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Abstract

In this study, the protective effect of flax seed oil (FSO) on liver tissue lesions in rats induced by carbon
tetrachloride (CCls) in chronic liver injury, caspase activations in cellular apoptosis, serum Alanine
Amino Transferase (ALT) activity, triglyceride, total protein, albumin, total cholesterol levels, and liver
malondialdehyde (MDA) levels were evaluated. Thirty-two rats were divided into four groups as 8 rats
in each group. The first group was determined as control. The second group was given 4 ml’kg FSO
gavage daily for 12 weeks. The third group received an intraperitoneal CCls twice a week 0.2 ml/kg
intraperitoneal for 12 weeks. The fourth group received an intraperitoneal dose of 0.2 ml/’kg CCly twice
in the week and simultaneously 4 ml/kg FSO by gavage for 12 weeks. While normal liver tissue structure
was observed in the control groups; in the CCls group, intense macro and microvesicular steatosis of
hepatocytes, mononuclear cell infiltration and mild fibrosis in portal areas were observed.
Histopathological changes in FSO applications were similar to the CCly group, while caspase 3 and 9
activity decreased to a limited number. Serum ALT activity, which increased significantly due to liver
damage in groups treated with carbon tetrachloride, did not decrease in animals that were chronically
liver injured and FSO treated (P<0.01).

Total cholesterol, triglyceride and liver MDA levels, which increased with decreased serum protein due
to liver damage, were also unaffected by FSO applications. In chronic period, significant increases in
liver TAC were determined by giving FSO to CCls groups (P <0.001).

As a result; FSO given to chronic CCls toxication group, no curative effect on biochemical data and
histopathological lesions on liver injury was observed. It was concluded that new research results are
needed to determine the exact effects of using flaxseed oil at different times and doses.

Keywords: Histopathology, carbon tetrachloride, immunohistochemistry, pomegranate seed oil, rat.
Special Issue of Health Sciences

DOI: 10.7176/JSTR/6-03-37

294 |Page
www.iiste.org


http://www.iiste.org/

International Journal of Scientific and Technological Research www.iiste.org
ISSN 2422-8702 (Online), DOI: 10.7176/JSTR/6-03-37 l's.i-'
Special Issue of Health Sciences, Vol.6, No.3, 2020 ISE

Ratlarda Karbon Tetrakloriir ile Olusturulan Kronik
Karaciger Hasar1 Uzerine Keten Tohumu Yaginin Etkisi ve
Kaspaz Aktivitesi ile Hepatik Apoptozisin Belirlenmesi

Ozet

Bu ¢alismada, karbon tetrakloriir (CCls) ile kronik karaciger hasari olusturulan ratlarda keten tohumu
yaginin (KTY) karaciger dokusunda olusabilecek lezyonlar {izerine koruyucu etkisi, hiicresel apoptozda
kaspaz 3, 8 ve 9 aktivasyonlari, serum Alanin Amino Transferaz (ALT) aktivitesi, trigliserit, total protein,
albiimin, total kolesterol diizeyleri ve karaciger malondialdehit (MDA) ile total antioksidan kapasitesi
degerlendirildi. Caligmada 32 adet rat, her grupta 8 hayvan olmak iizere 4 gruba ayrild1. Ik grup kontrol
olarak belirlendi. ikinci gruba 12 hafta boyunca her giin siras1 ile 4 ml/kg dozunda KTY gavaj ile verildi.
Ugiincii gruba 12 hafta boyunca intraperitoneal 0,2 ml/kg, haftada iki doz CCls enjekte edildi. Dordiincii
gruba 4 ml/kg/canli agirhk dozunda KTY 12 hafta her giin, gavaj ile verilirken, haftada 2 defa
intraperitoneal 0,2 ml/kg CCls uygulandi. Kontrol gruplarinda normal karaciger doku yapis1 gozlenirken;
CCly4 grubu hepatositlerinde yogun makro ve mikrovezikiiler yaglanma, mononiiklear hiicre infiltrasyon
alanlari, portal bolgelerde hafif fibrozis goriildii. Keten tohumu yagi uygulamalari sonunda olusan
histopatolojik degisiklikler CCls grubu ile benzerlik gosterdi. Kaspaz 3 ve 9 aktivitesi ise sinirli sayida
azaldi. Karbon tetrakloriir uygulanan gruplarda karaciger hasarma bagli olarak 6énemli diizeyde artan
(P<0,01) serum ALT aktivitesi, kronik olarak karaciger hasar1 olusturulup KTY uygulanan hayvanlarda
azalma gostermedi. Karaciger hasarina bagli olarak azalan serum protein ile artig gosteren total
kolesterol, trigliserit ve karaciger MDA diizeyleri de KTY uygulamalarindan etkilenmedi. Kronik
déonemde KTY’nin CCls’lii gruplara verilmesi ile karaciger TAK’inde Onemli artislar belirlendi
(P<0,001).

