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OZET: Bu ¢alismada deneysel olarak, siganlarda oksidatif
stres olugturan kimyasal = madde karbon tetraklorit
(CCly)’e kars1, antioksidan 6zelligi bilinen katesinin ne de-
rece koruyucu etkisi oldugu arastirildi. Caligmada ti¢ aylik
otuz iki adet Spraque Dawley soyu erkek sigan kullanildi.
Sicanlar esit sayida dort gruba ayrilds. Ilk on giinliik uygu-
lamada, sadece IV.gruba Kkatesin (50 mg/kg/giin)
intragastrik (i.g) olarak verildi. Ikinci on giinliik uygula-
mada ise, I.gruba (kontrol) sivi yag (0.2 ml/kg/giin)
intraperitoneal (i.p) ve (i.g), II.gruba CCly (0.2 ml/kg/giin)
(i.p), Ill.gruba katesin (50 mg/kg/glin) (i.g), 1V.gruba
katesin+CCly belirtilen dozlarda ve ayni saatlerde giinde
iki uygulama ile verildi. Madde uygulamasi sona erdikten
sonraki 24.saatte, eter anestezisi altinda uygun teknikler
kullanilarak karaciger doku ornekleri alindi. Bu &rnekler-
den hazirlanan homojenatta malondialdehit (MDA) diize-
yi, katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
aktiviteleri tayin edildi. Histolojik ¢aligmalar icin alinan
karaciger doku drnekleri %10 nétral formalinde tespit e-
dildi. Rutin takip sonrasi kesitler H&E ile boyand: ve 151k
mikroskobunda incelendi. Calisma sonunda, katesinin tek
basina beklenildigi gibi kontrole benzer degerler verdigi
goriildii. CCly verilen grupta ise, CCly; metabolizmasina
bagli olarak, olusan serbest radikallerin MDA diizeyini ar-
tirdig1, boylece oksidatif hasarmn olustugu tespit edildi.
IV.grupta bu hasarin, katesin tarafindan aktiviteleri artiri-
lan ve serbest radikal siipiiriiciileri olarak kabul edilen
CAT ve GPx tarafindan, nispeten diizeltilerek kontrol de-
gerlere yaklastig1 goriildii. Histolojik sonuglarinda kimya-
sal sonuglar1 destekledigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: CCly, katesin, serbest radikal, sican.

ABSTRACT: In this study, the antioxidants catechin was
investigated experimentally with respect to its protective
effect against CCly-induced oxidative stress in rats. Three
months old and thirty-two Spraque Dawley male rats were
used in the study. The rats were assigned to four groups in
equal numbers. Group four received catechin (50
mg/kg/day) intragastrically (i.g) for a ten days period as
pretreatments. In the second ten days period, group one
received liquid oil (0.2 ml/kg/day) intraperitoneally (i.p),
group two received CCly (0.2 ml/kg/day) (i.p) group three
received catechin (50 mg/kg/day, i.g). In this period the
previously treated group four received at the same doses
catechin plus CCly daily in two divided doses. Within 24
hours of the last dose, liver tissue samples for homogenate
were collected from the rats using appropriate techniques
under ether anesthesia. Malondialdehide (MDA) levels
were measured and catalase (CAT), glutathione peroxi-
dase (GPx) activities were determined in the samples. Tis-
sue samples were fixed in 10% neutral formalin to be used
in histological studies. Slices were stained with H&E and
examined under a light microscobe. Results have shown
that the values obtained in only catechin treatment groups
were close to values in control group, as expected. In the
CCly treated group, free radical formation secondary to
CCl,; metabolism resulted in increased MDA levels and
led to oxidative damage. This damage was corrected to
levels almost comparable to that of control by the free
radical scavengers CAT and GPx, the activities of which
were increased secondary to catechin treatments. Finally,
histological studies supported that our chemical results.
Key Words: CCly, catechin, free radical, rats

GiRiS

Serbest radikaller paylagilmamis elektron ige-
ren reaktif ve kisa 0miirlii molekiillerdir. Bu mole-
kiiller hem normal metabolizmanin yan iiriinii olarak
hem de ilaglarin ve diger zararli kimyasal maddele-
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rin etkisiyle olusabilmektedir (1). Serbest radikalle-
rin olusum hizi, bunlar etkisiz hale getiren veya a-
zaltan CAT ve GPx gibi bazi endojen antioksidan
enzimlerden olusan savunma sistemlerinin hiz1 ile
dengede oldugu siirece, organizma etkilenmez. An-
cak bu denge bozulursa, serbest radikaller zararli
olmaya baslar ve oksidatif stres olarak etkilerini gos-
terirler (2).

