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Ozet

Amag: Berberis vulgaris  (kizamik, karamut, adi kadintuzlugu)
bitki ekstresinin hem antiiflamatuvar hem de antioksidan
ozelliginin olmasindan dolayt bir¢ok hasara karst koruyucu
oldugu bilinmektedir. Parasetamol zehirlenmesi en sik gorilen
zehitlenmelerden biridir. Calismamizda parasetamol
toksisitesinin vermis oldugu zarart Berberis vulgaris bitki
ekstresinin yaratrli olan etkileriyle azaltmayi planladik.

Gereg ve Yontem: Calismamizda 42 adet Sprague Dawley cinsi
8 haftalik sican kullanildi. Her grupta 6 disi hayvan olacak
sekilde 7 grup olusturuldu. Calismanin 24. saatinde tim gruplara
anestezi altida laparotomi uygulandi ve karaciger diseksiyonu
yapildi. Karaciger histopatolojisini  degerlendirmeler i¢in
Hematoksilen ve Eozin (H&E) bayama, karaciger dokusunda
glikojen ve bazal membran boyanmalarini géstermek amactyla
PAS boyasi yapildi. Ayrica TUNEL boyasiyla apoptotik hiicreler
gosterilerek skorlama yapildi.

Bulgular: Histopatolojik sonuglarda parasetamol uyguladigimiz
grupta, hepatik dejenerasyon ve peritiibuler inflamasyon oldukga
belirgindi. Bu c¢alismada TUNEL boyamasinda parasetamol
verdigimiz gurupta (Grup 4) pozitif hiicre sayisinin arttigini
g6zlemledik. Yaptigimiz PAS boyamasi sonucunda
parasetamolle indikledigimiz grubun hepatositlerinde glikojen
birikimi dikkat ¢ekmekteydi.

Sonug: Parasetamol toksisitesi olan gruba yiiksek doz Berberis
vulgaris bitki ekstresi verildiginde apoptotik hiicre sayisinin ve
inflamasyonun azaldig: géruldi.

Anahtar Kelimeler: Berberis vulgaris; karaciger; parasetamol;
TUNEL.

Giris

Abstract

Introduction: Berberis vulgaris extract is known to be
protective against many damages due to its anti-inflamatory and
antioxidant properties. Paracetamol toxicity is one of the most
common toxicities. In our study, we aimed to treduce the
damage caused by paracetamol toxicity with the beneficial
effects of Berberis vullgaris extract.

Material and Methods: In our study, 42 Sprague Dawley 8-
week-old rats were used. 7 groups were formed with 6 female
animals in each group. At the 24th hour of the study, all groups
underwent laparotomy under anesthesia and liver dissection was
performed. Hematoxylin and Eosin (H&E) staining was used to
evaluate liver histopathology, and PAS staining was used to
show glycogen and basement membrane staining in liver tissue.
In addition, scoring was done by showing apoptotic cells with
TUNEL stain.

Result: Hepatic degeneration and peritubular inflammation
were quite evident in the groups to which we applied
paracetamol. In this study, we observed that the number of
positive cells increased in the group given paracetamol (Group
4) in TUNEL staining. As a result of the PAS staining we
performed, glycogen accumulation in the hepatocytes of the
group we induced with paracetamol was remarkable.

Conclusion: It was observed that the number of apoptotic cells
and inflammation decreased in the paracetamol toxicity group
given high dose Berberis vulgaris extract.

