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Özet: Bu çalışmada, karbon tetraklorür (CCl4) ile akut karaciğer hasarı oluşturulan ratlarda nar çekirdeği yağının (NÇY) 
karaciğer dokusunda oluşabilecek lezyonlar üzerine koruyucu etkisi, hücresel apoptozda kaspaz aktivasyonları, serum 
Alanin Amino Transferaz (ALT) aktivitesi, trigliserit, total protein, albümin, total kolesterol düzeyleri ve karaciğer malon-
dialdehit (MDA) düzeyi değerlendirildi. Çalışmada 32 adet rat, her grupta 8 adet olmak üzere 4 gruba ayrıldı. İlk grup 
kontrol olarak belirlendi. İkinci gruba 4 hafta her gün 2 ml/kg/canlı-ağırlık dozunda NÇY gavaj ile verildi. Üçüncü gruba 
1:1 oranında mısır yağı ile dilüe edilen 1.0 ml/kg/canlı-ağırlık iki doz CCl4 ilk hafta 3 gün ara ile intraperitoneal olarak 
enjekte edildi. Dördüncü gruba 2 ml/kg/canlı-ağırlık dozunda NÇY 4 hafta her gün, gavaj ile verilirken ilk hafta 3 gün 
ara ile 2 doz intraperitoneal 1 ml/kg/canlı-ağırlık, dilüe edilmiş CCl4 uygulandı. Kontrol gruplarında normal karaciğer 
doku yapısı gözlenirken; CCl4 grubunda hepatositlerinde yoğun makro ve mikroveziküler yağlanma, portal bölgede ve 
parankimde çoğunluğu lenfositlerden oluşan mononüklear hücre infiltrasyon alanları ile nekrotik değişiklikler görüldü. 
NÇY uygulamalarında histopatolojik değişiklikler CCl4 grubuna göre kısmen azalırken, kaspaz 3 ve 9 aktivitesi de sınırlı 
sayıda azaldı. CCl4 ile artış gösteren ALT aktivitesi NÇY uygulaması ile önemli düzeyde düşüş (P<0.05), serum total 
protein değerlerinde artış (P<0.001) gözlendi. CCl4 uygulanması karaciğer MDA düzeyini önemli düzeyde artırırken 
(P<0.001), NÇY’nın uygulamaları istatistiki önemde etkilemedi. Sonuç olarak; CCl4 ile birlikte NÇY verilen deney grup-
larında karaciğer hasarına karşı histopatolojik değişiklikler üzerinde olumlu etkisi gözlenmemesine karşın, bazı biyo-
kimyasal değerleri kontrol grubu değerlerine yaklaştırdığından, kısmen iyileştirici bir etkisinin olabileceği, ancak bu 
iyileşmenin karaciğer dokusundaki hasara yansımadığı düşünülmektedir. 
Anahtar Kelimeler: Histopatoloji, immunhistokimya, karbon tetraklorür, nar çekirdeği yağı, rat 
 

The Effects of Pomegranate Seed Oil on Acute Liver Damage Induced Carbon Tetrachloride in Rats and  
Determination of Hepatic Apoptosis and Caspase Activity  

Summary:  In this study, the protective effect of pomegranate seed oil (PSO) on liver tissue lesions in rats induced by 
carbon tetrachloride (CCl4) in acute liver injury, caspase activations in cellular apoptosis, serum Alanine Amino Trans-
ferase (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 2 ml/kg/body-weight PSO gavage daily for 4 weeks. In the third group, 1.0 ml/
kg/ body-weight of two doses of CCl4 diluted 1:1 with corn oil was injected intraperitoneally at 3 days intervals in the 
first week. The fourth group received 2 ml/kg/body- weight PSO every day for 4 weeks by gavage and 2 doses intraper-
itoneally 1 ml/kg/body-weight, diluted CCl4 at 3 days intervals in the first week. While normal liver tissue structure was 
observed in the control groups; In the CCl4 group, intense macro and microvesicular steatosis of hepatocytes, mononu-
clear cell infiltration areas mostly composed of lymphocytes in the portal region and parenchyma and necrotic changes 
were observed. Histopathological changes in PSO applications were partially decreased compared to the CCl4 group, 
while caspase 3 and 9 activity decreased to a limited number. ALT activity increased with CCl4 and decreased with 
PSO application (P<0.05) and increased serum total protein values (P<0.001). While the administration of CCl4 signifi-
cantly increased liver MDA levels (P<0.001), it was not significantly affected by the application of PSO. As a result; 
although there was no positive effect on histopathological changes against liver damage in experimental groups given 
PSO with CCl4 since it brings the biochemical values closer to the control group values, it is thought that it may have a 
partially curative effect, but this improvement does not reflect the damage in liver tissue. 
Key words: Carbon tetrachloride, histopathology, immunohistochemistry, pomegranate seed oil, rat 

Giriş 

Akut ve kronik hepatotoksisite oluşturmak amacıyla 
kullanılan CCl4’ün toksisitesi, oksidatif stres ve bunu 
takiben ortaya çıkan serbest radikallerle oluştuğu 
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bilinmektedir (Recknagel ve ark., 1989). Oluşan ser-
best radikal türevleri, hücre membranındaki doyma-
mış yağ asitlerine etki ederek lipid peroksidasyonu 
oluşturarak etki göstermektedirler (Basu, 2003; Reck-
nagel ve ark., 1989). 