Sonug¢ olarak; kronik CCls ile birlikte KTY verilen deney gruplarinda karaciger hasari iizerinde
biyokimyasal veriler ve histopatolojik lezyonlar {izerine iyilestirici yonden anlaml1 bir etkisi gézlenmedi.
Keten tohumu yagmnin farkl siire ve dozlarda kullanilarak, kesin etkilerinin belirlenmesine yonelik yeni
aragtirma sonuglarina ihtiya¢ oldugu kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Histopatoloji, Immunhistokimya, Karbon tetrakloriir, Keten tohumu yag1, Rat.

1. Giris

Lipid peroksidasyon siirecini yavaglatan antioksidan igerigi bilinen bitkilerin ekstrakt ve yagi; ucuz ve
kolay ulasilabilir olmasi, toksik ve yan etkilerinin az olmasindan dolayi, toksik kimyasal maddeler ile
olusturulan karaciger hasarma karsi, karaciger koruyucu etkilerinin belirlenmesi amaciyla hayvan
modellerinde yapilan deneysel ¢alismalar yapilmaktadir (Schinella ve ark., 2010; Nicoli ve ark., 1999;
Radi, 2018).

Karbon tetrakloriir deneysel hayvan ¢aligmalarinda akut ve kronik hepatotoksisite olugturmak amaciyla
siklikla kullanilan bir ksenobiyotiktir (Recknagel ve ark., 1989; Sun ve ark., 2001). Ratlarda CCly ile
deneysel olarak olusturulan siroz, insanlardaki karaciger sirozuna benzemektedir (Basu, 2003).
Apoptozis, embriyonik geligim ve doku homeostazinin korunmasinda temel bir rol oynayan siki kontrolli
bir fizyolojik hiicre 6lim siirecidir. Apoptozun uygulanmasi, hiicre dongiisii kontrolii, DNA
(Deoksiriboniikleik Asit) onarimi, hiicre sinyali verme ve yapisal biitiinlik gibi iglemler igin
nonapoptotik hiicrelerde gerekli olan kaspazlarin ardisik aktivasyonu ile tetiklenir. Kaspazlar, hiicrelerde
aktif olmayan proenzimler olarak bulunan ve bir hiicre apoptotik intihar etmeye karar verdiginde
proteolitik boliinme ile aktive hale gelen bir sistein proteazi grubunu temsil eder (Eckle ve ark., 2004;
Oktem ve ark., 2001; Coskun ve Ozgiir 2011). Apoptozisin i¢sel yolunda kaspaz 9, dissal yolunda ise
kaspaz 8 araciligi ile ortak yoldaki kaspaz 3 aktive edilerek hiicre apoptoza gétiiriiliir (Oktem ve ark.,
2001; Karakus ve ark., 2011). Apoptozda mitokondrinin anahtar roliinii oynadigs, karaciger toksikasyonu
olusturmak i¢in verilen CCl4’{in histopatolojik olarak kaspaz 3 aktivasyonunun artist goriiliir (Eckle ve
ark., 2004; Sun ve ark., 2001; Shi ve ark., 1998).

Bu c¢alismada, karbon tetrakloriir (CCly) ile kronik karaciger hasar1 olusturulan ratlarda Keten Tohumu
Yag1 (KTY) karaciger dokusunda olusabilecek lezyonlar iizerine miimkiin olan koruyucu etkisi, hiicresel
apoptozun immunohistokimyasal yontemle [anti kaspaz 3 (aktif), 8 ve 9 antikorlari] degerlendirilmesi ve
serum Alanin Amino Transferaz (ALT) aktivitesi, trigliserit, total protein, albiimin ve kolesterol
analizleri, karaciger Malondialdehit (MDA) ve Total Antioksidan Kapasitesi (TAK) diizeylerinin
aktivitelere etkileri belirlenmesi amaglandi.
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2. Materyal ve Metod

Calismada kullanilan keten tohumu yag1 (KTY), ticari olarak BUKAS firmasindan temin edilmistir.
Cahsmada Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi
(DEKAM)’nden temin edilen 200-250g agirliginda, 32 adet Wistar albino rat kullanildi. Her grupta 8
hayvan olmak iizere 4 grup olusturuldu. {1k grup kontrol olarak belirlendi ve % 0,9 NaCl (0,2 ml/kg/canli
agirlik); ikinci gruba 12 hafta boyunca her giin sirasi ile 4 ml/kg/canli agirlik dozunda KTY gavaj ile
verildi. Ugiincii gruba 12 hafta boyunca intraperitoneal (ip) 0,2 ml/kg/canli agirlik, 1:1 oraninda musir
yagi ile diliie edilen haftada iki doz CCls enjekte edildi. Dordiincii gruba 4 ml/kg/canli agirlik dozunda
KTY 12 hafta her giin, gavaj ile verilirken, haftada 2 defa intraperitoneal (ip) 0,2 ml/kg/canli agirlik
dozunda, 1:1 oraninda misir yagi ile diliie edilen CCls uygulandi.

Arastirma i¢in Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Komitesinden 13.01.2016
tarihinde 16/008 say1 ile onay alind1.

