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Abstract

Amag: Bu calsmada deneysel olarak, sicanlarda oksidatif stres Objective: In this study, the protective effect of the anii@nt

olusturan kimyasal madde karbon tetraklorit (Q@! kari,
antioksidan 6zelfii bilinen likopenin ne derece koruyucu etkisi
oldugu aragtiridi.

Gere¢ ve Yontemler: Calsmada 3 aylik 32 adet Spraque Dawley

soyu erkek sican kullanildi. Siganlaitesayida 4 gruba ayrildi.
ilk 10 ginlik uygulamada, sadece IV. gruba likopén (
mg/kg/giin) intragastrik (i.g) olarak verildikinci 10 gunliik
uygulamada ise, |. gruba (kontrol) sivigy€0.2 mil/kg/gun)
intraperitoneal (i.p) ve (i.g), Il. gruba CGD.2 ml/kg/gin) (i.p)
, lll. gruba likopen (5 mg/kg/giin) (i.g), IV. grubi&open +
CCl, belirtilen dozlarda ve ayni saatlerde ginde iki ulgge
ile verildi. Madde uygulamasi sona erdikten songki saatte,
eter anestezisi altinda uygun teknikler kullankakaracger
doku ornekleri alindi. Bu 6rneklerden hazirlanambjenatti
malondialdehit (MDA) dizeyi, katalaz (CAT) ve glttan
peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri tayin edildi. Hi&tjik calis-
malar i¢cin alinan karager doku ornekleri %10 noétral
formalinde tespit edildi. Rutin takip sonrasi kiesi H&E ile
boyandi vegik mikroskobunda incelendi.

Bulgular: Calsma sonunda, likopenin tek $paa beklenildgi gibi
kontrole benzer deerler verdgi goruldi. CCl verilen grupta i-
se, CCl] metabolizmasina lgh olarak, olgan serbest radikalle-
rin MDA duzeyini arttirdgl, boylece oksidatif hasarin gtugu
tespit edildi. IV. grupta bu hasarn, likopen tamdan
aktiviteleri arttirilan ve serbest radikal stupuriéciiolarak kabul
edilen CAT ve GSH-Px tarafindan, nispeten duzediekontrol
degerlere yaklatirdigi goruldi. Histolojik sonuglarinda kimya-
sal sonuglari destekleditespit edildi.

Sonuglar: Sonug olarak, likopenin farkli dozlarda ve kullansirele-
ri ile dnleyici ya da teropatik bir ajan olarak tichakkinda 6-
nemli bilgiler sglayaca) kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: Karbon tetraklorit, likopen, serbest radikal, sica
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lycopene with respect to carbon tetrachloride (E@duced
oxidative stress in rats was examined experimentall

Material and Methods: In this study, thirty-two three month-old
Spraque Dawley male rats were assigned to fourpgran
equal numbers. Group four received lycopene (5 gidéy)
intragastrically (i.g.) for a 10-day period as pgatment. In the
second 10-day period, group one received liquid (6i2
ml/kg/day) intraperitoneally (i.p.), group two CCI40.2
ml/kg/day) (i.p.), and group three lycopene (5 nodgdiay, i.g.).
During this period, the previously-treated grouprfoeceived
the same dose of lycopene plus CCl4 daily in tweided
doses. Within 24 hours of the last dose, liverugssamples
were collected for homogenate from the rats uspra@priate
techniques under ether anesthesia. Malondialdefi42A)
levels were measured and catalase (CAT) as welludathione
peroxidase (GPx) activities were determined. Tissamples
were fixed in 10% neutral formalin and slices wst@ned with
H&E and examined under a light microscope in subse
histological studies.

Results: Results showed, as expected, that the valuesnebitan the
lycopene only treatment groups were close to valnethe
control group. In the CCl4 treated group, free catiformation
secondary to CCl4 metabolism resulted in increasHoA
levels and led to oxidative damage. This damageosa®gcted
to levels comparable to those of the controls leyftee radical
scavengers CAT and GPx, the activities of which ewer
noticeably increased secondary to lycopene tredasnen
Histological studies supported these biochemicallts.