Doğal antioksidantların en önemli gruplarını oluşturan 
fenolik maddeler; flavonoidler, sinnamik asit türevleri, 
kumarinler, tokoferoller ve fenolik asitlerdir (Moure ve 
ark., 2001; Naczk ve Shahidi,2004). Lipid oksidasyo-
nun geciktirilmesi bakımından biberiye, adaçayı, ke-
kik, keten tohumu yağı, sarımsak, zeytin yaprağı, nar 
çekirdeği ve çay ekstraktları bileşimlerindeki fenolik 
bileşiklerden dolayı doğal antioksidan olarak kullanıl-
maktadırlar (Namiki, 1990). Günümüzde halk hekimli-
ğinde hastalıklardan korunmak için, nar (Punica gra-
natum) orta doğudaki birçok kültürde kullanılmaktadır 
(Gurib-Fakim, 2006). Nar suyunun, kabuğunun ve 
yağının, değişik mekanizmalarla çok sayıda terapötik 
yarar sağlaması ile birlikte birçok araştırmacı hücre 
siklusunu, invazyon ve anjiyogenezi engelleyerek 
antikarsinojen, antioksidan ve anti-inflamatuvar özel-
liklere odaklanmıştır (Lansky ve Newman, 2007). Nar 
suyundaki temel antioksidanlardan fenolik yapıdaki 
hidrolize edilebilir antosiyaninler, polifenoller, kateşin-
ler, gallik ve ellagik asitler olup, bu antioksidanlar 
nitrik oksidin oksidatif yıkımını önleyerek etki eder-
ken, anti-inflamatuvar etkilerinin de olduğu görülmüş-
tür (Noda ve ark., 2002). 

Bu çalışmada, karbon tetraklorür (CCl4) ile akut kara-
ciğer hasarı oluşturulan ratlarda, Nar Çekirdeği Yağı  
(Punica granatum Oleum)’nın (NÇY) karaciğer doku-
sunda oluşabilecek lezyonlar üzerine koruyucu etkisi, 
hücresel apoptozun immunohistokimyasal yöntemle 
[anti kaspaz 3 (aktif), 8 ve 9 antikorları] değerlendiril-
mesi ve serum Alanin Amino Transferaz (ALT) aktivi-
tesi, trigliserit, total protein, albümin ve kolesterol 
düzeyleri ile karaciğer Malondialdehit (MDA)  düzey-
lerinin belirlenmesi amaçlandı. 

Gereç ve Yöntem  

Çalışmada kullanılan nar çekirdeği yağı (NÇY), ticari 
olarak BÜKAŞ firmasından temin edilmiştir. Araştırma 
için Erciyes Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 
Kurul Komitesinden 13.01.2016 tarihinde 16/008 sayı 
ile onay alındı. Çalışmada Erciyes Üniversitesi Tıp 
Fakültesi Hakan Çetinsaya Deneysel ve Klinik Araş-
tırma Merkezi (DEKAM)’nden temin edilen 200-250g 
ağırlığında, 32 adet Wistar albino rat kullanıldı. Her 
grupta 8 hayvan olmak üzere 4 grup oluşturuldu. Ça-
lışmada kullandığımız karbon tetraklorürür dozu 
Gram Yaman ve ark., (2018)’nın  çalışmasına göre 
1.0 ml/kg/canlı ağırlık CCl4 olarak belirlenirken, NÇY 
dozları ise Melo ve ark., (2015) ve  Sarıca ve Liman 
(2016)’nın çalışmalarına göre 2 ml/kg/canlı ağırlık 
dozunda belirlendi. İlk grup kontrol olarak belirlendi 
ve % 0.9 NaCl (1ml/kg/canlı ağırlık); ikinci gruba 4 
hafta her gün sırası ile 2 ml/kg/canlı ağırlık dozunda 

