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Askorbik Asit ve Alfa-Tokoferol’iin Karbon
Tetraklorirle Olusturulmus Akut Karaciger

Toksisitesi Modelinde Karacigeri Koruyucu
Etkisi
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Ozet:

Amag: Sicanlarda, karbon tetrakloriirle (CCly) olusturulan akut karaciger hasarinda, askorbik asid (C vit)
ve alfa-tokoferoliin (E vit) karacigeri koruyucu etkisinin arastirilmasi1 amaclandi.

Yontem: Her birinde alti sican olacak sekilde, 1) serum fizyolojik (SF, 0.2 ml), 2) zeytin yag1 (ZY, 0.8 ml/kg),
3) CCly:zeytin yag (1:7, 0.8 ml/kg), 4) CCl, (0.8 ml/kg)+C vitamini (140 mg/kg) ve 5) CCl, (0.8 ml/kg)+E
vitamini (60 mg/kg) gruplar1 olusturuldu. Sicanlarin viicut agirhklar: giinliik olarak olciiliip kaydedildi.
Calismanin sonunda sicanlardan intrakardiyak yolla kan alind1 ve karacigerleri ¢ikarildi. Kanda aspartat
amino transferaz (AST), alanin amino transferaz (ALT) ve indirekt bilirubin seviyelerine bakildi.
Karacigerler ise histopatolojik olarak incelendi.

Bulgular: CCly grubuna ait karacigerlerdeki hepatositlerde belirgin derecede balon dejenerasyonu, tek
hiicre nekrozu, mitoz, sentrilobiiler nekroz, kopriilesme nekrozu, serum AST ve ALT seviyelerinde anlamh
derecede yiikselme gibi akut karaciger hasarini gosteren histopatolojik ve biyokimyasal bulgular saptandi. C
ve E vitamini gruplarinda ise akut karaciger hasarini gosteren histopatolojik ve biyokimyasal degisikliklerin
CCl; grubuna goére anlamh bir sekilde daha az oldugu tespit edildi. Viicut agirh@ acisindan gruplar
arasinda anlamh bir fark saptanmadi.

Sonu¢: Serum transaminaz enzim seviyeleri ve histopatolojik bulgular, C ve E vitaminin CCly’e bagh
karaciger hasarin1 anlamh derecede azalttiginm1 gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Karbon tetrakloriir, askorbik asit, alfa tokoferol, organ toksisitesi

Yiiksek konsantrasyondaki oksijenin,
hayvanlar, bitkiler ~ve  mikroorganizmalar

bir¢ok patolojik durum serbest radikaller ile
agiklanmaktadir  (2-3). Karacigerde  hasar

iizerinde siddetli hasara ve hatta Oliime sebep
oldugu bilinmektedir. 1950’lerin basinda Gilbert,
serbest oksijen radikallerinin bircok patolojik
durumun etkeni oldugunu goéstermistir (1).
Serbest radikaller aerobik hiicre
metabolizmasinin  bir iriinii olarak siirekli
tiretilmektedir. Serbest radikaller antioksidan
savunma mekanizmalari ile dengede tutulurlar ve
normal sartlar altinda organizma kendisini
antioksidan mekanizmalarla korumaktadir.
Giintimiizde yaslanma, inflamasyon,
karsinogenezis, ila¢ etkisi ve ilag toksisitesi gibi
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olusturan maddelerden biri olan CCl,, serbest
radikalleri aciga ¢ikararak etkisini gdsterir. Bu
serbest radikaller lipid peroksidasyonu olusturur ve
bunu izleyerek olusan toksik lipid peroksidasyon
tirlinleriyle membran hasar1 ortaya ¢ikar (4,5). Membran
hasari engellenemez ise hiicre 6limii gergeklesir (6).