Oksidatif stres olusumunda rol alan ve bir¢ok
arastirict tarafindan karaciger hasart olusturdugu
tespit edilen en 6nemli kimyasallardan biri CCl, dir
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(3,4). CCly, kuru temizleme, otomobil tamiri ve
farmasoétikal dretim gibi bazi is alanlarinda kulla-
nilmaktadir (5). CCly, toksik etkisini, bir serbest ra-
dikal olan triklorometil radikali olusumu ile gosterir.
Bu radikalin daha sonra oksijenle birlesmesi sonucu
olusan peroksil radikali de hiicre zar yapisim boza-
rak hiicre hasar1 olusmasinda birincil mekanizma o-
larak rol oynayan kuvvetli bir lipid peroksidasyon
baslaticisidir (6-8).

Serbest radikallerin zararl etkileri, bazi1 madde-
ler tarafindan azaltilir veya tamamen ortadan kaldiri-
lir. Bunlardan biri de katesindir. Katesinler, bitkiler-
de yaygin olarak bulunur ve antioksidan &zellikleri
olan flavanoid ailesinin alti sinifindan, flavan gru-
buna dahil polifenolik bilegiklerdir (9-12). Calisma-
mizda kullandigimiz (+)- katesin de, flavanoidlerin
flavan sinifindan olup, sarap, elma kabugu ve farkli
cay tiirlerinde, Ozellikle yesil ¢ayda bulunan bir
polifenoldiir (12-14). Yapilan bazi caligmalarda,
katesinin lipid peroksidasyon olusumuna bagl ola-
rak, artan MDA diizeyini 6nemli 6l¢iide engelledigi
gosterilmigtir (15-17). Calismamizda kullandigimiz
(+)-katesinin, si¢can hepatositlerinde tiitiiniin neden
oldugu karsinogenezisin engellenmesinde etkili ol-
dugu bulunmustur (14). Biz de bu ¢aligmada, deney-
sel olarak, CCly ile olusturulan oksidatif stres’e kar-
s1, antioksidan 6zellikleri bilinen katesinin ne derece
koruyucu etkisi oldugunu arastirmayi planladik.

MATERYAL ve METOD

Bu caligmada. ti¢ aylik 200-250g agirliginda
otuz iki adet Sprague-Dawley soyu erkek sican kul-
lanildi. Siganlar, pellet fare yemi ile adlibidum bes-
lendi ve her giin taze ¢esme suyu verildi. Her grupta
sekiz hayvan olacak sekilde dort grup olusturuldu.
Tiim gruplara belirtilen uygulamalar her giin ayni

olarak belirlendi. CCly s1v1 yagda, katesin ise serum
fizyolojikte cozlindiiriilerek, sicanlara daima taze
hazirlanarak verildi. Deney bitimi olan 21. giinde
tim sicanlardan etik kurallara uygun olarak eter a-
nestezisi altinda karaciger 6rnekleri alindi. Karaciger
homojenatlarindan elde edilen siipernatantlar,
spektrofotometrenin distile su ile sifirlanmasindan
sonra 532nm’de MDA diizeyi (18) ve 405nm’de de
CAT aktivitesi (19) i¢in dl¢iildii. Literatiirlere bagl
kalinarak degerlendirildi. Bunlardan MDA i¢in %1
KClI ve CAT igin sodyum-potasyum fosfat tamponu
(pH:8) kullanilarak karaciger ornekleri +4°C’de
4000 min"' rpm’de (veya 3113xg’de) 15 dk santrifiij
edilerek (Sogutmali santriifiij; Heraeus Biofuge