NÇY gavaj ile verildi. Üçüncü gruba 1:1 oranında 
mısır yağı ile dilüe edilen 1.0 ml/kg/canlı ağırlık iki 
doz CCl4 ilk hafta 3 gün ara ile intraperitoneal (ip) 
olarak enjekte edildi. Dördüncü gruba 2 ml/kg/canlı 
ağırlık dozunda NÇY 4 hafta her gün, gavaj ile verilir-
ken ilk hafta 3 gün ara ile 2 doz intraperitoneal (ip) 1 
ml/kg/canlı ağırlık, 1:1 oranında mısır yağı ile dilüe 
edilen CCl4 uygulandı. Çalışma gruplarındaki ratların 
son uygulamadan 24 saat sonra intramuskuler 80 
mg/kg ketamin (alfamine, 100 mg/ml, Ata-Fen)  ve 
intraperitonal 12 mg/kg ksilazin (alfazyne, 20 mg/ml, 
Ata-Fen) (Green ve ark., 1981) ile anestezi sağlan-
dıktan sonra göğüs ve karın boşlukları açılıp, intra-
kardiyak kan örnekleri antikoagulantlı ve antikoagu-
lantsız tüplere alınarak nekropsileri yapıldı. Alınan 
kan örnekleri 3000 rpm'de 10 dk santrifüj edilerek 
plazma ve serumları ayrıldı. Alınan tüm doku örnekle-
ri ışık mikroskobik incelemeler için % 10’luk tamponlu 
nötral formalin solüsyonuna konuldu (Luna, 1968). 
Karaciğer dokusunun bir kısmı MDA belirlenmesi 
amacıyla çalışma gününe kadar -80°C'de saklandı. 
Ayrılan plazma ve serumlar analiz için -20°C'de sak-
landı. Serum ALT aktivitesi, trigliserit, total protein, 
albümin ve kolesterol düzeyleri Erciyes Üniversitesi 
Tıp Fakültesi Hastaneleri Merkez Laboratuvarı, Klinik 
Biyokimya bölümünde Roche Cobas 8000 marka 
otoanalizatörde ticari kitler (Roche Cobas Kit-İsviçre)  
kullanılarak belirlendi. Karaciğer dokusu MDA düzey-
leri ticari kit (Cayman, USA) kullanılarak ELISA ciha-
zında (µQuant Bio-Tek) belirlendi. Doku takip işlemle-
ri tamamlanan karaciğer ait doku örnekleri parafine 
gömüldü. Hazırlanan parafin bloklardan mikrotom 
yardımıyla 5-µm kalınlığında kesitler lamlara alındı. 
Rutin Hematoksilen-Eosin (HxE) ile boyandı (Luna, 
1968) Dokulardaki kaspaz aktivitesini göstermek için 
Streptavidin Biotin Kompleks Peroksidaz (ABC-P) 
tekniği, ticari kitte (Zymed, Histostain Plus Kit, Califor-
nia, USA) öngörülen standart prosedüre göre yapıldı. 
Primer antikor olarak anti caspase-3 (aktif) (Novus 
NB100-56113) (sulandırma oranı 1/2000), anti caspa-
se-8 (Abcam ab25901) (sulandırma oranı 1/100) ile 
anti caspase-9 (Abcam ab25758) (sulandırma oranı 
1/100) kullanıldı. Negatif kontrol olarak dokulara PBS 
(pH 7.4), pozitif kontrol olarak primer antikorların üre-
tici firmalarının önerdiği kontrol dokularına primer 
antikorlar uygulandı. Pozitiflik DAB kromojen ile tespit 
edildi. Zemin için Mayer Hematoksilen kullanıldı. Yağ 
boyası için % 10’luk tamponlu nötral formalin solüs-
yonunda saklanan karaciğer dokuları, Osmium tetrok-
sit (OsO4) solüsyonuna aktarıldı. 8 saat bu solüsyon-
da bekletilerek yağ dokusunun tespit olması sağlan-
dıktan sonra rutin doku takibi işlemlerinden geçirile-
rek HxE boyama yapıldı (Luna, 1968). Hematoksilen-
Eozin ile boyanan kesitlerde hepatositlerde yağlan-
ma, yangı, nekroz ve fibrozis semikantitatif olarak 
değerlendirildi. Semikantitatif yöntemde, her karaci-
ğer için her bir kesitte 10 farklı alanda 10’luk ve 20’lik 
objektifte sayılıp sözü edilen her bir hasar parametre-
si ikişer patolog tarafından ortalama değer alınarak 
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skorlandı ve yüzdelik değerler hesaplandı. Yağlanma 
eğer karaciğer hücrelerinin %33’ünden az ise 1 
(hafif), %33-66 arası ise 2 (orta) ve %66’dan fazla ise 
3 (şiddetli) olarak kabul edildi. İnflamasyon, nekroz ve 
fibrozis 0-3 arasında derecelendirildi (yok=0, hafif=1, 
orta=2, şiddetli=3). Biyokimyasal verilerin istatistiki 
analizleri ve karaciğer yangı yağlanma nekroz ve 
fibrozis skor değerleri gruplar arasında karşılaştırıldı-
ğında Kruskal Wall’s test, farklılığın önemli çıktığı 
durumlarda Bonferoni düzeltmeli Mann Whitney U 
testi ile yapıldı. 

Bulgular 

Klinik bulgular 

Çalışmada; kontrol ve NÇY gruplarındaki ratlarda her-
hangi bir klinik bulgu görülmezken, CCl4 ve CCl4+NÇY 
gruplarındaki ratlarda en belirgin olarak halsizlik, iştah-
sızlık, kilo kaybı, sendeleyerek yürüme ve aşırı tükürük 
salgısı gibi klinik bulgular gözlendi. 

Histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgular 

Kontrol (Grup 1) ve NÇY  (Grup 2) grupları; ratların 
histopatolojik muayenesinde karaciğer doku örnekle-
rinin normal yapıda oldukları görüldü (Şekil 1 A,D). 
Aynı doku kesitlerine osmium tetroksit ile yapılan 
boyamada hepatositlerde yağ belirlenemedi. Grupla-
ra ait karaciğer doku kesitlerinden yapılan histolojik 
hasar skorlamasında; fibrozis, yağlanma, yangı ve 
nekroz parametreleri açısından hasar skoru sıfırdı 
(Tablo 1). Karaciğerlerinden hazırlanan doku kesitle-
rinde Kaspaz 8’de boyanma negatifti. Ancak normal 
apoptoza maruz kalan az sayıda hepatositte kaspaz 
3 ve kaspaz 9’da pozitiflik tespit edildi. Pozitif hücre-
lerde sitoplazma kahverengi boyanmış olduğu görül-
dü (Şekil 1 B,C,E,F) 