Antioksidanlar, peroksidasyon zincir
reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif oksijen
tirlerini  toplayarak lipid peroksidasyonunu
inhibe ederler (3,7). Serbest radikal miktar1
endojen selliiler ¢Opcii sisteminin kapasitesini
asarsa, onemli hiicresel hasar meydana gelebilir
ve bu hasar1 engelleyici bir tedavi yontemi heniiz
gelistirilememistir (5,8). Alfa tokoferol (vitamin
E) lipid peroksidasyonunu inhibe ederek,
oksidatif stresi inhibe etmektedir (5,6). Vitamin
E’nin yiiksek dozlarda oral yolla profilaktik
amagla verilmesinin, kronik olarak CCl,
uygulanmasiyla olusan hasardan karacigeri
korudugu bildirilmistir (9). Vitamin C gii¢li bir
rediikleyici ajan ve antioksidandir (10).

Bu c¢alismada serbest oksijen radikallerinin
eksojen bir kaynagi olan CCly ile olusturulmus
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Resim 1: Serum fizyolojik ve zeytin yag1 grubuna ait karacigerde diizenli goriiniim izlenmektedir (Hematoksilen-

eozin, orijinal biiylitme, X25).

akut karaciger hasarinda, birer antioksidan olan C
ve E vitaminlerinin akut karaciger toksisitesi
iizerindeki koruyucu etkilerini hayvan modeli
iizerinde arastirilmast amaglandi.

Gere¢ ve Yontem

Deney Hayvanlari: Calismada 16-20 haftalik,
180-250 gr agirlikta ve her iki cinsiyetten esit
sayida olacak sekilde rasgele secilmis 30 adet
Sprague-Dawley cinsi sigan kullanildi. Siganlar,
12 saat aydinlik 12 saat karanlik ritmi uygulanan,
22 £ 2 °C sicaklik ve % 50-60 nem orani bulunan
0zel odalarda barindirilip sehir sebeke suyu ve
Van Yem Sanayii’nin irettigi standart pelet rat

yemi ile beslendiler. Calisma, Yiiziinci Yil
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun
18.09.2002 tarih, 2002/03-01 sayili karari

dogrultusunda Neuroscience Arastirma Birimi
Laboratuarlari’nda gergeklestirildi

Kimyasallar: Carbon tetrachloride (CCly): Merck
KgaA, 64271

Darmstad-Germany, E vitamini (Evigen®): Aksu
Farma, C vitamini (Redokson®™): Roche
firmalarindan saglandi.

Deney Gruplari: Caligmada her biri altisar
sicandan olusan bes ¢aligma grubu olusturuldu: L.
gruba (serum fizyolojik grubu) 0.2 ml, ip (intra
peritoneal) yolla serum fizyolojik (SF), II. gruba
(zeytin yag1 grubu) 0.8 ml/kg, ip yolla zeytin
yagi, III. gruba (CCly grubu) 0.8 ml/kg, ip yolla
CCly:zeytin yagi karisimi (1:1 hacimde), IV.
gruba (vitamin C grubu): 140 mg/kg, ip yolla
vitamin C ve 0.8 ml/kg, ip yolla CCl,: zeytin yag1
(1:1 hacimde) ve V. gruba (vitamin E grubu) 60
mg/kg, im (intra muscular) yolla E vitamini ve
0.8 ml/kg, ip yolla CCly: zeytin yagr (1:1

hacimde) karisimi c¢aligma siiresince (yedi giin)
uygulandi. E  vitamini ve C  vitamini
enjeksiyonlart karnin sol alt kadranina CClyg:
zeytin yagi karisimi karnin sag alt kadranina
yapildi. C ve E vitamini dozlar1 Meier-Bratschi

ve arkadaslarinin c¢aligmasi referans alinarak
belirlendi (11).
Viicut Agirhg Takibi: Sicanlar, c¢alisma

siiresince iki hane hassas 6lgebilen tarti cihazi ile

her giin saat 08.°-09.° arasinda tartilarak
sonuglar  kaydedildi.  Siganlardaki  agirlik
degisimleri  asagidaki  formiil  kullanilarak

standardize edildi:

Agirlik degisim orani = (agirlik, — agirlik;) X 100
/ (agirliky)

Agirlik, : birinci giinden sonraki giinlerin agirlik
Olgtimleri.