Stratos) homojenize edildi. GPx  aktivitesi
(Calbiochem® Kat. No:354104) ticari kiti kullanila-
rak oOl¢iildii. Bu kit homojenattaki glutatyon

peroksidaz aktivitesini indirek olarak &lgmektedir.
GPx ortamdaki organik peroksit varliginda rediikte
glutatyon GSH’1 okside glutatyona (GSSG) doniistii-
riir. Daha sonra digaridan ortama eklenen NADPH
ve GR ile okside glutatyon tekrar redukte glutatyona
doniismekte, boylece GSH derisimi sabit tutulmak-
tadir. Olusan kimyasal tepkimede NADPH’in
NADP’ye doniismesi esnasinda spektrofotometrede
340 nm dalga boyunda absorbanstaki azalma izlene-
rek okside glutatyon olusum hizi 6l¢iilmiis ve GPx
enzim aktivitesi hesaplanmistir. Hazirlanan 6rnek-
lerde ayni giin 6l¢lim yapilacaksa +4°C’de, daha
sonra Olglim yapilacaksa, -70°C’de saklandi. Ayrica
hesaplamada kullanilmak {izere Biiiret ydntemine
gore (20) total protein kiti (Bio-Clinica) kullanilarak
orneklerde total protein 6l¢limii yapildi. Bunlara ila-
ve olarak histolojik degerlendirme i¢in tim siganlar-
dan total karacigeri kapsayacak ornekler aliarak
%10 tamponlanmig notral formaline alindi. Bu 6r-
neklerden rutin takip sonrasi kesitler H&E ile bo-

saatlerde iki uygulama seklinde verildi (Tablo 1). yandi ve 1sitk mikroskobunda degerlendirilip
Calismada kullamlan CCI, ve (+)- katesin  fotografland.
Sigma firmasindan temin edildi. CCly’in uygulama
dozu 0.2 ml/kg/giin (8), katesin’in 50 mg/kg/giin (9)
Tablo 1. Deney gruplarina maddelerin verilis dozu, uygulama sekli ve siiresi
Gruplar n | On Uygulama On uygulamayi Uygulama
ilk on giin takip eden son 10 giin sekli
I.Kontrol 8 - 0.2 ml/kg/giin siv1 yag (i.p)(i.g)
11.CCl, 8 - 0.2 ml/kg/giin CCl, Lp
I11.Katesin 8 - 50 mg/kg/giin Katesin i.g
IV.Katesin+CCl, 8 | 50mg/kg/giin Katesin | 50 mg/kg/giin Katesin (i.g) ve(i.p)
ve 0.2 ml/kg/giin CCl,
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Tablo 2. Karaciger homojenatlarinda MDA diizeyleri ile, CAT ve GPx aktivitelerinin istatistiksel degerlendirilmesi

Ort + St. Hata Ort + St. Hata Ort + St. Hata
Groolar N MDA CAT GPx
P (nmol/ g yas doku) (KU/ g protein) (mU/ml)
I. Kontrol 8 16,71 + 0,83 63.12 + 15.51 28.90 + 1.01
II. CCl, 8 26.48 +2.21 4863+ 11.15™ 14.41 £1.40"
1. Katesin 8 12.98 + 0.66™ 73.18 £ 19.27™ 30.45 + 1.44"
IV. Katesin + CCl, 8 19.97 + 1.94" 59.14 +12.05™ 21.90 +2.07°

MDA: F(5.4p)= 15.28 P<0.001***;Dunnett ¢coklu karsilagtirma testi; P>0.05"; P<0.05%*; P<0.01**; P<0.001***
CAT: F(s5.4,)=0.44 P>0.05" ;Dunnett ¢oklu karsilastirma testi; P>0.05"; P<0.05*; P<0.01**; P<0.001%***
GPx: Fs.4)=14.14 P<0.001***; Dunnett coklu kargilagtirma testi; P>0.05"; P<0.05%*; P<0.01**; P<0.001***

BULGULAR

Kontrol I.grup ile katesin verilen III. grup
MDA diizeyi, CAT ve GPx aktivitesi bakimimdan
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel agidan 6-
nemli bir farklilik goériilmedi (P>0.05).