Karbon tetraklorür grubu (Grup 3); karaciğer doku 
kesitlerinin histopatolojik incelemesinde hepatositler-
de yoğun makro ve mikroveziküler yağ vakuolleri 
görüldü (Şekil 2A). Bu vakuoller parankimdeki hepa-

tositlerin çoğunda saptandı. Bu alanlarda remark 
kordonları yapısı bozulmuştu. Özellikle portal bölgele-
re yakın alanlarda, lenfositten zengin mononüklear 
hücre infiltrasyonları ile kupffer hücrelerinde sayıca 
artış ve fokal kanama alanları görülürken (Şekil 2B), 
seyrek olarak benzer hücre infiltrasyonlarına yağlan-
ma alanlarının periferinde ve aynı zamanda homojen 
bir görünüm göstermediği için tam olarak sınıflandırı-
lamayan geniş nekrotik alanlarda da dikkati çekmiştir. 
Nekrotik alanların tüm parankime yayıldığı ve pembe 
homojen bir kitleye dönüştüğü görülmüştür. Bu alan-
larda hepatositlerin stoplazmalarında mikroveziküler 
yağ vakuolleri belirgin olarak dikkati çekmekteydi. Bu 
gruba ait hasar skorunun kontrol ve NÇY grupların-
dan şiddetli ve istatistiksel olarak anlamlı olduğu gö-
rüldü (Tablo 1).  

Karaciğer doku kesitlerine yağ boyası (Osmium tet-
roxide method for fat) ile hepatosit sitoplazmalarında 
makro-mikro yağ vakuollerinin siyah renkte boyandığı 
dikkati çekti (Şekil 2C). 

Karaciğer doku kesitlerinin immunhistokimyasal de-
ğerlendirmesinde; yağ vakouolleri bulunan hepatosit-
lerin periferinde kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 im-
munpozitif hepatositler tespit edildi. Pozitif hücrelerde 
hepatosit sitoplazmalarının kahverengi boyandığı 
gözlendi (Şekil 2 D,E,F). 

Karbon tetraklorür+nar çekirdeği yağı grubu (Grup 
4); karaciğer dokularının histolojik incelemesinde iki 
farklı lezyon dikkati çekti. İlki CCl4 ile birebir örtüşen 
görüntü idi. Bu grupta yine hepatositlerde yoğun mak-
ro ve mikroveziküler yağ vakuolleri görüldü. Bu vaku-
oller parankimdeki hepatositlerin çoğunda saptandı 
(Şekil 3A). Özellikle yağlanma bölgelerinde daha 
yoğun olmak üzere tüm parankim dokuda lenfositten 
zengin mononüklear hücre infiltrasyon alanları görül-
dü. Bu alanlarda damarlar hiperemikti. İkinci görüntü-

Şekil 1. A. Kontrol grubu, D. Nar çekirdeği yağı grubu, kara-
ciğerlerin normal histolojik görünümü. Karaciğer, HxE, 
x100. B. Kontrol grubu, E.Nar çekirdeği yağı grubu, hepato-
sitlerin kaspaz 3 pozitif görünümü (oklar). ABC-P. x200. C. 
Kontrol grubu, F.Nar çekirdeği yağı grubu, hepatositlerin 
kaspaz 9 pozitif görünümü (oklar). ABC-P, x200 

Şekil 2. A-B. Karbon tetraklorür grubu ratların hepatositle-
rinde yoğun makro ve mikro veziküler yağ vakuolleri, nekro-
tik alanlarda lenfositten zengin mononüklear hücre infiltras-
yonu ile kupffer hücrelerinde sayıca artış ve fokal kanama 
alanlarının görünümü. Karaciğer, HxE, x100, x400. C. He-
patosit sitoplazmalarında makro mikro yağ vakuollerinin 
siyah renkte görünümü. Karaciğer, (OsO4 fikse edilmiş) 
HxE, x100. D. Hepatositlerde kaspaz 3 pozitif, E. Hepatosit-
lerde kaspaz 8 pozitif, F. Hepatositlerde kaspaz 9 pozitif 
görünümü (oklar). ABC-P, x200 
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de ise lezyon şiddetinde herhangi bir azalma olmak-
sızın yağ vakuolleri daha küçük olup, parankimde net 
olarak sınırları belli olmayan geniş nekroz alanları 
içerisinde yer almaktaydı (Şekil 3B). Nekroz alanları 
içerisinde lenfositten zengin mononüklear hücre infilt-
rasyon alanları dikkati çekti. Bu alanlarda damarlarda 
hiperemi daha belirgindi. Bu gruba ait hasar skorunun 
kontrol ve NÇY gruplarından şiddetli ve istatistiksel 
olarak anlamlı olduğu, CCl4 grubu ile benzer olduğu 
görüldü (Tablo 1).  

Karaciğer kesitlerine yağ boyası ile makro-mikro yağ 
vakuollerinin olduğu alanlarda yağın siyah renkte 
boyandığı dikkati çekti (Şekil 3C). 

Karaciğer dokularının immunhistokimyasal inceleme-
sinde; yağ vakouolleri bulunan hepatositler ve sentri-
asiner venlerin periferindeki hepatositlerde ve bu 
bölgedeki damar çevrelerinde kaspaz 3, kaspaz 8 ve 
kaspaz 9 immunpozitiflik tespit edildi. Pozitif hücreler-
de sitoplazmanın kahverengi boyandığı dikkati çekti 
(Şekil 3D,E,F). 

Biyokimyasal bulguları 

Çalışmada gruplara ait serumdan ALT aktivitesi, trigli-
serit, total protein, albümin ve kolesterol ile karaciğer 
dokusundan MDA aktiviteleri düzeyleri Tablo 2’de 
verildi. 