Conclusion: These results provide promising information regayd
the ability of lycopene to act as a dose- and durabf use-
dependant chemo-preventive or therapeutic agent.
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erbest radikaller paydmamsg elektron

iceren reaktif ve kisa 6murlt molekullerdir.

Bu molekiller hem normal metabolizmanin
yan Qrind olarak, hem de ilaglarin vegeti zararli
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kimyasal maddelerin etkisiyle aiabilmektedir* Istya bl olarak dgismekte bu da vicut tarafin-
Serbest radikallerin ojum hizi, bunlari etkisiz hale dan daha kolay absorbe edilmesinglaenaktadir.
getiren savunma sistemlerinin hizi ile dengede ol-Buna goreslenmis ya da pgirilmis domates trin-
dugu surece, organizma etkilenmez. Ancak bu den-lerindeki likopenin biyoyararlii, ham domates
ge bozulursa, serbest radikaller zararli olmagaba  Uriinlerinden daha fazladit.Biz de bu ¢akmada,
ve oksidatif stres olarak etkilerini gosterirfer. deneysel olarak, Cglile olusturulan oksidatif
strese ka#l, antioksidan 0&zellikleri bilinen
likopenin ne derece koruyucu etkisi ofgunu a-
rastirmay! planladik.

Oksidatif stres olgumunda rol alan ve bir¢ok
arggtirici tarafindan karager hasari olgturdugu
tespit edilen en 6nemli kimyasallardan biri karbon
tetraklorit (CCh)'tir.** CCl,, kuru temizleme, oto- )
mobil tamiri ve farmasotikal Gretim gibi bazs i Gereg ve Yontemler
alanlarinda kullaniimaktadirCCl, toksik etkisini, _ Bu calsma icin Osmangazi Universitesi (O-
bir serbest radikal olan triklorometil radikali elu GU) Tip Fakiltesi Etik Kurul Bganligrndan
sumu ile gdsterir. Bu radikalin daha sonra oksijenle 9€reKli izin alindi. Cagmada, OGU Tip Fakiiltesi
birlesmesi sonucu okan peroksil radikali de hiicre 11obi ve Cerrahi Deneysel Afarma Merkezi (Tl-
zar yapisini bozarak hiicre hasarisolasinda bi- CAM)'nden temin edilen, 3 aylik 200-250 gigl-

rincil mekanizma olarak rol oynayan kuwvetli bir &nda 32 adet Sprague-Dawley soyu erkek sican
lipid peroksidasyon faticisidir®® kullanildi. Sicanlar, pellet yem iled libitum bes-

lendi ve her gin taze gme suyu verildi. Her
grupta 8 hayvan olacajekilde 4 grup olsturuldu.
Tum gruplara belirtilen uygulamalar her giin ayni
saatlerde 2 uygulamaklinde verildi (Tablo 1).

Serbest radikallerin zararl etkileri, bazi mad-
deler tarafindan azaltiir veya tamamen ortadan
kaldirihir. Bunlardan biri de likopen'dir. Onemlirb
karotenoid olan likopen en fazla domates
(Lycopersicum esculentult¢ olmak Uzere kar- Calsmada kullanilan CGISigma firmasin-
puz, pembe greyfurt gibi meyve ve sebzelerdedan, likopen ise aseptik torba icerisinde gonderil-
bulunur ve onlara kirmizi rengini  vefit® mis 28/30 bx CB domates salgasi numunesinde
Karotenoid 6zellik ve fonksiyonlari onlarin kimya- Yapilan analiz sonucunda 65-70 mg/100 g olarak
sal yapilarindan kaynaklanir. Cunkii bu yalmdabelirlenmis olup, Demko Demirci Konservecilik
tekli ve konjuge Gift bl bir sistemle 40 C initi A.S’den analiz raporlu olarak temin edildi. G@i
(C=C) kuyruk kuyrga balanarak tetraterpen ya- uygulama dozu 0.2 ml/kg/gun, likopen'in 5
pida uzar. Bu 6zellik de onlarin singleksijen ~ M@/kg/gin olarak belirlendi:® CCl, sivi yazda,
(*0,) toplamalarina izin verir. Bu radikal toplama likopen ise distile suda ¢ozindurulerek, sicanlara
ozellikleri sayesinde kanser, kalp rahatsizliklers ~ daima taze hazirlanarak, numuneden gerekli
dejeneratif g6z hastaliklari gibi ciddi rahatsitgsk  likopen miktari hesaplanarak  verildi.
ra kagl koruyucu etkileri oldgu bircok Deney bitimi olan 21. ginde tim sicanlardan
epidemiyolojik calgmada gosterilngtir.'*** Do-  etik kurallara uygun olarak eter anestezisi altinda
mates; domates suyu, sos, salca veya kefekp  karacger ornekleri alindi. Bunlardan malondialdehit
linde islendigi zaman, likopenin, kimyasal yapisi (MDA) icin %1 KCI, katalaz (CAT) icin sodyum-