Keywords: Berberis vulgaris; liver; paracetamol; TUNEL.

sira karaciger hasari ile iliskili toksik maddelerden
biridir. Normal terapdtik dozlarinda PCM, tim yas
gruplar i¢in giivenli bir ila¢ oldugu icin recetesiz

Parasetamol (PCM) agr1 kesici, ates disiriici
olarak ve enflamatuvar hastaliklarda
kullanilmaktadir. Parasetamolun faydalarinin yani
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bir ila¢c olarak elde edilebilmektedir. Bununla
bitlikte, PCM'nin istemli ve istemsiz asir1 dozlari
karacigerde akut hasara neden olabilir ve bu da
uygun sekilde tedavi edilmezse 6liimciil karaciger
nekrozuna neden olabilir. Karaciger nekrozunu
yeterli dizeyde tedavi etme imkani yoktur (1).
Terapotik dozda PCM, karacigerde stlfasyona ve
glukuronik asit konjlgasyona (glukuronidasyona)
ve bunun %5-10'u hepatik sitokrom P450
(CYP450)  sistemi  Ozellikle  parasetamoliin
ytkilmasinda gorevli olan sitokrom P4502E1
(CYP2E1) enzimi tarafindan hizla N-asetil-p-
benzokinon imine (NAPQI) metabolize olur.
Reaktif bir metabolit olan NAPQI, hicre 6limu
ile sonuclanabilecek cesitli hlcresel nikleofillere
(RNA, DNA ve proteinler) kovalent bagla
baglanir. CYP2E1 ayrica karaciger hasarina neden
olabilecek serbest radikallerin stirekli iretimine yol
acan NADPH oksidaz aktivitesinde de yer alir.
Buna paralel olarak, glutatyon redoks sistemi,
olusan NAPQI'yi glutatyon konjugasyonu yoluyla
inaktive eder. Bu da hucresel glutatyon (GSH)
ekspresyonunun azalmasina neden olur (2).
Parasetamaol ile ilgili yapilan ¢alismalarinda, toksik
dozda PCM verildiginde olusan NAPQI'in ilk
olarak mitokondriye baglanarak mitokondriyal
solunumu inhibe ettigi bulunmustur (3). Ayrica
toksik doz PCM’nin hiicrede Ca*? birikimine
neden olarak hiicre Olimine neden oldugu
gbsterilmistir (4). Sifali bitkiler ¢esitli amaclarla
kullanilabilir.  Berberis vulgaris’in - (kizamik,
karamut, adi  kadintuzlugu)  antikonviilzan,
yatistirict ve idrar séktiriicti etkileri vardir. Ayrica,
Berberis vulgaris bitki esktraktinda bulunan berberin,
ONOO(-) ve NOO(2)(-) radikallerini yok ederek
oksidatif hasarin azalmasina katkida bulunabilecek
aktivite gosterir (5). Bu bitkinin 6zi, insan
hepatoma hiicrelerini aktive eden protein 1 (AP1)’1
inhibe etmede etkilidir. Bununla birlikte, yiiksek
dizeyde berberin solunum felcine neden olabilir,
ancak bu bitkinin yiiksek diizeyde tiiketiminden
6luim su ana kadar bildirilmemistir (6). Berberis
vulgaris  beyindeki ACE enzimini (anjiyotensin
donistiirici  enzim)  kontrol  ederek  veya
antioksidan 6zelligi ile Parkinson hastaliginin
semptomlarini azaltabilir. Berberis vulgaris ekstrakti,
monoamin oksidaz A'yt (MAO-A) inhibe eder,
bdylece beyinde antidepresan etkisi olan epinefrin
ve dopamin gibi monoaminlerin seviyesini arttirir
(7). Ayrica, berberin sicanlarda etanolin neden
oldugu oksidatif stresi ve hafiza dusisind
iyilestirebilir (8). Berberin anti- Inflamatuvar ve
anti-apoptotik ve antioksidan etkileri nedeniyle
civa kloririn neden oldugu noérotoksisiteyi
hafifletir (9). Berberis vulgaris ekstraktinda bulunan
berberinin 6zellikle dermatolojik trtnler ve gida

takviyelerindede kullanildigi bilinmektedir. Cok
yaygin olarakta diyabet, hipertansiyon ve yiiksek
kolesterolde ag1z yoluyla kullanildigt bilinmektedir
(10).