Kontrol ve NÇY grupları arasında serum ALT aktivite-
si yönünden istatistiki anlamda bir fark belirlenmedi. 
Karbon tetraklorür uygulanan grupta karaciğer hasa-
rına bağlı olarak önemli düzeyde artan serum ALT 
aktivitesi, NÇY’nın uygulaması ile önemli düzeyde 
düşüş (P<0.05) göstermiş olup, normal değerlere 
döndü (Tablo 2). Karaciğer hasarı oluşturulan hay-
vanlarda NÇY uygulaması serum total protein değer-
lerinde azalmaya neden oldu (P<0.001). Gruplar ara-
sında serum albümin değerleri yönünden istatistiki 
önemde bir fark saptanmadı (P>0.05). Karbon tetrak-
lorür uygulaması ile oluşan karaciğer hasarına bağlı 
olarak önemli düzeyde artış gösteren serum total 
kolestrol düzeyleri (P<0.01) NÇY uygulamasından 
etkilenmedi. Karaciğer hasarı oluşturulan ratlarda 
serum trigliserit düzeyleri önemli düzeyde (P<0.01) 

Şekil 3. A. Karbon tetraklorür+NÇY grubu ratlarda, karaciğerde yağlanmanın görünümü. B. Hepatositlerde daha küçük yağ 
vakuolleri ve parankimde geniş nekroz alanlarının görünümü. Karaciğer, HxE, x200, x100. C. Hepatosit sitoplazmalarında 
makro mikro yağ vakuollerinin siyah renkte görünümü. Karaciğer, (OsO4 fikse edilmiş) HxE, x200. D. Hepatositlerde kaspaz 3 
pozitif, E. Hepatositlerde kaspaz 8 pozitif, F. Hepatositlerde kaspaz 9 pozitif görünümü (oklar). ABC-P, x200 

Gruplar 
Medyan(%25; %75 Yüzdelik) İstatistik Önem  

Kontrolü 
(Kruskal Wallis Test) 

CCl4 
(N=8) 

KONTROL 
(N=8) 

NÇY 
(N=8) 

NÇY+CCl4 
(N=8) 

Yangı 
2.0b 

(1.0-3.0) 
0a 

 (0-0) 
0a 

(0-0) 
2.0b 

(1.75-3.0) 
P<0.001 

Yağlanma 
3.5b 

(3.0-4.0) 
0a 

 (0-0) 
0a 

 (0-0) 
3.5b 

(3.0-4.0) 
P<0.001 

Nekroz 
3.0b 

(2.75-3.00) 
0a 

(0-0) 
0a 

 (0-0) 
2.0b 

(1.75-2.25) 
P<0.001 

Fibrozis 
2.0b 

(2.0-2.25) 
0a 

 (0-0) 
0a 

 (0-0) 
1.0b 

(1.0-1.25) 
P<0.001 

a-b: Her satırda farklı harf taşıyan gruplar arasındaki fark önemlidir. 

Tablo 1. Akut deneme gruplarına ait doku hasar parametre skorlarının istatistiksel önem kontrolü 
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artış gösterdi. Bu hayvanlara NÇY uygulanması, art-
mış trigliserit düzeylerini sayısal olarak düşürdü 
(Tablo 2). 

Karaciğer MDA düzeyleri yönünden kontrol ve NÇY 
grupları arasında istatistiki anlamda bir fark saptan-
madı. Karbon tetraklorür uygulanması karaciğer MDA 
düzeylerini kontrol gruplarına göre önemli düzeyde 
artırdı (P<0.001), ancak bu artışlar NÇY’nın akut uy-
gulamalarından istatistiki önemde etkilenmedi (Tablo 
2). 

Tartışma ve Sonuç 

Antioksidan içerikli bitkisel kaynaklı bileşiklerin toksik 
ve yan etkilerinin az olmasından dolayı, farklı kimya-
sal maddeler ile oluşturulan karaciğer hasarına karşı 
karaciğeri koruyucu etkilerinin belirlenmesi amacıyla, 
hayvan modellerinde yapılan deneysel çalışmalar 
popüler hale gelmiştir (Parajuli ve ark., 2013; Schinel-
la ve ark., 2010).  

Ratlarda karaciğer hasarı oluşturmak amacıyla 
CCl4’ün akut uygulandığı çalışmalarda (Ali ve ark., 
2010; Ravikumar ve Gnanadesigan, 2011) karaciğer 
kesitlerinde hepatosit sitoplazmalarında yağ vakuol 
oluşumları, remark kordonlarının bozulmasına bağlı 
interstisyel ödem, V. centralis’lerde ve sinüzoidal 
alanlarda konjesyon, fokal nekroz, yangı hücre infilt-
rasyonu şekillendiğini bildirmişlerdir. Bu çalışmada da 
CCl4’ün ilk hafta iki doz halinde 3 gün ara ile 1 ml/kg 
intraperitonal yolla uygulanması sonucunda karaci-
ğerde sentrilobüler ve parankimde net olarak sınıflan-
dırılamayan geniş nekroz alanları, çoğunluğu lenfosit 
olan mononüklear hücre infiltrasyonları ve özellikle 