Tablo 1. Deney gruplarina maddelerin veyiiozu, uygulamaekli ve siresi.

Gruplar n On uygulama ilk 10 giin On uygulamay takip eden son 10 giin Uygulamaekli
I. Kontrol 8 - 0.2 ml/kg/gln sivi ya (i.p) (i.9)

1. CCl, 8 - 0.2 ml/kg/giin CCJ i.p

11l. Likopen 8 - 5 mg/kg/glin Likopen i.g

IV. Likopen + CC}, 8 5 mg/kg/giin Likopen 5 mg/kg/giin Likopen ve 0.2 ng/kin CC}, (i.p) (i.9)

i.p: Intra peritoneal, i.gintra gastrik.
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potasyum fosfat tamponu (pH: 8) kullanilarak karaci mak Uzere Bilret yontemine gore total protein kiti
ger 6rnekleri +4C’de 4000 mit rpm'de (veya 3113  (Bio-Clinica) kullanilarak érneklerde total protein
x g'de) 15 dk. santrifiij edilerek (§otmal santrifilj;  6lcimii yapildr®

Heraeus Biofuge Stratos) homojenize edidi.  pistolojik degerlendirme igin tiim siganlardan
Karacger homojenatlarindan elde edilen stipernatan- | karackeri kapsayacak érnekler alinarak %10

tlar, spektrofotome,trenin distilfe su_ ile S|f|rlarm,|r& tamponlanmy nétral formaline konuldu. Bu or-
dan sonra 532 nm'de MDA duzeyi ve 405 nm'de de neklerden rutin histolojik yéntem ile hazirlanan

CAT aktivitesi icin gl%]ldu. LiteratUrlere Bh kali- karacser doku preparatiarisik mikroskobunda

narak dgerlendirildi: - . y
_ ~_ degerlendirilip fotazraflandi.
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi

(Calbiocherf Kat. No: 354104) ticari kiti kullani-
larak, kit protokoline uygun olarak hazirlanan Bu calsma dgiskenlerine normal dalim
homojenatta ¢lculdi. Bu kit homojenattaki GSH- Shapiro-Wilk testi yapildi. Gruplarin ortalama
Px aktivitesini indirek olarak dlcmektedir. GSH-Px farkliligi ANOVA ile karsilastiriidi. Kontrole gore
ortamdaki  organik peroksit vaglnda redikte her bir deney grubunun énemgiliise Dunnet testi
glutatyon GSH'1 okside glutatyona (GSSG) do- ile deserlendirilmistir.