Gereg ve Yontem

Bu calismamizda, 180-200 g agirhigindaki 8
Haftalik Sprague Dawley tiiri 42 adet disi sigan
kullanildi.  Standart yasam kosullart altinda
(stcaklik: 20 £ 2 °C; bagil nem: %50 + 10; ve
aydinlik/karanlik dongi: 12 saat/12 saat) ve
besleme (standart sican yemi ve ad libitum musluk
suyu) kontrol edilerek homojenlik saglanmistir.
Her kafes dort sican olacak sekilde dizayn edildi.
Calismamizda deney hayvanlart 7 gruba ayrildi.
Parasetamol Modeli: Deneyin baslangicinda 2.,
6. ve 7. gruplara Berberis vulgaris bitkisinin ekstrakti
gavaj yoluyla verildi. Tlaglarin verilmesinden 30
dakika sonra 4.,5.,6. ve 7. gruplara 2 g/kg dozunda
parasetamol verildi (11). Grup 5’¢ N-asetilsistein
(140 mg/kg) verilmesinin nedeni parasetamole
baglt hepatotoksisitede rutin olarak
kullanilmasidir. Calismanin  24. saatinde tim
gruplara anestezi olarak 90 mg/kg ketamin ve 10
mg/kg ksilazin intraperitoneal (ip) olarak verildi.
Laparotomi uyguland: ve karaciger diseksiyonu
yapilds.

Gruplar: Grup-1:Saglikli (kontrol), Grup-2:Berberis
vulgaris  bitki ekstresi 400 mg/kg, Grup-3:N-
asetilsistein (140 mg/kg), Grup-4: Parasetamol (2
g/kg), Grup-5:N-asetilsistein (140 mg/kg) ve
parasetamol (2 g/kg), Grup 6: Berberis vulgaris bitki
ekstresi 200 mg/kg ve parasetamol (2 g/kg), Grup
7: Berberis vulgaris bitki ekstresi 400 mg/kg ve
parasetamol (2 g/kg) olarak gruplandiriddr (12).
Histolojik incelemeler igin ayrilan karaciger
dokulart fikse edildi (72 saat %10’luk formolde).
Dokular fikse olduktan sonra akarsuda 1 gece
yikandi. Daha sonra %70’lik alkolden baslanarak
%8071k, %9071k,  %96’lik  %100°lik  alkol
serilerinde 1 saat bekletildi. Ksilende de 1 saat
bekletilerek Ksilen + parafin karisiminda 60°C’lik
etivde 1 saat, Parafinde 60°C’lik etiivde 2 saat
bekletildi. Daha sonra dokular parafin bloklara
gémilda. Leica RM2125RTS marka mikrotomda 5
pum kalinhiginda seri kesitler alindi. Karaciger
histopatolojisini degerlendirmeler icin
Hematoksilen ve Eozin (H&E) bayama yapild:
Ayrica Periyodik Asid Shiff (PAS) ve Masson
trikrom boyalar1 ile boyandi. Karaciger dokusunda
glikojen bazal membran boyanmalarini
gbstermek amaciyla PAS boyast yapildi. Karaciger
bag doku ve 6zellikle kolajen lifleri incelemek icin
Masson trikrom boyast yapildi. Ayrica TUNEL
boyasiyla apoptotik hiicreler gésterilerek skorlama
yapildr.( O:Boyama yok, 1:Dusiik derece, 2:Orta
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derece 3:Yiksek derece) Olympus BX43 marka
1s1tk mikroskobu kullanilarak fotograflar ¢ekildi
“Bitki Esktraksiyonu”: Calismada kullanilan
Berberis vulgaris bitkisi Erzurum Senkaya bélgesinde
eylil ayinda toplanarak laboratuvara getirildi.
Dogrudan giines 15181 almayan, karanlik ve kuru
hava akiminin saglandigt bir ortamda seyrek
serilerek kurutuldu. Kurutulan 6rneklerin meyve
kismi  ogiticide  ogutildi.  Daha  sonra
ekstraksiyon ¢ozictust olarak etanol kullanilarak
cihaz yardimiyla ekstrakte elde edildi (13).
Istatistiksel Analiz: Gruplara TUNEL boyama
dereceleri kargilastirmak icin One-way ANOVA
(IBM SPPS Istatistik Programi) Tukey testi
kullanildr. Gruplar arasindaki istatistiksel farklar
icin p degeri <0,05 olarak kabul edildi.