Calisma gruplarindaki ratlarm son uygulamadan 24 saat sonra, anestezi altinda gogiis ve karin bogluklari
acilip, intrakardiyak kan Ornekleri antikoagulantli ve antikoagulantsiz tiiplere almarak nekropsileri
yapildi. Alinan kan &rnekleri 3000 rpm'de 10 dk santrifiij edilerek plazma ve serumlar1 ayrildi. Alinan
tiim doku ornekleri 151k mikroskobik incelemeler i¢in % 10’luk tamponlu nétral formalin soliisyonuna
konuldu. Karaciger dokusunun bir kismi MDA ve TAK nin belirlenmesi amaciyla ¢alisma giiniine kadar
-80°C'de saklandi. Ayrilan plazma ve serumlar analiz i¢in -20°C'de saklandi. Serum ALT aktivitesi,
trigliserit, total protein, albiimin ve kolesterol diizeyleri Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri
Merkez Laboratuvari, Klinik Biyokimya boliimiinde Roche Cobas 8000 marka otoanalizatérde ticari
kitler (Roche Cobas Kit-Isvigre) kullanilarak belirlendi.

Karaciger dokusu MDA diizeyleri ticari kit (Cayman, USA) kullanilarak ELISA cihazinda (nQuant Bio-
Tek) belirlendi. Karaciger dokusu TAK (Total Antioksidan Kapasitesi) diizeyleri ticari kit (Rel Assay,
Tiirkiye) kullanilarak ELISA cihazinda (unQuant Bio-Tek) belirlendi.

Doku takip islemleri tamamlanan karacigere ait doku ornekleri parafine gémiildii. Hazirlanan parafin
bloklardan mikrotom yardimiyla 4-5 um kalinliginda kesitler lamlara alindi. Kesitler 1 saat 60°C etiivde
bekletilerek parafinin erimesi saglandiktan sonra Hematoksilen-Eosin (HXE) boyama yontemleri
uyguland1.

Dokulardaki kaspaz aktivitesini gostermek i¢in Avidin Biotin Peroksidaz Kompleks (ABC) teknigi, ticari
kitte (Zymed, Histostain Plus Kit, California, USA) dngoriilen standart prosediire gore yapildi. Primer
antikor olarak anti caspase-3 (aktif) (Novus NB100-56113) (sulandirma orani 1/2000), anti caspase-8
(Abcam ab25901) (sulandirma orani 1/100) ileanti caspase-9 (Abcam ab25758) (sulandirma orani 1/100)
kullanildi. Negatif kontrol olarak dokulara PBS (pH 7,4), pozitif kontrol olarak primer antikorlarin tiretici
firmalarmin 6nerdigi kontrol dokulara primer antikorlar uygulandi.

Yag boyast i¢in % 10’luk tamponlu nétral formalin soliisyonunda saklanan karaciger dokulari, Osmium
tetroksit (OsO4) soliisyonuna aktarildi. 8 saat bu soliisyonda bekletilerek yag dokusunun tespit olmasi
saglandiktan sonra rutin doku takibi iglemlerinden gecirilerek HXE boyama yapildi.

Biyokimyasal verilerin istatistiki analizleri ve karaciger yang1 yaglanma nekroz ve fibrozis skor degerleri
gruplar arasinda karsilastirildiginda Kruskal Wall’s test, farkliligin 6nemli ¢iktig1 durumlarda Bonferoni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile yapildi.

3. Bulgular

Kontrol ve KTY gruplarindaki ratlarda herhangi bir klinik bulgu goériilmezken, CCls ve CCl4+KTY
gruplarindaki ratlarda en belirgin olarak halsizlik, istahsizlik, kilo kaybi, sendeleyerek yiiriime ve asiri
tiikiirtik salgis1 gibi klinik bulgular gézlendi.

Kontrol (Grup 1) ve KTY (Grup 2) gruplarinda; ratlarin histopatolojik muayenesinde karaciger doku
orneklerinin normal yapida olduklar1 goriildii (Sekil 1 A, D). Ayn1 doku kesitlerine osmium tetroksit ile
yapilan boyamada hepatositlerde yag belirlenemedi. Gruplara ait karaciger doku kesitlerinden yapilan
histolojik hasar skorlamasinda; fibrozis, yaglanma, yangi ve nekroz parametreleri agisindan hasar skoru
sifird1 (Tablo 1). Karacigerlerinden hazirlanan doku kesitlerinde Kaspaz 8’de boyanma negatifti. Ancak
normal apoptoza maruz kalan az sayida hepatositte kaspaz 3 ve kaspaz 9’da pozitiflik tespit edildi. Pozitif
hiicrelerde sitoplazma kahverengi boyanmig oldugu goriildi (Sekil 1 B, C, D, E).