sentrilobüler bölgede daha yoğun olmak kaydıyla tüm 
parankimde hepatositlerde büyüklükleri farklı, keskin 
kenarlı yuvarlak yağ vakuollerinin gözlenmesi, 
CCl4’ün farklı dozları kullanılarak akut karaciğer hasa-
rı oluşturan yukarıdaki araştırmacıların (Ali ve ark., 
2010; Ravikumar ve Gnanadesigan, 2011) bulguları 
ile birebir örtüşmüştür. Akut karaciğer hasarı oluştu-
rulan ve oluşan hasarın nar çekirdeği yağı (Gram ve 
ark., 2018; Melo ve ark., 2015) nar çekirdeği ekstresi 
(Yang ve ark., 2011) nar kabuğu ekstresi (Osman ve 
ark., 2011) ve nar suyunun (Shaban ve ark., 2014) 
iyileştirici etkisini araştırmış çalışmalarda vardır. Melo 
ve ark. (2015) ve Gram ve ark. (2018) karbon tetrak-
lörür ile karaciğer hasarı oluşturup, iyileştirmek ama-
cıyla nar çekirdeği yağı verdiği grupta hafif ve orta 
derecede mikro ve makro vakuoller gözlenirken, orta-
larında nötrofil infiltrasyonu ve kanama odakları bulu-
nan nekrozları bildirmişlerdir. Karbon tetraklörür ile 
karaciğer hasarı oluşturulan ratlarda, iyileştirmek 
amacıyla Yang ve ark. (2011) nar çekirdeği ekstraktı 
vermiş, yağ vakuollerinin ve yangı hücrelerinin sayısı-
nın azaldığını bildirmişlerdir. Nar kabuğu ekstresi 
veren araştırmacılardan Osman ve ark. (2011) da 
sentriasiner hepatositlerde oluşan vakuoller dejene-
rasyon, steatozis ve nekroz ile bu alanlardaki fokal 
mononüklear yangısal hücre infiltrasyonlarının şidde-
tinin azaldığını bildirmişlerdir.  Sunulan çalışmada ise 
CCl4+NÇY grubunda karaciğer lezyonlarından makro
-mikro veziküler yağ vakuol oluşumları çoğunluğu 
lenfosit olan mononükleer hücre infiltrasyonları ve 
nekroz alanları ile remark kordonlarının yapısının 
bozulması, damarlarda hiperemi gibi bozukluklar CCl4 
grubundakine benzerlik göstermiştir. Benzer şekilde 
bazı çalışmalarda (Gram ve ark., 2018; Melo ve ark., 

Gruplar 

Medyan 

(%25; %75 Yüzdelik) 

İstatistik 

Önem Kont-

rolü 

(Kruskal 

Wallis Testi) 

KONTROL 

(N=8) 

CCl4 

(N=8) 

NÇY 

(N=8) 

NÇY+CCl4 

(N=8) 

ALT(U/L) 
68.0a 

(65.0;81.5) 

103.0b 

(69.5;190.5) 

64.0a 

(59.0;68.0) 

65.0a 

(59.0;126.0) 
P<0.05 

Total Protein(g/dL) 
6.4b 

(6.1;6.5) 

5.7a 

(5.6;5.9) 

6.6b 

(6.4;6.8) 

6.4b 

(6.0;6.5) 
P<0.001 

Albümin(g/dL) 
4.0 

(3.9;4.1) 

4.1 

(3.9;4.2) 

4.1 

(4.0-4.3) 

3.9 

(3.7-4.0) 
P>0.05 

Total kolesterol (mg/dL) 
66.0a 

58.5;71.0 

73.0b 

72.5; 77.2 

69.5a 

64.0;76.0 

72.0b 

68.25;80.50 
P<0.01 

Trigliserit (mg/dL) 
95.5a 

(72.7; 107.5) 

220.0b 

(107.5; 239.0) 

97.0a 

(67.5;130.5) 

128.5b 

(95.0; 151.0) 
P<0.01 

MDA (µmoL/mg protein) 
21.6a 

(20.1-23.4) 

35.4b 

(24.3-38.3) 

22.2a 

(19.5-24.3) 

25.8b 

(25.3-28.3) 
P<0.001 

Tablo 2. Akut karaciğer hasarı oluşturulan ratlarda kontrol ve deneme gruplarının serum biyokimyasal  
parametreleri 

a-b: Her satırda farklı harf taşıyan gruplar arasındaki fark önemlidir. 
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2015) nar çekirdeği yağının iyileştirici etki gösterip 
göstermediği tam olarak ortaya konulamamıştır. An-
cak sunulan çalışmada karaciğer hasarının nar çekir-
deği yağının verilmesi ile tam olarak düzelmediği 
görülmüştür. 