Etik Onam: Kafkas Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik kurulunun 2021-123 numaralt
karar ile onay alinmistir.
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Resim 1. Hematoksilen eozin boyama: A-1 Saglikli
grup (A-1), Berberis vulgaris yiiksek doz grup (A-2), N-
asetilsistein (140 mg/kg) ve parasetamol (2 g/kg) grubu
(A-3), Parasetamol (2 g/kg) grubu (A-4), ince ok:
inflamasyon alani. Masson Trictom Boyama: B-1,B-
2,B-3,B-4. Kivrik ok: kolajen. PAS boyama: C-1,C-2,C-
3,C-4. PAS boyama, ok bast: PAS pozitif hiicre alani.
TUNEL boyama: D-1,D-2,D-3,D-4. Kalin ok pozitif
hicre

PARASETEMOL+  PARASETEMOL+
PARASETEMOL+ BERBERIS VULGARIS BERBERIS VULGARIS

N-ASETILSISTEIN

£, "q'()"j,- ‘.

MASSON TRICHROME

PAS

TUNEL

Resim 2. Hematoksilen eozin boyama: Parasetamol (2
g¢/kg)+ N-asetilsistein (140 mg/kg) grup (A-5), Berberis
vulgaris 200 mg/kg ve parasetamol (2 g/kg) grubu (A-6)
Berberis vulgaris 400 mg/kg ve parasetamol (2 g/kg)
grubu (A-7)- ok: dejenerasyon,  alanlari. Masson
Trictom Boyama: B-5, B-6, B-7. Kivrik ok: kolajen.
PAS boyama: C-5,C-6, C-7. PAS boyama, ok basi: PAS
pozitif hicre alani. TUNEL boyama: D-5, D-6, D-7.
Kalin ok: pozitif hiicre

Bulgular

Grup 1 (sagliklt ), grup 2 (Berberis vulgaris bitki
ekstresi 400 mg/kg), grup 3 (N-asetilsistein 140
mg/kg), grup 4 (parasetamol 2 g/kg), grup 5 (N-
asetilsistein 140 mg/kg ve parasetamol 2 g/kg),
grup 6 (Berberis vulgaris bitki ekstresi 200 mg/kg ve
parasetamol 2 g/kg) ve grup 7 (Berberis vulgaris
bitki ekstresi 400 mg/kg ve parasetamol 2 g/kg)
dokularinda yaptigimiz histopatolojik incelemede
elde ettigimiz bulgular normal gérinimdeydi.
Fakat grup 4 (parasetamol 2 g/kg) ve disik doz
Berberis vnlgaris yani grup 6 (Berberis vulgaris bitki
ekstresi 200 mg/kg ve parasetamol 2 g/kg)
karaciger dokularinda ozellikle hepatik
dejenerasyon,peritibiiler ve inflamasyon alanlari
dikkat c¢ekiciydi. Yaptigimiz PAS  boyamast
sonucunda parasetamolle indikledigimiz grubun
hepatositlerinde glikojen birikimi géraldd. Ayrica
histopataolojik incelemelerde parasetamol
grubunda nekroz alanlar1 gérildd. (Resim 1 ve
Resim 2) Calismada TUNEL boyamasinda
parasetamol verdigimiz gurupta pozitif hicre
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sayisinin  arttigini  gézlemledik. Saglikli  grubun,
berberis  wulgaris  grubu,  N-asetilsistein =~ +
parasetamol, Berberis wvulgaris bitki ekstresi 200
mg/kg ve parasetamol + Berberis vulgaris bitki
ckstresi 400 mg/kg verdigimiz grup arasinda
yapmis oldugumuz istatistiksel analiz sonuglarina
gére anlamli  bir fark  gérilmedi.(p>0,05).
Parasetamolle  indikledigimiz ~ grubun  tim
gruplarla istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
gorildi. (p<0,05) (Resim 3).
3
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Resim 3. Gruplar arasinda TUNEL skorlamasi sonucuna
gbre yapilan karsilastirma.(Ayni harfle gosterilen gruplar
arasinda anlamli fark yoktu.( p>0.05) Farkli harfle gosterilen
gruplar arasinda anlamli fark vardir. (p<0.05).