nistlrir. Daha sonra ghridan ortama eklenen

NADPH ve GR ile okside glutatyon tekrar redikte Bulgular

glutatyona dongmekte, bdylece GSH deini Kontrol grubu (I. grup) ile likopen verilen
sabit tutulmaktadir. Okan kimyasal tepkimede grubun (lll. grup) MDA diizeyi, CAT ve GSH-Px
NADPH'In  NADP'ye dbéngmesi esnasinda aktivitesi bakimindan kalastirildiginda aralarinda
spektrofotometrede 340 nm dalga boyundaistatistiksel acgidan onemli bir farklik gorilmedi
absorbanstaki azalma izlenerek okside glutatyonp> 0.05). MDA diizeyi CGlverilen grup (II. grup)
olusum hizi 6lclimg ve GSH-Px enzim aktivitesi  ve likopen + CCJ verilen grupta (IV. grup) kontrole
hesaplannstir. gore, istatistiksel acidan dnemli derecede yiksek
Hazirlanan érneklerde ayni giin 6lciim yapila- bulundu (p< 0.05) (Tablo 2). CAT aktivitesi II.
caksa +4C'de, daha sonra oOlclim yapilacaksa, grupta kontrole gore olduk¢a gik olmasina rg
-70°C'de saklandi. Ayrica hesaplamada kullanil- men, bu dger anlamli bulunmadi (p> 0.05). IV.

Istatistiksel Dgerlendirme

Tablo 2. Karaciger homojenatlarinda MDA duzeyleri ile CAT ve GSH-&itivitelerinin istatistiksel de-
gerlendirilmesi.

MDA (nmol/g yas doku) Dunnet Coklu Karsilastirma Testi
Gruplar Ort + St. Hata Kontrol Grubu
MDA I. Kontrol 16.71+ 0.83
(nmol/g ya doku) II. CCl, 26.48+2.21 <0.05
lll. Likopen 13.53+0.52 >0.05
IV. Likopen + CC} 21.39+ 0.53 <0.05
F(s.40)= 15.28 p< 0.001
CAT I. Kontrol 63.12+ 15.51
(KU/g protein) II. CCl, 48.63+ 11.15 >0.05
lll. Likopen 68.60+ 9.71 >0.05
IV. Likopen + CC} 55.56+ 10.76 >0.05
F(s.40)= 0.44 p>0.05
GSH-Px I.  Kontrol 28.90+ 1.01
(mU/mL) II. CCl, 14.41+1.40 <0.001
lll. Likopen 30.59+ 1.00 >0.05
IV. Likopen + CC} 22.92+ 2,59 >0.05

F(s.40)= 14.14 p< 0.001
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grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak ait karacger érneklerinde de kontrol grubuna ben-
farkliik gostermedi (p> 0.05) (Tablo 2). GSH-Px zer bir yapi gozlenirken, Il. grupta cok onemli
aktivitesi, Il. grupta kontrole gére oldukcasdi  karacfer hasari tespit edilgtir (Resim 2). Bu
olup, bu dger istatistiksel agidan onemli derecede hasar  yaklgk  %50-60 oraninda  olup,
farkliydi (p< 0.001). IV. grupta kontrole gore,dst  hepatositlerde sitoplazmik vakuolizasyon, balon-
tistiksel acidarfarkli bulunmadi (p> 0.05fTablo lasma ve yali dejenerasyorseklindedir. Ayrica
2). diffiz sentrilobller nekroz ve parankimal yapida
Histolojik olarak, kontrol grubuna ait karaci- duzensizlikler gozlenrsiir. Kesitlerde klasik kara-
ger orneklerinde, normal parankimal yapi gozlen- ciger lobul yapisi ayirt edilemestir. Bunlara ek
mistir. Bu yapida, hepatositlérena centralisev- olarak mononiklear (MNL) ve polimorf nikleer
resinde ginsal olarak kordonlar tarzinda diizen- hiicre (PMNL) infiltrasyonu vardir. Bazi
lenmis olup portal alanlarda ve terminal venlerde hepatositlerde sitoplazma eozinofilisi iyice agmi
degisimler bulunmamaktadir (Resim 1). Ill. gruba olup, piknotik nukleuslar dikkati cekmektedir (Re-

Resim 1. Kontrol grubuna ait karager ornginde Vena Resim 2. Likopen grubuna ait karager ornginde Vena
centralis cevresinde Kkordonlar tarzinda dizenlenmi centralis ve gevresinde normal yapi gésteren hepatositler
hepatositler g6zlenmektedir. Orijinal buylitme X B&E. gozlenmektedir. Orijinal blytitme X 132 &HE.