Karbon tetraklorür karaciğer de nekrozu tetiklese de, 
çoğunlukla hepatositlerdeki mitokondriyal fosfolipid 
tabakasını yok edip kaspaz 3'e bağlı apoptozu tetikle-
mektedir (Domitrović ve ark., 2013; Tao ve ark., 
2012). Ratlarda karaciğer hasarı oluşturmak amacıy-
la CCl4’ün uygulanan in vitro ve in vivo çalışmalarda, 
karaciğer hücrelerinde apoptozu belirlemek için yapı-
lan kaspaz aktivitesini içeren immunohistokimyasal 
bulgular mevcuttur (Chan ve ark., 2014; Domitrović 
ve ark., 2013; Liu ve ark., 2014; Tao ve ark., 2012; 
Xie ve ark., 2015). Bu çalışmalardan; Domitrović ve 
ark. (2013),  Liu ve ark. (2014), Chan ve ark. (2014) 
ve Xie ve ark. (2015) kaspaz 3 aktivitesinin artığını, 
Liu ve ark. (2014) çalışmasında kaspaz 8 aktivitesinin 
herhangi bir değişiklik görmediğini, Chan ve ark. 
(2014) ve Xie ve ark. (2015) ise kaspaz 8 aktivitesinin 
artışını bildirmişlerdir. Ayrıca Liu ve ark. (2014) ve Xie 
ve ark. (2015) çalışmalarında kaspaz 9 aktivitesinde 
de artış görüldüğünü ifade etmişlerdir. Araştırıcıların 
sonuçlarında CCl4’ün neden olduğu aşırı reaktif oksi-
jen türevleri oluşumu; endojen antioksidan enzimlerini 
tüketmekte ve kaspaz 3, 8 ve 9 gibi enzimlerin aktif 
olarak hepatosit apoptozisini tetiklediğini, bu durumun 
CCl4 toksikasyonunda hem instrinsik hem de ekstrin-
sik yolu kullanarak hepatositlere apoptoza götürdüğü 
ve yıkımı gerçekleştirdiği bizim çalışmamızda da elde 
edilen sonuçlarla paralellik göstermektedir.  

Karaciğer hasarı oluşturma da CCl4'ün ve farklı toksik 
maddelerin uygulandığı, nar çekirdeği ekstraktı 
(Ibrahim ve ark., 2016) ve nar suyunun (Shaban ve 
ark., 2014) iyileştirme ve apoptozun tetiklenmesindeki 
engelleme etkisini araştıran çalışmalar mevcuttur. Bu 
çalışmalarda İbrahim ve ark. (2016), CCl4 uyguladığı 
gruplarda kaspaz 3 pozitif hepatositlerin kontrol gru-
buna göre sayısı yoğun şekilde artarken, CCl4 ile 
birlikte nar çekirdeği ekstresi verilen gruptaki pozitif 
hepatosit sayısı yoğunluğu CCl4 grubuna göre hafif 
bir azalma gösterdiğini, Shaban ve ark. (2014) di-
ethylnitrosamine ve phenobarbital ile karaciğer hasarı 
oluşturup, iyileştirmek amacıyla nar suyu uyguladığı 
gruplardaki kaspaz 3 aktivitesini, kontrol grubu sevi-
yelerine indirdiğini, bildirmişlerdir. Ancak her iki yazar 
da apoptoza giden hepatositlerde kaspaz 8 ve 9 ile 
ilgili herhangi bir veri bidirmemişlerdir. Sunulan çalış-
mada da CCl4 toksikasyonu ile ilgili akut karaciğer 
yıkım aşamasında hepatositlerde gözlenen apoptoz 
kaspaz 3, 8, 9 da immun-pozitif tespit edilirken, nar 
çekirdeği yağı uygulamasıyla kaspaz 3, 8, 9’daki 
apoptoza giden immun-pozitif hepatosit yoğunluğu-
nun kısmen azaldığı görülmüştür. 

Karbon tetraklorür ile oluşturulan akut (Kumar ve ark., 
2009; Sumalatha ve ark., 2016) çalışmalarda oluşan 

karaciğer hepatosit hasarına bağlı hücre membran 
permeabilitesinin bozulmasıyla kan dolaşımına geçiş-
leri artan ALT enziminin, serum aktivitelerinde anlamlı 
yükselmeler dikkati çekmektedir. Karaciğer hasarının 
karakteristik bulgusu olan protein düzeylerindeki azal-
maları çalışmalarında bildiren araştırıcılar da vardır 
(Zeashan ve ark., 2008). Sunulan çalışmada araştır-
macıların (Ali ve ark., 2010; Kumar ve ark., 2009) 
bulgularıyla uyumlu olarak CCl4’e bağlı olarak görülen 
serum total protein ve albümin düzeylerindeki azal-
maların, bu toksik maddenin endoplazmik retikulum-
daki poliribozomları bozarak karaciğerde protein sen-
tezini aksatmasından (Ali ve ark., 2010; Zeashan ve 
ark., 2008) kaynaklanmış olabileceğini düşündürmek-
tedir. 

Hasarlı karaciğerin belirlenmesinde serum kolesterol 
düzeylerindeki artıştan da yararlanılabileceği bildiril-
mektedir. Karbon tetraklorür ile karaciğer hasarı oluş-
turulan çalışmalarda (Botsoglou ve ark., 2009; Ravi-
kumar ve Gnanadesigan, 2011)  karaciğer hücre ha-
sarı sonrasında kolesterolün dolaşıma geçmesi sebe-
biyle serumdaki düzeylerinin yükseldiği saptanmıştır. 
Sunulan çalışmada da yukarıdaki araştırıcıların 
(Botsoglou ve ark., 2009; Ravikumar ve Gnanadesi-
gan, 2011) çalışmalarıyla uyumlu olarak akut CCl4 ile 
oluşan karaciğer hasarında serum total kolesterol ve 
trigliserit düzeylerinde artış belirlenmiştir.  