Karbon Tetrakloriir Grubu (Grup 3); karaciger dokularmin histolojik incelemesinde hepatositlerde makro
ve mikrovezikiiler yag vakuolleri goriildii. Damarlar hiperemik, sinuzoidler igerisinde eritrosit
yigmlarinin varhigr dikkati cekti. Parankimde yag vakuolleri arasinda ve periferinde lenfositten zengin
mononiiklear hiicre infiltrasyon alanlar1 goriildii (Sekil 2 A). Yag vakuollerinin oldugu hepatositlerin
arasina uzanan, V. centralis periferinden yer yer artmus fibroz bag doku dikkati ¢ekti (Sekil 2 B).
Kesitlerin bazisinda biiyiik yag vakuolleri sayist azalirken, yogun sekilde mikrovezikiiler yag vakuolleri
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gozlendi. Bu alanda Kupffer hiicre hiperplazileri ile lenfosit hiicre infiltrasyonlar1 goriildii. Bu gruba ait
hasar skorunun kontrol ve KTY verilen gruplarindan siddetli ve istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriildii (Tablo 1).

Sekil 1. A. Kontrol grubu, D. Keten tohumu yag1 grubu, karacigerlerin normal histolojik goriiniim.
Karaciger, HXE. B. Kontrol grubu, E. Keten tohumu yag1 grubu, hepatositlerin kaspaz 3 pozitif
goriiniimii. ABC-P. C. Kontrol grubu, F. Keten tohumu yag1 grubu, hepatositlerin kaspaz 9 pozitif
goriiniimii. ABC-P.

Tablo 1. Kronik deneme gruplarina ait doku hasar parametre skorlarinin istatistiksel 5nem kontrolii.

Medyan Istatistik
(%25; %75 Yiizdelik) Onem
Gruplar Kontrolii
KONTROL ccl KCY | KCY+CCl (Kruskal
(N=8) (N=8) (N=8) (N=8) Wallis Test)

o 15 - 2.0°

Yangi 0-0) (1,0-2,0) 0.0) (1,0-2,0) P<0,001
: 0o 3,00 0" 2.0°

Yaglanma (0-0) (2,0-3.25) (0-0) (2,0-3,0) P<0,001
g 2,0° 0" 2.0°

Nekroz (0-0) (1,75-2.25) 0-0) | (1,75-2.25) P<0,001
. 0 3,00 0" 2,0°

Fibrozis (0-0) (2,0-3,0) (0-0) (1,0-3,0) P<0,001

#b; Her satirda farkh harf tagiyan gruplar arasindaki fark dnemlidir.

Karacigerden alinan kesitlerde yag boyasi ile yag vakuollerinin siyah renkte boyandig1 dikkati cekti
(Sekil 2 C). Karaciger kesitlerinin immunhistokimyasal incelemesinde; perivaskiiler, yag vakouolleri
bulunan hepatositler ve sentriasiner venlerin periferindeki hepatositlerde kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9
boyamalarinda pozitiflik tespit edildi. Pozitif hiicrelerde sitoplazmanin kahverengi boyandig1 dikkati
cekti (Sekil 2 D, E, F).

Karbon tetrakloriir+Keten Tohumu Yag1 Grubu (Grup 4); Calisma sonunda bu gruptaki 8 adet ratin
hepsinin karaciger dokularmm histolojik incelemesinde hepatositlerde CCly grubuna gore daha az
yogunlukta makro ve mikrovezikiiler yag vakuolleri goriildii. Bu bolgelerde fibroz doku artisi ile birlikte
yag vakuolleri kii¢iik gruplar olusturmustu (Sekil 3 A). Ozellikle yaglanma bélgelerinde yag vakuolleri
arasinda ve periferlerinde fibroz bag doku artis1 dikkati gekti. Fibroz doku tam olmayan pseudoloblari
sekillendirmisti. Bag doku artig alanlarinda lenfositten zengin mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 goriildii
(Sekil 3 B). Parankimde net olarak siniflandirilamayan genis nekroz alanlar1 dikkati ¢ekti. Bu alanlar
icerisinde kiiciik yag vakuolleri gozlenmekte olup, alan pembe homojen bir kitleye doniismiistii.
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Histopatolojik degerlendirmede lezyonlarin goriiniimii, CCls grubu ile 6rtiismekteydi. Bu gruba ait hasar
skorunun kontrol ve KTY gruplarindan siddetli ve istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (Tablo 1).
Karaciger kesitlerine yapilan yag boyast ile makro mikro yag vakuollerinin siyah renkte boyandigi
dikkati gekti (Sekil 3 C). Karaciger kesitlerinin immunhistokimyasal incelemesinde; perivaskiiler, yag
vakouolleri bulunan hepatositler ve sentriasiner venlerin periferindeki hepatositlerde kaspaz 3, kaspaz 8
ve kaspaz 9 boyamalarinda pozitiflik tespit edildi. Pozitif hiicrelerde sitoplazmanin kahverengi boyandigi
dikkati ¢ekti (Sekil 3 D, E, F).

Sekil 2. A. Karbon tetrakloriir grubu ratlarin karacigerinde makro-mikro yag vakuollerinin, B. V.
centralis periferinde artmis fibr6z bag dokunun goriiniimii. Karaciger, HXE. C. Hepatosit
sitoplazmalarinda makro mikro yag vakuollerinin siyah renkte gériiniimii. Karaciger, (OsO4 fikse
edilmig) HXE. D. Hepatositlerde kaspaz 3 pozitif, E. Hepatositlerde kaspaz 8 pozitif, F. Hepatositlerde
kaspaz 9 pozitif goériiniimii. ABC-P.