MDA diizeyi CCl, verilen Il.grupta kontrole
gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu (P<0.05).
Katesin ve CCly’in birlikte verildigi IV.grupta, ista-
tistiksel acidan kontrole goére anlamli bir farklilik
gostermedi (P>0.05) (Tablo II).

CAT aktivitesi sadece CCl, verilen II.grupta
kontrole gore olduk¢a diisiik olmasina ragmen, bu
deger anlamli bulunmadi (P>0.05). IV.grup degerleri
de kontrol grubuna gore istatistiksel olarak farklilik
gostermedi (P>0.05) (Tablo 2).

-t gl

Sekil 1. Kontrol grubuna ait karaciger 6rneginde Vena

centralis g¢evresinde kordonlar tarzinda diizenlenmis
hepatositler gozlenmektedir. Orijinal bilyilitme x 66. H&E.

GPx aktivitesi, II. ve IV.grupta kontrole gore, istatis-
tiksel agidan sirasiyla 6nemli derecede diisiik bulun-
du (P<0.001)(P<0.05). (Tablo 2).

Histolojik olarak, kontrol grubuna ait karaciger
orneklerinde, normal parankimal yap1 gézlenmistir.
Bu yapida, hepatositler Vena centralis gevresinde 1-

sinsal olarak kordonlar tarzinda diizenlenmis olup
portal alanlarda ve terminal venlerde degisimler bu-
lunmamaktadir (Sekil 1).

Katesin verilen III gruba ait karaciger drneklerin-
de de kontrol grubuna benzer bir yap1 gézlenirken (Se-
kil 2), CCly verilen Il.grupta ¢cok 6nemli karaciger ha-
sar1 tesbit edilmistir. Bu hasar yaklagik %50-60 oranin-
da olup, hepatositlerde sitoplazmik vakuolizasyon, ba-
lonlasma ve yagl dejenerasyon seklindedir. Ayrica
diffuz sentrilobiiler nekroz olugmus, parankimal yapida
diizensizlik gozlenmis ve klasik lobiil yapist ayirt edi-
lememistir. Bunlara ilaveten mononiiklear ve polimorf
niikleer hiicre infiltrasyonu vardir. Bazi hepatositlerde
sitoplazma eosinofilisi artmis olup, piknotik niikleus
dikkati ¢ekmektedir (Sekil 3,4). CCl, ile birlikte
katesinin uygulandigi IV.grupta karacigerde yine diffuz
nekroz gozlenmekle birlikte, hasar yaklasik %40-50
oraninda olup, minimal bir iyilesme s6z konusudur.
Hepatositler nekroz alanlar1 diginda, kordonlar tarzinda
bir diizen gostermektedir (Sekil 5,6).

Bt BV i L O, e 5060 “‘. S O R
Sekil 2. Katesin grubuna ait karaciger 6rneginde Vena
centralis ve gevresinde klasik lobiil yapisina uygun diizen-
lenmis hepatositler gézlenmektedir. Orijinal biiyiitme x

66. H&E.
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Sekil 3. CCl; uygulanan gruba ait karaciger Orneginde
diffuz sentrilobiiler nekroz, vakuolizasyon ve yag dejene-
rasyonu gozlenmektedir. Orijinal biylitmex33. H&E.

- Uy ' & “'""’l" “ ;1 '-—_

Sekil 4. CCl; uygulanan gruba ait karaciger 6rneginde
nekroz alanina ait gériintiide hepatositlerde yaygin dejene-
rasyon, PMNL ve MNL infiltrasyonu ve (—) apoptotik ci-

simcikler gozlenmektedir. Orijinal biiyiitme x 132. H&E.

Istatistik Degerlendirme; Bu calismada de-
giskenler Varyans analizi (ANOVA testi) ile belir-
lenmis olup, K denemeden birinin kontrol olarak a-
Iindig1 ve diger deneme sonuglarinin kontrole gore
etkinliginin analiz edildigi Dunnett T ¢oklu karsilag-
tirma testi kullanilarak karsilagtirma yapilmistir.

Sekil 5. Katesin+CCl, uygulanan gruba ait karaciger or-
neginde nekroz alani ve cevresinde hasardan korunmus
hepatositler gdzlenmektedir. Orijinal bilylitme x 66. H&E.