Resim 3.CCl, uygulanan gruba ait karger drnginde diffiiz Resim 4.CCl, uygulanan gruba ait kargeir ornginde nek-

sentrilobller nekroz, vakuolizasyon ve gyaejenerasyonu roz alanina ait goriintiide hepatositlerde yaygierdeasyon,

g06zlenmektedir. Orijinal buyutme X 33 &HE. PMNL ve MNL infiltrasyonu ve () apoptotik cisimcikler
g06zlenmektedir. Orijinal buyutme X 132&8HE.

170 Turkiye Klinikleri J Med Sci 2005, 25



Medical Biology-Genetics Kurt et al

Resim 5 Likopen + CC} uygulanan gruba ait kargeir rne Resim 6 Likopen + CCJ uygulanan gruba ait karger
ginde parankimal yapinin kismen korugdugtzlenmektedir. ornesinde hepatositlerde vakuolizasyon ve mitoz gozldame
Orijinal buylitme X 33. KE. tedir. Orijinal blylitme X 132. &E.

sim 3, 4).CCl, ile birlikte likopenin uyguland oldugu lipid peroksidasyona likopenin etkisi ko-
IV. grupta karagierde yine diffiz nekroz gozlen- nulu bir calsmada, likopenin tek gana verildgi
mekle birlikte, hasar yakjek %40-50 oraninda gruptaki karagier homojenatinda kontrole yakin
olup, minimal bir iyilame sdz konusudur. bulunan dgerleri, bulgularimizla uyumlu iken,
Hepatositler nekroz alanlari sthda, kordonlar likopenin T-2 toksini ile birlikte verildii grupta
tarzinda bir diizen gostermektedir (Resim 5, 6).  90rtlen MDA dizeyindeki azalma bulgularimizia
ters digmektedir?
Tartisma Homojenatta CAT aktivitesi CGlverilen 1.
Arastirmamizin sonuglarina gore, likopenin grupta kontrol ve d@er gruplara gore giik, IV.
tek bagina uygulandil gruptan elde edilen kimya-  grypta ise kontrole yakin bulunmasingmen bu
sal ve histolojik sonuglarin kontrole yakin olmasi, farkiilik istatistiksel agidan 6nemli bulunmadi.
beklenildgi gibi herhangi bir yan etkisinin olmadi- cc|, ile yapilan bazi caimalarda, CClin
gini gostermitir. Bu nedenle, tagmanin bundan  homojenatta CAT aktivitesinin gftiigini  goste-
sonraki kisminda ayni tekrarlari ortadan kaldirmaken sonuclar bulgularimizla uyumlu  bulunma-
amaci ile likopen verilen Ill. grup ele alinmadi. d1.%2% Homojenatta GSH-Px aktivitesi, CGleri-

Homojenat MDA duzeyi, CGl verilen II. lenll. grupta kontrole gére dnemli derecedssiiki
grupta kontrole gore yiiksek bulunurken, ¢  bulundu. Sicanlarla yapilan birka¢ gaiada
likopenin verildisi IV. grupta ise kontrol deere  CClyin kontrole gore dilirdigt hepatik GSH-Px
gore yuksek olmasmagmen Il. gruba gore nis- aktivitesine ait bulgular, bizim bulgularlmlzla pa-
peten daha diiktii. Sicanlarda CGile olusturulan  ralellik gostermektedit?** Likopenin CC} ile
oksidatif strese kar Chitosan’in antioksidan etki- birlikte verildigi V. grubun kontrole yaklgan
sine bakildg bir calsmada, CCJin karaciger degeri ise likopenin olumlu etkileri oldiunu orta-
homojenatinda lipid peroksidasyon sonug Uriinle-ya koymaktadir. Likopenin homojenatta ki GSH-
rinden tiyobarbitirik asit reaktif substratlari Px aktivitesi tzerine etkisi konulu literatlre tast
(TBARS) diizeyini arttirdii gésterilmitir.”® CCl,  nilmadgl igin kasilastirma yapilamadi.
ile yapilan dger bazi c¢abmalarda da lipid Histolojik yonden bakgiimizda kontrol gru-
peroksidasyonu sonucu artan MDA duizeyi bulgu- puna ait karager érneklerinde normal parankimal
larl, bizim bulgularimizla uyumlu bulund{:*° yap! gozlenmy olup hepatositle’Vena centralis