Sekil 3. A. Karbon tetrakloriir+KCY grubu ratlarinin karaciger kesitlerinde makro-mikro vezikiiler yag
vakuollerinin, B. yag vakuolleri arasinda ve periferlerinde fibroz bag doku artiginin gériiniimii.
Karaciger, HXE. C. Hepatosit sitoplazmalarinda makro mikro yag vakuollerinin siyah renkte goriiniimii.
Karaciger, (OsO4 fikse edilmis) HXE. D. Hepatositlerde kaspaz 3 pozitif, E. Hepatositlerde kaspaz 8
pozitif, F. Hepatositlerde kaspaz 9 pozitif goriiniimii. ABC-P.
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Karbon tetrakloriir uygulanan tiim gruplarda serum ALT aktivitesi kontrol gruplarina gore, olusan
karaciger hasarina bagl olarak dnemli diizeyde artis (P<0,001) gosterdi. Keten tohumu yagi CCly’li
ratlara kronik olarak uygulanmasi, bu enzimin aktivitesindeki artig1 diisiirmedi. Serum total protein ve
albiimin diizeyleri yoniinden kontrol ile sadece KTY grubu arasinda herhangi bir fark belirlenmedi.
Sadece CCls uygulanan grupta, serum total protein ve albiimin diizeyleri istatistiki onemde diisiis gosterdi
(P<0,01). Karbon tetrakloriir’lii ratlara KTY uygulanmasi, bu parametrelerde istatistiki anlamda bir
degisiklige neden olmadi. Kontrol grubuna gore diger tiim deneme gruplarinda serum total kolestrol
diizeyleri istatistiki 6nemde yiiksek bulundu (P<0,01). Serum trigliserit diizeyleri yoniinden gruplar
arasinda istatistiksel olarak bir fark gozlenmedi (P>0,05) (Tablo 2).

Kontrol ve KTY gruplar1 arasinda karaciger MDA diizeyleri yoniinden bir fark belirlenmedi. Karbon
tetrakloriir uygulamasi ile goriilen karaciger toksisitesi sonucu karaciger MDA diizeyleri dnemli diizeyde
artig (P<0,001) gosterdi. Karbon tetrakloriir’lii gruplara KTY uygulanmasi, artmisg olan MDA diizeylerini
istatistiki onemde etkilemedi, ancak sayisal olarak azaltti. Keten tohumu yaginin tek bagina CCls’li
gruplara kronik olarak verilmesi karaciger TAK’inde 6nemli artislara neden oldu (P<0,001) (Tablo 2).

Tablo 2. Kronik karaciger hasar1 olusturulan ratlarda kontrol ve deneme gruplarmin serum
biyokimyasal parametreleri.

Medyan is‘t‘atistik
(%25; %75 Yiizdelik) Onem
Gruplar Kontrolii
KONTROL ccl KCY KCy+cCl | (Kruskal
(N=8) (N=8) (N=8) (N=8) Wallis
Testi)
70,5 356,00 55,00 262,00
ALT(U/L) (66,0-72,5) | (251,0-508,0) | (50.25-72,0) | (159,75-34825) | P<0:001
. 6,83° 6,4° 6,61 6,5°
Total Protein (g/dL) (6,8-6.9) (6,3-6.,6) (6,4-6.6) (6,4-6.,6) P<0,01
- 440 4,13 43 40
Albiimin (g/dL) (4,2-4,5) (4,0-42) (4,2-4.4) (4,1-43) P<0,01
58,0° 72,00 73,00 80,00
Total kolesterol (mg/dL) | ¢ 5/500) | (66,75-88,75) (66,5-85.5) (72,0-82,25) P<0,01
o 1035 1395 120,0 106,0
Trigliserit (mg/dL) | (90 165) | (112,7-1632) | (882-1992) | (101,0-1422) | F>005
. 16,10 29,6° 17,90 22,6%
MDA (nmolL/mg protein) | 145.150) |  (23,0-43,1) (16,7-22.9) (21,0259 | P<000
1,4 1,00 PRE 1.6°
TAK (mmoV/L) (1,2-1,9) (0,7-1,0) (1.9-2.2) (1.2-19) P<0,001

#b: Her satirda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki fark énemlidir.

