yapilan bu ¢aligmada proanthosiyanidinin doza bagli olarak
karaciger hasar1 dnemli dlciide azalttigi tespit edildi. Ozellikle 100mg/kg dozda
proanthosiyanidinin agiz yolu ile kullaniminin karaciger {izerinde koruyucu etkisinin

daha fazla oldugu sonucuna varildi.
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7. SUMMARY

In this study, the liver histopathology and plasma samples total antioxidant
capacity (TAC), total oxidant status (TOS), ALT, AST, total bilirubin levels and
liver tissue TAC and TOS levels are determined, the preventive effect of a powerful
antioxidant Proanthohcyanidine was investigated on mice experimentally liver

damage induces with CCI4.

Forty-two, 3 months, male Swiss albino mice were used in this study. The
mice were divided into six separate to 7 animals in each group. Group I control,
Group II received CCH4 (1 ml/kg i.p., single dose), Groups III and IV received
proanthocyanidin 10 mg/kg/day to 7 days by oral gavage, Groups V and VI received
proanthocyanidin 10 mg/kg/day to 7 days by oral gavage. one hour after the last
applications of proanthocyanidin Group IV and VI received single dose CCl4 (1
ml/kg 1.p., single dose).

24 hours after the last application Cervical dislocation were performed to
mice, then blood sample were taken. Tissue samples were taken after
histopathological examination. Tissue sample were examined under a light
microscope. Plasma samples TAC, TOS, ALT and AST activities, Total blirubin

levels and liver tissue TAC and TOS levels were determined spectrophotometrically.

In the study groups (Groups III-VI) and control group (Group I) were
compared to CCl4 intoxication Group (Group I) with the plasma levels of total
bilirubin, TOS, AST and ALT activities, a statistically significantly increase (P
<0.05) in liver tissue TAC was significantly decreased (P <0.05). Histopathological
examination showed necrotic changes in CCl4 group at the same time. Pro100+CCl4
and Prol0 + CCH4 treated group compared with the CCl4 groups the level of total
bilirubin and ALT enzyme activity was statistically decrease (p <0.05). Plasma levels

of TOS Prol100+CCl4 and Prol0 + CCH4 treated group compared with the CCl4
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groups was statistically significantly decreased (p <0.05) and this values were

approached the control group.

In conclusion, in this study proanthosiyanidinin significantly reduce hepatic
damage was dose-dependent manner. In particular dose of 100mg/kg orally

proanthocyanidin concluded that the use of more protective effect on the liver.
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9. 0ZGECMIS

I- Bireysel Bilgiler
Adi

Soyadi

Dogum yeri ve tarihi
Medeni durumu
Askerlik durumu

Iletisim adresi ve tIf.

I1. Egitimi
Lisans

Orta dgretim
Ik okul
Yabanci dil

I11. Unvanlar

Eczacy Saglik bakanligi

IV. Mesleki Deneyimi

Saglik Bakanlig1
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