Agirlik;: birinci giin dl¢iilen agirlik.
Biyokimyasal Inceleme: Calismanin sonunda
(sekizinci giliniin sabahi) sicanlardan hafif eter
anestezisi altinda intrakardiyak girisimle yaklagik
2 ml kan Ornegi alinarak serumlar1 ayrildi ve
serum alanin amino transferaz (ALT), serum
aspartat amino transaminaz (AST) ve indirekt
bilirubin  konsantrasyonlart Roche Modular
Autoanalyzer cihazinda 6lgiildii.

Histopatolojik Inceleme: Derin eter anestezisi
ile sakrifiye edilen siganlarin karacigerleri
cikarilarak % 10’luk tamponlu formalin ¢ozeltisi
icerisinde {i¢ giin siireyle fikse edildi. Daha sonra
parafin bloklara gémiilen
karacigerlerden 4 pm kalinliginda kesitler alinip
Hematoksilen-eosin ile boyandi. Preparatlarin
timi iki ayr1 patolog tarafindan ve birbirinden
habersiz olarak  histopatolojik yonden
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Grafik 1. Caligma gruplarinin giinliik viicut agirlig1 degisimi (%) (ortalama + standart hata).

SF: Serum fizyolojik ZY: Zeytin yag1

degerlendirildi.Her 10 biiyiik biiyiitme alaninda
balon dejenerasyonu gosteren hepatositler, mitoz
ve asidofilik cisimler sayilarak kaydedildi ve
sentrilobiiler nekroz ile kopriilesme nekrozu olup
olmadig1 arastirildi.

Istatistiksel Analiz: Calisma gruplarma ait
veriler ortalama + standart hata seklinde
gosterildi ve veriler tek yonlii varyans analizi
(One-way ANOVA) ile degerlendirildi. Anlamli
cikan gruplar arasinda post-hoc Tukey HSD testi
(Tukey’s honestly significant difference tests)
kullanild1 (12).

Bulgular

Viicut Agirhk Takibi Bulgulari: Calisma
gruplarina ait viicut agirligi degisimleri Grafik
1’de verilmistir.

Biyokimya Sonuclari: Biyokimya sonuglar1 ve
istatistiksel ~ degerlendirmeler = Tablo  1’de
verilmistir.

Histopatolojik Degerlendirme: Serum fizyolojik
ve zeytin yagi gruplarinda normal  histolojik
ozelliklerde karaciger dokusu izlendi (Resim 1).
CCly kontrol grubunda, daha c¢ok sentrilobiiler

bolgedeki hepatositlerde olmak iizere belirgin
derecede balon dejenerasyonu, sik asidofilik
dejenerasyon (tek hiicre nekrozu), seyrek
kopriilesme nekrozlari ve mitoz gozlendi (Resim
2). Vitamin C ve Vitamin E gruplarindaki balon
dejenerasyonunun CCly kontrol grubuna gore
belirgin derecede az oldugu, mitoz ve asidofilik
dejenerasyonun seyrek oldugu, kopriilesme
nekrozunun bulunmadigi goézlendi (Resim 3,4).
Balon dejenerasyonunun, SF, ZY, Vitamin C ve
Vitamin E gruplariyla CCl; grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturdugu
(balon dejenerasyonu CCl; grubunda c¢ok sikti)
dikkati ¢ekti.

Tek hiicre nekrozu ag¢isindan, CCl; ve Vitamin
C gruplariyla SF ve ZY gruplart arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark olmasina ragmen
Vitamin E, SF ve ZY gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig:
goriildii. Mitoz sayisi agisindan, CCly, SF, ZY,

Vitamin C ve  Vitamin E gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadigr  goriildi. Histopatolojik
degisiklikler Tablo 2°de gosterilmistir.
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Tablo I: Calisma gruplarinin biyokimya analizi sonuglari.