4. Tartisma ve Sonug¢

Kronik olarak verilen CClg’iin rat karacigerlerinde goriilen histopatolojik degisiklikler, lipid
peroksidasyonunun baslamasindan sorumlu olan mikrozomlarinda sitokrom P450-2E1 vasitasiyla
metabolize edildikten sonra triklorometil serbest radikaline (CCls) doniistiiriilmesi ile basladigin1 bildiren
(Recknagel ve ark., 1989; Sun ve ark., 2001; Weber ve ark., 2003), membran hiicre gegirgenligini bozarak
mitokondriyal yikim ile ilgili oksidasyon azalmasi ve yag asitlerinin esterleserek hepatositlerde trigliserit
halindeki birikimine sebep oldugunu ortaya koyan, lipid peroksidasyonu sonucu olusan toksik reaktif
aldehitler, enzim inhibisyonu, DNA hasar1 ve lipoprotein salgilanmasmin engelleyerek karaciger
yikimini destekledigi sonucuna varan ¢aligmalar (Recknagel ve ark., 1989; Basu, 2003; Manibusan ve
ark., 2007; Sun ve ark., 2001;, Weber ve ark., 2003) bulunmaktadir. Ayrica CCls’lin kronik olarak
uygulandig1 ¢aligmalarda (Tasci ve ark., 2008; Ochenashko ve ark., 2006; Tan ve ark., 2016) karaciger
dokusunda &zellikle portal bolgeden gelisen fibrosit, fibroblast ve kollagen demetlerden olusan fibroz
dokunun cevreledigi siddetli nekroz, hepatositlerde makro-mikrovezikiiler yaglanma ile yangisal hiicre
infiltrasyonlarmin bulundugu pseudolob olusumlarina sebep oldugu bildirilmistir. Sunulan bu ¢caligmada
da CCly’iin on iki hafta boyunca haftada 0,2 ml/kg dozunda uygulayan arastirmacilarin (Ochenashko ve
ark., 2006; Tasci ve ark., 2008) karaciger bulgulariyla paralellik gdstermektedir. Karaciger kesitlerinde
ozellikle dejenerasyonun ve yag vakuollerinin oldugu hepatositlerin yogun oldugu karaciger
parankiminde ortadan siddetliye degisen cogunlugu lenfositlerden olusan yangisal hiicre infiltrasyonu ile
kismi fibrozis olusumlari, bazi kesitlerde pembe homojen renkli igerisinde ¢ok sayida mikrovezikiiler
yag vakuollerinin oldugu nekroz alanlar1 saptanmustir.

Keten tohumu yaginm, karbon tetrakloriir toksikasyonu ile olusturulan kronik karaciger hasarmna
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iyilestirici etkisini histopatolojik yoniinden arastirmis herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Ancak
akut olarak farkli toksik maddelerle karaciger hasari olusturup, iyilestirmek amaciyla keten tohumu yagi
kullanilan ¢aligmalar da, Chavan ve ark. (2013) acetaminophen ile olusturulan karaciger toksikasyonunda
keten tohumu yaginin hepatositlerde olusan yag vakuollerini azaltigin1 ve remark kordonlarini kismen
eski yapisma dondiirdiigiinii, Abdel-Moneim ve ark. (2011) kursun ile olusturdugu karaciger
toksikasyonunda, Kupffer hiicresinin sayica artisini, yangi hiicresi infiltrasyonlarmin yani sira
hepatositlerdeki sitoplazmik yag vakuol olusumlarini ve dejenerasyonunu kismen azalttigini, Alarifi ve
ark. (2012) kursun asetat ile olusturulan karaciger toksikasyonunda nekrotik odaklar igindeki lenfositik
hiicre infiltrasyonlarimni, hepatositlerdeki sitoplazmik yag vakuollizasyon ve dejenerasyonunu, kupffer
hiicrelerinin sayisini azaltarak hepatositlerde rejenerasyonun oldugunu, Hendawi ve ark. (2016)
thiacloprid ile olusturdugu toksikasyonda hepatik hiicrelerde siddetli hidropik dejenerasyonu ve yag
vakuollerine sahip hepatositler ve ¢evresindeki yangisal lenfoid seri hiicre infiltrasyonlarini azaltarak
olusan lezyonlar1 hafiflettigini, E1 Makawy ve ark. (2018) bisphenol-A ile olusturdugu karaciger
toksikasyonunda nekrotik alanlar ile birlikte hepatositlerdeki vakuoller yag dejenerasyonunun siddetini
azalttigini, Wang ve ark. (2016) ethanol ile olusturulan karaciger toksikasyonunda hepatositlerdeki
makrovezikiiller yaglanmanin siddetini azaltarak vezikiilleri kiigiilttiigiinii bildirmiglerdir. Ayrica ratlarda
akut CCls toksikasyonuna karsi tedavi amagli keten tohumu ekstresi kullanilmis ¢aligmalarda mevcuttur.
Bu ¢alismalardan Kasote ve ark. (2012) CCl4 toksikasyonu ile olusturulmus karaciger hasarinda ki olusan
nekrozun ve yag dejenerasyonun engellendigini, benzer sekilde Khanchandani ve ark. (2014) yaptig1
caligmada, V. centralis ¢evresinde genis nekroz alanlarinin rejenerasyonunu ve olusan yag vakuol
sayilarini azalttigini, Endoh ve ark. (2002) tarafindan yapilan benzer ¢caligmada da hepatositlerdeki ciddi
vakuoller dejenerasyonun ve nekrozun siddetini, mononiikleer hiicre infiltrasyonunu, azalttigini
bildirmislerdir.