Tartisma

Parasetamol uygun dozlarda  kullanildiginda
guvenlidir, diger ilaglarla da uygun dozlarda
kullanildiginda yan etkisi nadir gorilmektedir.
Barbtratlarla  birlikte parasetamol kullanilmasi
hepatotoksik  etkinin  siddetlenmesine  yol
acabilmektedir. Doz asimit durumlarinda
solgunluk, istahsizlik, bulantt ve kusma gorilen
baslica belirtilerdir. Parasetamol toksisitesinin
klinik ~ 6nemi g6z alindiginda,
hepatoprotektif —ajanin  degerlendirilmesi  igin
vaygin olarak tercih edilen bir toksisite modelidir
(14). Bu toksisite modelini olustururken doz ayari

onune

olduk¢ca  Onemlidir. Asirt  doz  parasetamol
kullanildiginda karaciger yetmezligi
gorilebilmektedir  (15).  Terapotik  dozlarda
tiketilen PCM'nin %90'1ndan fazlasi,

glukuronidasyon islemi yoluyla, idrarla atilmadan
Once karaciger tarafindan inaktif bilesenlere, toksik
olmayan siilfata ve glukuronide konjuge edilir (16).
NAPQI genellikle glutatyon (GSH) tarafindan

toksik  olmayan bir merkaptat konjugatina
indirgenir. GSH, karacigerdeki metabolizma
sirecleri  yoluyla dretilen serbest radikalleri

temizleyerek antioksidan savunmadan sorumludur
(17). Asir1 Parasetamol alimi, metabolik yollarin,

Ozellikle sulfatlama ve glukuronidasyon yollarinin
doymus hale gelmesine neden olur. Bu da gereksiz
miktarda NAPQI idretmek igin CYP450 yolunda
daha fazla PCM Dbirikmesine neden olur,
NAPQI'nin asirt dretimi GSH’in asiri tikenmesine
yol acar. GSH eksikligi de GSH’nin verimli bir
sekilde islev gbrme yetenegini etkiler. Sonug olarak
da hicre islev bozukluguna ve hiicre 6lime neden
olacaktir ~ (18).  Yaptigimiz  ¢alismada  da
parasetamol uyguladigimiz gruplarda karaciger
dokularinda  hiicre nekroz alanlart  gorildi.
Ratlarda parasetamol ile toksisite olusturulan
calismada  incelenen  karaciger  dokusunda
inflamasyon  alanlart  ve nekrotik  hicreler
gOsterilmistir.  Ayni  ¢alismada  parasetamolle
indtklenen grupta sinuzodial dilatasyon, hicre
infiltrasyonu  goézlemlemistir  (19).  Yapilan
calismalarda perivenuller inflamasyon hepatik
nekroz alanlarini tespit etmislerdir (20). Yapilan
bagska  bir ¢alismada da  sagliklh  grubun
parasetamollle  indiklenen  grupta  piknotik
cekirdek dejenarasyon alanlarin  varhigini
belirtmislerdir (21). Yine yapilan baska bir
calismada parasetamol  grubunda  neckroz,
inflamasyon, infiltrasyon ve dejenerasyon alanlari
gorildugi  bildirilmistir  (22).  Calisgmamizda
parasetamolle indiikledigimiz grupta ve diisitk doz
Berberis vulgaris  bitki bitki ekstresi verdigimiz
grupta inflamasyon alanlari, dejenerasyon alanlari
ve nekroz dikkat cekmekteydi. Yiksek doz bitki
ekstresinin disitk doz bitki ekstresi verdigimiz
grupla karsilastirdigimizda Yiksek doz  bitki
ekstresinin  parasetemol  toksisitesinin = verdigi
zarari azaltiginl gérmekteyiz. Karaciger enerjisinin
ana kaynagi glikojendir. Yapilan bir calismada
parasetamolle indiklenen grupta bazi
hepatositlerde  diger gruplara goére glikojen
varliginin  arttigini - géstermislerdir- (23). Bunun
bircok  nedeni  olabilir.  Bunlar  arasinda
parasetamolun  dogrudan glikojenoliz  tizerine
dogrudan bir etkisinin olabilecegi, hepatik nekroz,
azalmis glutatyon seviyeleri, reaktif metabolit
olusumu olabilmektedir (24). Yaptigimiz ¢alismada
parasetamolle indtkledigimiz gruptaki
hepatositlerde diger gruplara gore glikojenin
arttigini  gérdik. Farkli bir calismada, Berberis
vulgarisin fenolik bilesiklerinden dolayt
antienflamatuar etkisinin oldugunu gostermislerdir
(25).  Berberis  wnlgaris'in - karacigerde karbon
tetraklorid (CCl4) tarafindan  indiklenen
Inflamatuvar hiicrelerin infiltrasyonunu
azaltabildigini ve hepatositleri CCl4'in neden
oldugu karaciger hasarlarina karst koruyabildigini
gbstermistir (20). Baska bir c¢alismada Berberis
vulgaris’in - toksik olan bazi kimyasallara karst
koruyucu etkisini gOstermislerdir (27). Berberis