Indirekt AST ALT

Bilirubin (serum U/L) (serum U/L)
(mg/dL)

SF 0.016+0.002

Gruplar

137.33+004.10  35.33+002.34

*ZY 0.035+0.008 127.83£016.90  46.83+003.38

CCly %0.17£0.012 *1169.00+206.68 “988.33+179.83

C 10.14£0.003 ©592.33+053.05 °©325.50+030.73

vitamini

E ©0.1240.017 °21.50+166.81 °320.50+128.97
vitamini
F-degeri 50.869 11.485 13.933
p-degeri 0.000 0.000 0.000

*ZY: Zeytin yag1

Post-hoc Tukey’s HSD testi sonuglari:

a: p<0.001 (Serum fizyolojik veya zeytin yag: kontrol
gruplari ile karsilastirma). b: p<0.05 (CCly grubu ile
karsilastirma). ¢: p<0.01 (CCl, grubu ile karsilastirma
d: p<0.001 (CCl, grubu ile karsilastirma).

Tartisma

Karacigerin ¢esitli nedenlere bagli hasarinin
degisik formlari, oksidatif stres ve bunu takiben
olusan serbest  radikallerle olusmaktadir
(4,13,14). Toksik oksi ve hidroksi radikallerin,
lipid peroksidasyonu veya diger yollarla
hepatositlerin ~ hiicre = membranlarint  hasara
ugrattigi (5,8,14,15), serbest radikallerin hem in
vivo hem de in vitro ortamlarda protein, lipid ve
karbonhidratlari, ayrica DNA’y1  bozdugu
gosterilmistir (4,8,14,15). Serbest radikal miktari,
endojen selliiller ¢Opcli sistemin kapasitesini
astiginda, onemli hiicresel hasar meydana geldigi
bildirilmistir (5,8).

Deney  hayvanlarinda  karaciger  hasari
olusturmak igin eksperimental ¢alismalarda en sik
kullanilan maddelerden birisi olan CCl,’Un
hepatotoksik etkisi, kisa yasam siireli reaktif ara
tirinlerinin metabolik aktivasyonu ile yakindan
iliskili oldugu gosterilmistir (15). Buna gére CCly
ile olusan hiicre hasari lipid peroksidasyonundaki
artisa baghdir. CCls’e baghh olarak gelisen

karaciger hasarinda; rediiktif dehalojenasyon,
radikallerde  kovalent baglanma, 0zellikle
apolipoproteinlerde =~ olmak  iizere  protein

sentezinde inhibisyon, yag birikimi, kalsiyum
sekestrasyonunda kayip, apopitosis ve fibrozis
gerceklesir. Daha ciddi hasarlar, CCly’iin
bioaktivasyonu sonrast olusan, indiiklenmis
sitokrom P450 oksijenaz sistemiyle meydana
gelir. Indiiksiyon ne kadar giiglii olursa hasar o
kadar fazla olur. Radikaller bu olayda ana rolii

Akut Karaciger Toksisitesinde C ve E Vitaminlerinin Etkileri

Tablo II: Calisma  gruplarina ait karacigerlerdeki
hepatositlerde, balon dejenerasyonu, tek hiicre nekrozu ve
mitoz sayilari

Gruplar Balon Tek hiicre nekrozu  Mitoz sayist
dejenerasyonu sayist (adet)
say1s1 (adet)
(adet)

SF 0.50+0.22 0.016+0.016 0.166+0.160
*ZY 0.33+0.21 0.033+0.021 0.066+0.049
CCly ©37.55+6.43 ©2.13+0.570 0.066+0.033

C 94.86+1.65 #1.75+0.510 0.233+0.140

vitamini
E vitamini  %0.87+0.57 0.55+0.390 0.225+0.130
F-degeri 26.538 6.730 0,486

p- 0.000 0.001 0.746

degerleri

*ZY: Zeytin yag1

Post-hoc Tukey’s HSD testi sonuglari:

a: p<0.05 (Serum fizyolojik ve zeytin yag1 gruplari ile
karsilastirma). b: p<0.01 (Serum fizyolojik ve zeytin yag:
gruplari ile karsilagtirma).c: p<0.001 (Serum fizyolojik ve
zeytin yag1 gruplari ile karsilagtirma).

d: p<0.001 ({lgili grubun CCl, grubuyla karsilastirma).

oynamaktadirlar (16). CCly ayni zamanda
sentrilobiiler konfluent nekroza da sebep
olmaktadir (17-19). Bruckner ve arkadaglari, CCly
verilen ratlarda sentrilobiiler hepatositlerde
balonlasma dejenerasyonu, buzlu cam goriintiist,
niikleuslarda pleomorfizm, sentrilobiiler alanlarda
genisleme ve seyrek olarak nekrotik hiicreler
gozlemislerdir (20).