Bu calismada da kronik CCls toksikasyonu ile ilgili asamasinda olusan karaciger lezyonlarinin
iyilestirilmesi amaciyla keten tohumu yagi1 uygulanmis olup, hepatositlerde makro-mikro yag vakuol
olusumlari, hepatositlerdeki dejeneratif ve nekrotik degisiklikler, lezyon bolgelerinde mononiikleer hiicre
infiltrasyonlari, remark kordonlarmin yapisinin bozulmasi ile 6zellikle portal ve V. centralis periferinden
fibr6z doku artis1 ile parankimde tam olmayan pseudolob olusumlar1 gozlenmistir. Makro yag
vakuollerinin sayis1 azalirken kiiciikk gruplar olusturmasi, nekrotik alanlarda ise ¢ok sayida
mikrovezikiiler yag vakuollerinin goriilmesi ¢ok smurlt bir iyilesme oldugunu diislindiirebilir.

Karbon tetrakloriir karaciger de nekrozu tetiklese de, hepatositlerdeki mitokondriyal fosfolipid tabakasin1
yok eder ve kaspaz 3'e bagli apoptozu tetiklemektedir (Tao ve ark., 2012). Calismamizda kronik olarak
verilen CCly gruplarinda kaspaz 3, 8, 9 degerlendirilmistir. Kaspaz 3 sonuglarmdaki artig, Hassan ve ark.
(2012), Liu ve ark. (2014) galisma sonuglari ile uyumlu olup, kaspaz 8 aktivitesinde, Lu ve ark. (2012),
Xie ve ark. (2015) ve Parajuli ve ark. (2013) ¢alisma sonuglart ile ¢calisma verileri uyumlu olup, benzer
sekilde artig tespit edilmistir. Liu ve ark. (2014), Xie ve ark. (2015) ve Parajuli ve ark. (2013)
calismalarinda kaspaz 9 aktivitesinin artigmi bildirdikleri sekilde calismamizda da benzer sekilde
artmigti. Sunulan ¢alismada CCls toksikasyonu ile ilgili kronik karaciger yikim asamasinda
hepatositlerde gozlenen apoptoz kaspaz 3, 8, 9’da pozitif tespit edilmistir. Keten tohumu yagi
uygulamasiyla kaspaz 3’lin yaninda 8, 9’daki apoptoza giden pozitif hepatosit yogunlugunun kismen
azaldig1 saptanmigtir.

Sunulan ¢alismada arastirmacilarin bulgulariyla uyumlu olarak ratlara CCls’iin kronik uygulanmasi
sonucu, kolesteroliin ve ALT enziminin serum aktivitelerinde anlamli bir yiikselis oldugu (Botsoglou ve
ark., 2009; Kumar ve ark., 2009; Tan ve ark., 2016; Yim ve ark., 2006), ayrica lipid peroksidasyon sonucu
hidrojen peroksit ve reaktif oksijen tiirlerinin ortaya ¢ikmasina yol actig1 bildirilmistir (Niki ve ark.,
2005). Yine Kumar ve ark., (2009) ve Zeashan ve ark., (2008) caligmalarinda bildirdigi gibi CCls’e bagh
olarak goriilen serum total protein ve albiimin diizeylerindeki azalmalar, sunulan ¢alismada da azaldig1
goriilmiistiir.

Ratlarda cesitli toksik maddeler (etanol, acetaminophen, kursun, kursun asetat Thiacloprid gibi) ile
karaciger hasari olusturulan ve hasarin keten tohumu yagi veya ekstresinin, iyilestirici etkisinin
aragtirildigi calismalarda, hasara bagli artmig ALT aktivitesinin azaldig1 ortaya konulmustur. Chavan ve
ark., (2013) parasetamol ile karaciger toksikasyonunda, azalan serum total proteinin keten yagi ile
arttigini, yiikksek seviyedeki kolesterol ve trigliserit diizeylerinin azaldigini, Nagshbandi ve ark. (2012)
da cisplatin ile olusturdugu toksikasyonda, artmig olan kolesterol diizeylerinin keten tohumu yag ile
azaldigini tespit etmislerdir. Karaciger toksikasyonunu iyilestirmek amacli Kasote ve ark. (2012), keten
tohumu ekstresini, Chavan ve ark. (2013), Abdel-Moneim ve ark. (2011), Hendawi ve ark. (2016), Wang
ve ark. (2016) da keten tohumu yagin1 uyguladiklar1 ¢aligmalarinda lipid peroksidasyona bagli artan
MDA diizeylerinin azaldigmi bildirmiglerdir. Sunulan g¢aligmada ise karbon tetrakloriir uygulanan
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gruplarda karaciger hasarmna bagli olarak 6nemli diizeyde artan (P<0,01) serum ALT aktivitesi, kronik
karaciger hasar1 olusturulup KTY uygulanan hayvanlarda azalma gdstermemistir. Karaciger hasarina
bagli olarak azalan serum protein ile artig gosteren total kolesterol, trigliserit ve karaciger MDA diizeyleri
de KTY uygulamalarindan etkilenmemistir.