ve
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vulgaris, Berberidaceae familyasina aittir. Berberis
vulgaris  meyvesinin  hipoglisemiye = neden
olabilecegi ve hepatositler tzerinde sitoprotektif
etkisi oldugunu bildiren ¢alisma da mevcuttur.
Ayni calismada Berberis vulgaris'in bagirsak iyon
salgtsiny, diz kas kastlmasini  ve iltihabt
engelleyebilecegini  gOstermigtir  (28).  Serbest
oksijen tirleri hepatik hiicreler gibi hucrelerin
zarlarina zarar vererek karacigerdeki AST, ALT,
ALP enzimlerin artmasina sebep olmaktadir. Bu
enzimlerin artmast da karaciger hasarina neden
olmaktadir. Bu nedenle parasetamol verilen grupta
da bu enzimlerin arttigini  gbsteren ¢alisma
mevcuttur (29). Berberis vulgaris bitki ckstresinde
bulunan berberinin antioksidan 6zelliginden dolay1
serbest oksijen tiirlerinin verecegi hasari azalttigini
gbsteren  calismalar  da mevcuttur  (30).
Calismamizda parasetamol toksisitesinin
karacigere verdigi zarari Berberis vulgaris ektresinin
400 mg/kg olan grupun azaltugini yaptgimiz
histopatolojik sonuclarda gézlemledik.

Calisma Sinirlamalari:  Calismamizda  Berberis
vulgaris bitkisi extresinde hangi molekilin etkili
oldugunu  tespit edebilecegimiz  laboratuvar
kosullarimizin ve ekibimizde bu konuda tecriibeli

olan bir arastirmacinin olmamast Onemli bir
sinirlilik olarak degerlendirildi.

Sonug

Berberis vatlgaris bitki ekstrasinin hem

antiiflamatuvar hem de antioksidan 6zelliginin
olmasindan dolayt Parasetamol kaynakli hepatik
toksisiteyi azaltigr gorilmektedir. Yaptigimiz PAS
boyamast sonucunda parasetamolle indtkledigimiz
grubun hepatositlerinde glikojen birikimi dikkat
cekmekteydi. Parasetamol toksisitesinde Berberis
vulgaris bitki ekstresinin 400 mg/kg parasetamolin
hepatotoksik etkisine karst kullanimi icin daha ileri
dizeyde calismalar yapilmast gerekmektedir.
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