Vitamin E lipofilik 6zelligi nedeniyle membran
molekiillerine baglanarak membran yiizeyine
yerlesmekte ve lipid peroksidasyonunu inhibe
etmektedir (21). Vitamin E’nin niikleer faktor
kappa B baglanmasini arttirmak suretiyle, niikleer
faktor kappa B artisiyla iliskili olan serbest
radikal olusumunun meydana getirdigi akut
karaciger hasarini Onledigi gosterilmistir (22).
Oral vitamin E’nin yiiksek dozlarinin profilaktik
olarak besinlerle verilmesinin, kronik CCl,
uygulanmasiyla olusan karaciger hasarindan
ratlar1 korudugu da gosterilmistir (23). Yao ve
ark (10). CCly ile karaciger hasari olusturulan
hayvanlarin serum aminotransferaz diizeylerinin,
CCl; kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
Vitamin E ile tedavi edilen hayvanlarda on kat
daha az bulundugunu bildirmislerdir. C vitamini
ise, organizmada bircok hidroksilasyon
reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak gorev yapar
(24). Suda ¢oziinen zincir kiric1  antioksidan olan C
vitamini, stiperoksit ve hidroksil radikalleri ile kolayca
reaksiyona girerek onlar1 temizler. Vitamin C’nin
oksidasyonu ile dogrudan hidrojen peroksid de
meydana  gelebilir (25). Hem hiicre i¢inde hem de
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plazmada 6nemli bir antioksidan olan askorbik asidin
en Onemli etkisi, tokoferroksil radikalinin tekrar o-
tokoferol haline g¢evrilmesidir. C vitamininin yiliksek
konsantrasyonlari, bu  mekanizma ile  lipid
peroksidasyonuna karsi koruyucu etki gosterir. Kronik
inflamatuar hastaliklar ve lipid peroksidasyonunun
arttig1 durumlarda askorbik asit seviyeleri diiser. Sigara
icimi, koroner arter hastaligi ve kanser durumlarinda,
hastalarin plazma vitamin C seviyesinin normalden
daha diisiik oldugu kaydedilmistir (2).

Bu calismada, gruplar arasinda agirlik degisimi
yoniinden anlamli  bir fark gdzlenmezken
biyokimyasal ve histopatolojik olarak anlamli
degisiklikler dikkati ¢ekti. Serum fizyolojik-
zeytin yagi grubunda izlenmeyen histopatolojik
degisikliklerden balon dejenerasyon ve
sentrilobiiler nekrozun CCl; grubunda belirgin
olarak  gozlendigi, asidofilik dejenerasyon,
kopriilesme nekrozu ve mitozun seyrek olarak
gozlendigi, C ve E vitamini gruplarinda ise ¢ok
seyrek olarak balon dejenerasyon, asidofilik
dejenerasyon ve mitozun bulundugu saptandi.
Histopatolojik  degisiklikler (6zellikle balon
dejenerasyon) agisindan C vitamini, E vitamini ve
SF-ZY gruplar1 arasinda anlamlt bir fark
bulunmadigi, ancak bu ii¢ grupla CCly grubu
arasinda anlamli farklilik oldugu tesbit edildi.
Ayrica biyokimyasal olarak serum AST ve ALT
seviyelerinin, CCly grubuyla karsilastirildiginda,
diger dort grupta anlamli olarak disiik oldugu,
indirekt bilirubin degerleri agisindan, CCl,,
Vitamin C ve Vitamin E gruplariyla serum
fizyolojik-zeytin yag1 grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugu (indirek
bilirubinin bu ii¢ grupta serum fizyolojik-zeytin
yagt grubundakine gore daha yiiksek oldugu),
ayrica Vitamin E ile CCly grubu arasinda da
istatistiksel  olarak anlamli  fark  (indirek
bilirubinin Vitamin E grubunda daha diisiik
seviyede) oldugu belirlendi. Bunlara bagh olarak
C ve E vitaminlerinin hepatoprotektif etkilerinin
bulundugu, bu etki Vitamin E grubunda daha
belirgin gdziitkmesine ragmen istatistiksel olarak
her iki grup arasinda anlamli bir farklilik
bulunmadigi saptandi. C vitamini ve E vitamini
gruplarina ait serum ALT, AST, ve indirekt
bilirubin degerleri ile histopatolojik degisiklikler
g6z Oniine alindiginda