Oksidatif stres 0|$Iuran ve tahillarda bulunan bir gevresinde $|nsa| olarak kordonlar tarzinda du-
mikotoksin olan T-2 toksininin tavuklarda neden Zen|enn’@tir_ Likopen grubuna ait kar@r or-
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neklerinde kontrol grubuna benzer goériinim goz-etkisini ortaya koyabilmek igin, likopenin farkli

lenmistir. CCl, verilen grupta yakkk %50-60
oraninda c¢ok 6nemli dizeyde kaggai hasari

doz seviyeleri ve uygulama suresi ile ilgili ilegid
yapilacak yeni c¢ajmalarin, bu etken maddenin

gozlenmgtir. Bu hasarda hepatositlerde sitoplaz- daha da iyi ankalmasina olanak gtayacag! kani-

mik vakuolizasyon, balonjma ve yd@ll dejeneras-

yon, diffiz sentrilobller nekroz ve parankimal

yapida duzensizlik g6zlenmiolup klasik lobul

sindayiz.

Tesekkr

yapisi ayirt edilememektedir. Ayrica MNL ve Degerli katkilarindan dolayiU Cerrahpaa Tip Fakiil-

PMNL infiltrasyonu vardir. Bazi hepatositlerde

sitoplazma eozinofilisi artrgtir ve piknotik
nukleus dikkati cekmektedir. CLClile birlikte

tesi Ggr. Uyesi sayin Prof.Dr. Tuncay ALTEa ve
OGU Tip Fak. Biyoistatistik Anabilim Dali g. Uyesi
Sayin Yrd.Dog.Dr. Feza§AH/N MUTLU'ya teekkir
ederiz.

likopenin uygulandii grupta ise, karagerde yine
diffiz nekroz g6zlenmekte, ancak hepatositler

KAYNAKLAR

nekroz alanlan dinda, kordonlar tarzinda diizen- 1.
lenmekte olup hasar yakl& %40-50 civarindadir.
Bu acidan bakilggnda minimal bir iyilame s6z
konusudur.

Sadece CGlkullanilarak karager histolojisi-
ne bakilan bir cagmada, 15 giin boyunca sicanlara
1.5 mil/kg CC} uygulanmgtir. Calsma sonunda
karacger lobcuklarinda periasiner ve portal bol- 4
gelerde hidropik dejenerasyon, koagulasyon nek-
rozu ve fibrozis ile ¢gunlugu MNL daha az
notrofil 16kositlerden olsan hiicresel eksudasyon
saptandii bildirilmistir.” Yine bir baka calsmada
3 mg/kg CCJ] uygulandiktan 24 saat sonra
sitoplazmik vakuolizasyon, ga karacger ve
sentrilobller alanda orta derecede hepatosit nekroé
zu gozlendii bildirilmistir.®> CClyin karacigerde '
o0dem, sitoplazmiksisme ve nuklear piknozis ile 7.
karakterize hepatosit bozulmasina neden @ldu
bildiren bir diger calsma da mevcuttut’. CCl, ile
likopenin birlikte kullanilipkaracger histolojisine
etkisine ait bulgularimizi katastirabilecek bir
literattire rastlaniimadi. 9.

Yapilan bu ¢alma sonucunda, Cgh bili-

nen bozucu etkisi, artan MDA dizeyi, azalan CAT 10.

ve GSH-Px enzim aktiviteleri ve histolojik bulgu-
larimiz ile tekrar dgrulandi. CCJin bu bozucu

etkilerini likopenin az da olsa kontrol gerlere

yaklastirdigl tespit edildi. Histolojik tetkikler de
kimyasal sonuclarimizi destekler nitelikte olup

likopenin karagter hasarini minimal dizeyde ta- 12.

mir ettigi gozlendi. Bu bulgularin siginda,
likopenin daha Ust dizeyde iyteici antioksidan
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