Serbest radikaller viicutta siirekli olarak olusturulan ve antioksidan savunma sistemleri tarafindan ortadan
kaldirilan molekiillerdir (Wu ve Cederbaum, 2003). Normalde viicudumuzda oksidanlar ve
antioksidanlar arasinda bir denge vardir. Total oksidan diizeyinin (TOS) total antioksidan kapasiteyi
(TAK) astig1 durumlarda oksidatif stres ve doku hasar1 gelisir (Young ve Woodside, 2001; Niki ve ark.,
2005). Karbon tetrakloriirle ratlarda olusturulan karaciger hasarinda karaciger antioksidan kapasitesinin
azalttigin bildiren ¢aligmalar (Wu ve ark., 2008; Hismiogullari ve ark., 2014) olmasina karsin, karaciger
hasarmi 6nlemek amagh antioksidan 6zellikli keten tohumu yag1 verilerek total antioksidan kapasitesini
degerlendiren herhangi bir arastirmaya rastlanilamamisti. Bu ¢aliymada KTY nin CClL’lii gruplara
verilmesi ile karaciger TAK’inde 6nemli artiglar belirlenmistir (P<0,001). Ancak bu artislar karaciger
doku hasarini diizeltecek diizeyde olamamuistir.

Dogal antioksidantlarin en 6nemli gruplarini olusturan fenolik maddeler; flavonoidler, sinnamik asit
tlirevleri, kumarinler, tokoferoller ve fenolik asitlerdir (Moure ve ark., 2001; Naczk ve Shahidi, 2004).
Gilinimiizde antioksidan olarak kullanilan keten tohumunu (Linum usitatissimum) o, B, v ve &
tokoferolleri icermekte ve toplam tokoferol igerigi 40-50 mg/100 g arasinda degismektedir (Oomah ve
Mazza, 1998). Keten tohumunda bulunan diger dnemli antioksidanlardan biri, flavonoidlerden flavan C-
ve O-glikositleridir. Keten tohumunu yapisindaki, tokoferoller ve flavonoidler; lipid oksidasyonunu
geciktirerek; antioksidan oldugu bilinmektedir (Oomah ve Mazza, 1998; Sung ve ark., 2000; Bloedon ve
Szapary, 2004; Meagher Touré ve Xueming, 2010). Karbon tetrakloriir ve haricinde diger toksik materyal
ile yapilan toksikasyonlara karsi, keten tohumu yag1 ve ekstresi kullanilan ¢aligmalar (Abdel-Moneim ve
ark., 2011; Alarifi ve ark., 2012; Chavan ve ark., 2013; El Makawy ve ark., 2018; Hendawi ve ark., 2016;
Kasote ve ark., 2012; Khanchandani ve ark., 2014; Wang ve ark., 2016) da keten tohumu ekstresi ve
yaginin iyilestirme 6zelligi ile ilgili sonuglar1 bu konuda klasik bilgiler veren (Oomah ve Mazza, 1998;
Sung ve ark., 2000; Bloedon ve Szapary, 2004; Meagher Touré ve Xueming, 2010) calismalarla
ortlismektedir. Ortak diislince keten tohumunun iyilestirme 6zelliginin yapisindaki, tokoferollerin ve
flavonoidlerin; lipid oksidasyonunu geciktirerek, lignanlarin ise; membran ATPaz aktivitesini
bastrabildiginden ve hiicre ¢ogalmasi ile iliskili enzimleri inhibe edebildiginden tiimdr hiicrelerinin
cogalmasini engelleyerek, antikanserojenik oldugu bildirilirken oksidatif streside azaltmasi gibi etkileri
ile keten tohumu yaginda bulunan omega 3 yag asitlerinden alfa-linolenik asit ve a, B, y ve d tokoferolleri
icermesiyle ilgili olabilecegi seklindedir (El-Beltagi ve ark., 2007; Hemmings ve Song, 2005; Oomah
ve Mazza, 1998). Ancak sunulan ¢aligma da kronik karaciger hasar1 olusturulan ratlarda KTY uygulamasi
hem histopatolojik hemde biyokimyasal parametrelerde herhangi bir degisiklige neden olmamas,
karaciger dokusundaki hasarin diizelmedigini gostermektedir.

Sonug olarak, karaciger hasarina karsi verilen 4 mlkg keten tohumu yagi, hem histopatolojik
degisiklikler hem de biyokimyasal parametreler ile lipid peroksidasyon gdstergeleri iizerinde herhangi
bir etkisi goriilmemesi, keten tohumu yaginin elde edilmesinde kullanilan bu bitkilerin kisimlar1 (kabuk,
meyve, ¢ekirdek), elde edilen iiriinlerin ¢esidi (ekstrakt, yag, su) ile yetistikleri topragin yapisi gibi
etkenlere bagli olarak iceriklerinin farkliligmma, farkli igleme teknikleri ile hayvanlarin bireysel
duyarliliklar1 gibi bircok faktore bagh olarak degisebilecegi diisiiniilmektedir. Keten tohumu yaginin
farkli siirelerde ve herhangi bir yan etki olusturmaksizin en iyi sonucu verecek farkli dozlarinin
kullanilarak dokular iizerine etkilerinin belirlenmesine yonelik yeni ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag
vardir.
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