Kocatepe Tip Dergisi, Cilt 5 No: 2, Mayis 2004.

Sekil 6. Katesin+CCl, uygulanan gruba ait karaciger or-
neginde hepatositlerde vakuolizasyon ve (—) mitoz goz-
lenmektedir. Orijinal bilyiitme x 132. H&E.

TARTISMA

Calisma sonunda, katesinin tek bagina uygulan-
dig1 gruptan elde edilen kimyasal ve histolojik so-
nuglarin kontrole yakin olmasi beklenildigi gibi,
herhangi bir bozucu etkisinin olmadigini goéstermis-
tir. Bu nedenle, tartigmanin bundan sonraki kisminda
ayni tekrarlar1 ortadan kaldirmak amaci ile III. grup
ele alinmadi.

Homojenat MDA diizeyi, CCly verilen II. Grup-
ta kontrole gore yiiksek bulundu. CCly ile katesinin
verildigi IV.grupta ise, kontrol degere yakin bulun-
mas1 katesinin diizeltici bir etkisinin oldugunu
gosterdi. Sicanlarda CCl, ile olusturulan oksidatif
strese karsi Chitosan’in antioksidan etkisine bakildi-
&1 bir ¢aligmada, CCl,’in karaciger homojenatinda
lipid peroksidasyon sonug liriinlerinden tiyobarbiiti-
rik asit reaktif substratlar1 (TBARS) diizeyini artir-
dig1 gosterilmistir (21). CCly ile yapilan diger bazi
calismalarda da lipit peroksidasyonu sonucu artan
MDA diizeyi bulgulari, bizim bulgularimizla uyum-
lu bulundu (5,8,22). Erden Inal ve arkadaslar, fla-
vanoidler grubundan quersetinin siganlarda ultra
viole (U.V) ile olusturulan oksidatif strese etkisi ko-
nulu bir ¢alismada, U.V ve quersetinin birlikte veril-
digi grupta homojenat MDA diizeyinin 6nemli 6l¢ii-
de distiigiinii gormiislerdir. Bu sonug bizim de ¢a-
lismamizda kullandigimiz flavanoidler grubundan
katesinin, MDA diizeyine ait bulgularimizla uyumlu
bulunmustur (23). Yine degisik oksidatif stres o-
lusturucu ajanlara karsi, ¢ay katesinlerinin etkisi ko-
nulu ¢aligmalardan elde edilen sonuglar katesinlerin
homojenat MDA diizeyini diisiirdiigiine ait bulgula-
rimizla uyumludur (24-26).

Homojenatta katalaz aktivitesi CCly verilen II.
grupta kontrol ve diger gruplara gore diisiik,
IV.grupta ise kontrole yakin olmasina ragmen ista-
tistiksel agidan 6nemli bulunmadi. CCly ile yapilan
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bazi ¢alismalarda, CCl,’in homojenatta katalaz akti-
vitesini diisdiiglinii gosteren sonuclar bulgularimizla
uyumlu bulunmadi (27,28,29,30) Flavanoid ailesinin
bir iiyesi olan Solanum melongena ile yapilan bir ¢a-
lismada, homojenat katalaz aktivitesinin kontrole
yakin bulunmasi, ayni gruptan olan katesine ait bul-
gularimizla uyumlu bulundu (26). Sicanlarda ultra
viole (U.V) ile olusturulan oksidatif stres’e kars1 bir
flavanoid olan quersetinin etkisi konulu bir ¢alisma-
da, U.V + quersetinin birlikte verildigi grupta kara-
ciger homojenatinda goriilen katalaz aktivite artisi,
bizimde c¢alismamizda kullandigimiz bir flavanoid
olan katesinin homojenatta gosterdigi katalaz aktivi-
te artigt ile uyumlu bulundu (23).