C vitamini ve E vitamininin CCly’e bagh
karaciger toksisitesine karsi karacigeri koruyucu

etkiye sahip olduklari, C vitamini ve E
vitamininin  karaciger lizerindeki koruyucu
etkilerinin  antioksidan  ozelliklerinden ileri

gelebilecegi soylenebilir (3,4,5,10,21-24).

Bizim bulgularimiz, vitamin E’nin ve vitamin
C’nin, lipid peroksidasyonuyla  meydana
gelebilecek hasarlardan, karacigeri ¢ok basaril

Akut Karaciger Toksisitesinde C ve E Vitaminlerinin Etkileri

bir bicimde korudugunu diisiindiirmektedir.
Vitamin E ve vitamin C’nin bu etkisinden bir¢ok
durumda faydalanilabilir. Ornegin, karaciger
transplantasyonlarinda, dondriin  karacigerini
nakledinceye kadar, karacigerin i¢ine kondugu
soliisyonlara vitamin E eklenerek, karacigerin
canlt kalma siiresi uzatilabilir ve karacigerin
korunmasi saglanabilir.

Kanser ve infeksiyoz hastaliklarin tedavisinde
kullanilan bir¢ok ila¢ karacigerdeki toksik etkileri
nedeniyle kisitlt bir sekilde kullanilmaktadirlar.
Karacigerde hasar olusturabilecek bu ilaglar
verilmeden Once veya ilaglarla beraber Vitamin C
ve Vitamin E verilebilir.

Bu ilacglarla beraber Vitamin E ve Vitamin C
uygulanmasi, hepatosit hasarin1 engelleyerek
ilaglarin terapotik seviyelerini de artiracaktir.
Ustelik Vitamin E ucuz, ayrica karacigeri hedef
organ olarak segen ve kolay elde edilen bir
maddedir.

Hepatoprotective Effect Of Ascorbic Acid
And Alpha Tocopherol In Carbon
Tetrachloride Induced Acut
Hepatotoxicity

Abstract:

Aim: Hepatoprotective activity of Ascorbic acid and
Alpha tocopherol was studied using carbon
tetrachloride induced liver injury model in rats.

Method: Group I received isotonic salin solution 0.2
ml, group II received olive oil (0.8 ml/kg), group II1
received CCl4:o0live oil (1:7) 0.8 mL/kg, group IV
received CCI4 (0.8 ml/kg) Viamin C (140 mg/kg) and
group V received CCl4 (0.8 ml/kg) + Vitamin E 60
mg/kg. Body weights of the rats were measured daily.

Results: At the end of the treatment, blood samples
were collected and the serum was used for the assay
of marker enzymes, aspartate aminotransferase
(AST), alanine aminotransferase (ALT) and indirect
bilirubin. The livers of the animals
histopathologically studied. The acut hepatotoxicity
produced by carbon tetrachloride administration was
found to be inhibited by Ascorbic acid and Alpha
tocopherol with evidence of decreased levels of serum
aspartate aminotransferase, alanine
aminotransferase, alkaline  phosphatase and
bilirubin. Histopathological findings also suggest
that Ascorbic acid and Alpha tocopherol prevents the
development of acute liver damage. The changes in
body weights supported these biochemical and
histopathological findings.

Conclusion: The results of this study clearly indicate
that Ascorbic acid and Alpha tocopherol has a potent
hepatoprotective action against carbon tetrachloride-
induced hepatic damage in rats.

Key words: Carbon tetrachloride, ascorbic acid,
alpha tocopherol, organ toxicity
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