Malondialdehit lipid peroksidasyonunun son ürünü 
olarak membran denatürasyonu ve peroksidasyona 
yol açan hidrojen peroksit ve reaktif oksijen türlerinin 
ortaya çıkmasına yol açar (Niki ve ark., 2005). Akut 
(Shenoy ve ark., 2001, Yehia ve ark., 2013) CCl4 

uygulamasıyla oluşturulan karaciğer hasarında araş-
tırıcılar karaciğer MDA düzeylerinin arttığını bildirmiş-
lerdir. Aynı şekilde sunulan çalışmada da akut olarak 
CCl4 verilen ratlarda belirlenen karaciğer MDA düzey-
lerindeki artışlar, CCl4’ün karaciğer endoplazmik reti-
kulumda bulunan sitokrom P450 enzimi aracılığıyla 
toksik karakterde CCl3 ve CCl3O2 serbest radikalleri-
ne dönüşmesiyle oluşan lipid peroksidasyonunun 
sonucu şekillenen doku hasarı ve antioksidan savun-
ma mekanizmasının yetersizliğinden (Shenoy ve ark., 
2001)  ileri gelebilir.  

Karbon tetraklorür ile ratlarda oluşturulan akut karaci-
ğer hasarının iyileştirilmesi amacıyla nar çekirdeği 
yağı verilerek yapılan çalışmalarda (Gram ve ark., 
2018; Melo ve ark., 2015) toksisiteye bağlı olarak 
artan serum ALT aktivitesi ile MDA düzeylerinin an-
lamlı bir şekilde azaldığı (Gram ve ark., 2018; Melo 
ve ark., 2015), azalan serum total protein düzeyleri-
nin de arttığı (Gram ve ark., 2018) bildirilmiştir. Diğer 
yandan Yehia ve ark. (2013) da CCl4 ile oluşturduğu 
toksikasyonda nar suyunun, artan ALT aktivitesi ile 
MDA düzeylerini azaltığını tespit etmişlerdir. Sunulan 
çalışmada, CCl4 (Gram ve ark., 2018; Melo ve ark., 
2015; Yehia ve ark., 2013) ile karaciğer hasarı oluştu-
ran çeşitli araştırmacıların bulguları ile uyumlu olarak, 
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CCl4 ile oluşturulan karaciğer hasarına bağlı artış 
gösteren ALT enzim aktivitesi NÇY uygulanması ile 
önemli düzeyde düşmüştür (P<0,01), azalan serum 
total protein düzeyleri de Gram ve ark. (2018)’nın 
bulgularına benzer şekilde artmıştır. Ancak karaciğer 
MDA düzeyleri ile serum albümin, total kolesterol ve 
trigliserit düzeyleri NÇY uygulamasından etkilenme-
miştir. 

Sunulan çalışmada nar çekirdeği yağının akut CCl4 

toksikasyonuyla ilgili karaciğer hasarına iyileştirici 
yönde sınırlı etkisi gözlenmiştir. Karbon tetraklorür ve 
haricindeki diğer toksik materyaller ile yapılan toksi-
kasyonlara karşı, nar kullanılan çalışmalarda 
(Shaban ve ark., 2014; Yang ve ark., 2011;  Yehia ve 
ark., 2013) narın iyileştirme özelliği ile ilgili sonuçları 
bu konuda klasik bilgiler veren (Lansky ve Newman, 
2007; Noda ve ark., 2002) çalışmalarla örtüşmekte-
dir. Nar çekirdeği yağının içeriğindeki flavonoid ve 
fenolik bileşenlerinden ileri gelen antioksidan aktivite-
sine punisik asit başta olmak üzere, linoleik ve linole-
nik asit gibi doymamış yağ asitlerine bağlı olarak 
(Saha ve ark., 2012) NÇY uygulaması ile akut dö-
nemde CCl4’ün neden olduğu karaciğer hasarı sonu-
cu artan serum ALT enzim aktivitesinin, kontrol gru-
buna göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde azal-
ması ile karaciğer hasarı sonucu azalan serum total 
protein düzeylerinin artmasının yanında, karaciğer 
MDA, serum albümin, total kolesterol ve trigliserit 
düzeylerinin etkilenmemesi karaciğer dokusundaki 
hasarın düzelmediğinin göstergesi olabileceğini dü-
şündürmektedir. 

Sonuç olarak: sunulan çalışmada kullanılan 2 ml/kg 
nar çekirdeği yağının, CCl4 ile karaciğerde oluşturu-
lan histopatolojik değişiklikler kısmen azaltırken, ge-
nel olarak incelenen biyokimyasal değerleri kontrol 
grubu değerlerine yaklaştırdığından, sınırlı bir iyileşti-
rici etkisinin olabileceği, ancak bu iyileşmenin karaci-
ğer dokusundaki hasara tam olarak yansımadığı dü-
şünülmektedir. Nar çekirdeği yağının elde edilmesin-
de kullanılan bu bitkilerin kısımları (kabuk, meyve, 
çekirdek), elde edilen ürünlerin çeşidi (ekstrakt, yağ, 
su) ile yetiştikleri toprağın yapısı gibi etkenlere bağlı 
olarak içeriklerinin farklılığına, farklı işleme teknikleri 
ile hayvanların bireysel duyarlılıkları gibi birçok faktö-
re bağlı olarak değişebileceği düşünülmektedir. Nar 
çekirdeği yağı yağının farklı sürelerde ve herhangi bir 
yan etki oluşturmaksızın en iyi sonucu verecek farklı 
dozlarının kullanılarak dokular üzerine etkilerinin be-
lirlenmesine yönelik yeni çalışmaların yapılmasına 
ihtiyaç vardır. 
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