Homojenatta GPx aktivitesi, CCly verilen
II.grupta ve katesinin CCly ile birlikte verildigi IV.
grupta kontrole gore dnemli derecede diisiik bulun-
du. Sicanlarla yapilan birka¢ ¢aligmada CCl,’in kon-
trole gore diisiirdiigli hepatik GPx aktivitesine ait
bulgular, bizim bulgularimizla paralellik gostermek-
tedir (8,28,31). Yapilan bir ¢aligmada sicanlarda
U.V’nin neden oldugu oksidatif stres durumunda,
karaciger homojenatinda GPx aktivitesi azalmus,
katesin gibi bir flavanoid olan quersetin U.V ile bir-
likte uygulandiginda ise artmistir. Bu bulgu bizim
bulgularimizla uyumlu degildir (23).

Histolojik yonden baktigimizda kontrol grubu-
na ait karaciger 6rneklerinde normal parankimal ya-
p1 gozlenmis olup hepatositler Vena centralis g¢evre-
sinde 1s1nsal olarak kordonlar tarzinda diizenlenmis-
tir. Katesin gruplarma ait karaciger Orneklerinde
kontrol grubuna benzer goriiniim gozlenmistir. CCly
verilen grupta yaklasik %50-60 oraninda ¢ok 6nem-
li diizeyde karaciger hasar1 gozlenmistir. Bu hasarda
hepatositlerde sitoplazmik vakuolizasyon, balonlag-
ma ve yagh dejenerasyon, diffuz sentrilobiiler nek-
roz ve parankimal yapida diizensizlik gozlenmis o-
lup klasik lobiil yapist ayirt edilememektedir. Ayrica
mononilklear ve  polimorf niikleer hiicre
infiltrasyonu vardir. Bazi hepatositlerde sitoplazma
eosinofilisi artmistir ve piknotik niikleus dikkati
¢ekmektedir. CCly ile birlikte katesinin uygulandigi
grupta ise, karacigerde yine diffuz nekroz gozlen-
mekte, ancak hepatositler nekroz alanlari disinda,
kordonlar tarzinda diizenlenmekte olup hasar yakla-
stk %40-50 civarindadir. Bu agidan bakildiginda
minimal bir iyilesme s6z konusudur. CCl, ile
katesinin birlikte kullanilip karaciger histolojisine
etkisine ait bulgularimizi karsilastirabilecek bir lite-
ratiire ratlayamadik.

Sadece CCl, kullanilarak karaciger histolojisine
bakilan bir ¢aligmada, onbes giin boyunca si¢anlara
1.5 ml/kg CCly uygulanmigtir. Caligma sonunda ka-

raciger lobguklarinda periasiner ve portal bolgelerde
hidropik dejenerasyon, koagulasyon nekrozu ve
fibrozis ile cogunlugu mononiiklear daha az nétrofil
l16kositlerden olusan hiicresel eksudasyon saptandigi
bildirilmistir (5). Yine bir bagka ¢alismada 3 mg/kg
CCl; uygulandiktan 24 saat sonra sitoplazmik
vakuolizasyon, yagl karaciger ve sentrilobiiler alan-
da orta derecede hepotosit nekrozu gozlendigi bildi-
rilmistir (3). CCly’in karacigerde 6dem, sitoplazmik
sisme ve niiklear piknozis ile karakterize hepatosit
bozulmasima neden oldugunu bildiren bir diger ca-
lisma da mevcuttur (32).

Yapilan bu ¢alisma sonucunda, CCl,’in bilinen
bozucu etkisi, artan MDA diizeyi, azalan CAT ve
GPx enzim aktiviteleri ve histolojik bulgularimiz ile
tekrar dogrulandi. CCly’in bu bozucu etkilerini
katesinin az da olsa kontrol degerlere yaklastirdigi
tespit edildi. Histolojik tetkikler de kimyasal sonug-
larimiz1 destekler nitelikte olup katesinin karaciger
hasarint minimal diizeyde tamir ettigi gozlendi. Bu
bulgularin 151g1nda, katesinin daha st diizeyde iyi-
lestirici antioksidan etkisini ortaya koyabilmek i¢in,
katesinin farkli doz seviyeleri ve uygulama siiresi ile
ilgili ileride yapilacak yeni c¢aligmalarin, bu etken
maddenin daha da iyi anlagilmasina olanak saglaya-
cagi kanisindayiz.
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