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Ozet: Bu ¢aligmada, ratlarda karbon tetrakloriir
(CCIy) ile olugturulan karaciger harabiyetinde, bir
kalsiyum kanal blokeri olan verapamilin (VP) koru-
yucu etkisi aragtirtldr. Caligmaya 4 grup rat alind.
A ve B grubu ratlara Iml. serum fizyolojik (SF), C
ve D grubu ratlara eyit miktarda VP 25mgr. kg int-
raperitoneal (t.p). verildi. I saat sonra A ve C gru-
buna 1ml.SF, B ve D grubuna Iml/kg.CCI 4 %100
i.p verildi. Son iglemden 6 saat sonra ise A ve B
grubu ratlara 1ml. SF, C ve D grubu ratlara eyit
miktarda VP 25mgr. [ kg i.p. olarak vcrildi. 24 saat
sonra tiim ratlardan kan érnekleri alinarak serum
enzimleri (SGOT=Scrum glutamik oksaloasctik
transaminaz, SGPT=Scrum glutamik piruvik tran-
saminaz) ¢alipilds, karacigerleri gikarilarak histo-
patolojik degerlendirme yapild.

A (kontrol) ve C(VP vcrilen) gruplarda serum en-
zimleri kargtlagtirildiginda anlomls bir farkliick
gozlenmedi. B grubu (CCly) ile kontrol grubu
(p<0,001) ve D grubu (VP&CCI,I) ile kontrol grubu
(p<0,001) arasinda anlamlt farklilik saptand:. B ve
D gruplar: scrum enzimleri kargilagtirildiginda da
farklhilik  oldugu gézlendi

aralarmda anlaml

(p<0,001).

Histopatolojik dcgerlendirmede; A ve C grubu rat-
larda normal karaciger doku ornekleri izlendi.
Skorlar arast fark anlamli degildi. B ve D grubu
ratlarin karaciger doku érnek lerinin incelenmesin-
de sentrizonal alanda yaygin nekroz, iltihabi hiicre
infiltrasyonu, graniiler, vakuoler dejencrasyon, bu-
lanik gigme, "balooning dcjenerasyon™ taimlandr.
A grubu ile B (p=0,0001, x*= 16.00) ve D (p=
0,004,:2-- 13.00) giruplart skorlamalart arasi fark
anlamli bulundu. B ve D grup skorlamalari arasi
fark ise anlamsezdli.
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Sonuglarimiz hepatotoksik ajanlarca olugturulan
karaciger hiicre harabiyctinin geligmesinde Ca?*un
énemli bir rol oynadigini, bu harabiyetin ise
Ca?*kanal blokerleri ile simurlanabilecegini goster-
mektedir,

Anahtar Kelimeler: Verapamil, Karbon tetraklonir, Kara-
ciger harabiyeti,

Summary: PROTECTIVE EFFECT OF VERAPA-
MIL ON CARBON TETRACHLORIDE-INDUCED
LIVER INJURY IN RATS

In this study, the protective cffect of verapamil (VP),
a calcium channel blocker, was investigated on car-
bon tetrachloride (CClg-induced liver injury in
rats.

The animals were divided into four groups. Iml
serum physiologic (SP) was given to the groups A
and B, an equivalent amount of VP 25mgr [ kg. was
given to the groups C and D intraperitoncally (i. p.
One hour later, 1ml. SP to the groups A and C,
Iml./kg. CCl4 %100 to the groups B and D werc
given i.p. 6 hours afler the last procedure, 1ml. SP
to the groupx A and B, an equivalent amount of VP
25mg kg.to the groups C and D were given i.p.24
hours later, blood samples were taken from all of
the rats and SGOT (serum glutamate oxalo-acetate
transaminase), SGPT (serum glutamate pyruvate
trasaminase) levels were measured and microscopic
cxaminations were done removing their liver.

No significant difference was found between the
transaminascs of the groups A and C. There was a
significant differcnce between the transaminase le
vels of groups A and B (p<0,001) and groups A and
D (p<0,001) and groups B and D (p<0,001).
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On microscopte examinations; we found normal
liver tissue samples in the groups A and C and
there was no significant difference between the sco.
res of the groups A and C. Centrizonal necrosis,
fatty degencration, inflammatory cell infiltration,
"baloonning dcgeneration” was determinated in the
groups B and D. Significant difference were found
between the scores of the groups B and D. Our re-
sults suggest that calcium plays an important role
on liver injury induced by hcpatotoxic agents and
this injury might be limited by calcium channel
blockers.

Key Words: Verapamil, Corbon tetvachlorida, Livor injury.

Dnx~a transkripsiyon ve replikasyonu, sitos-
keletal regiilasyon, fosfolipid, protein turnove-
rindaki degismeler, enzim bagimh yollarin re-
gilasyonu gibi birgok hiicresel olay serbest
sitozolik kalsiywmn tarafindan diizenlenmek-
tedir (1).

Sitozolik kalsiyum, ekstraselliiler ve intrareti-
kiiler kompartmanlarla (102mM) karsgilagti-
nldxgmda hiicre iginde ¢ok diisiik diizeydedir
(10"'mM) (2). Kalsiyum homeostazindaki de-
gismeler hepatoselliiller harabiyetin olusma-
sinda ve hiicre 6limiinde rol oynar, artmg
hiicre i¢i kalsiyum, harap olmus hiicre memb-
raninda asin iyon akimina ve hiicre depolan-
nin degismesine yol agarak hiicre 6liimiini
olusturur (3,4).

Bir hepatotoksik ajan olan karbon tetrakloriir
(CCly), karaciger hiicresi endoplazinik retiku-
lumunun kalsiyum sekestrasyon aktivitesini
bozarak sitozolik Kalsiyum artigina yol agar
(5,6). Artmus hiicre i¢i kalsiyum serbest oksi-
jen radikallerince olusturulan hiicre harabiye-
tini potansiyalize eder (7,8), mitokondrial
ATP sentezini azaltir, Ca2*-ATPaz enzimini
aktive eder, ve sonugta enerji reservi azalan
hiicre 6lir (1).

Kalsiyum kanal blokerleri ile kalsiyumun
hiicre igine akimmnin énlenmesi hepatositleri
harabiyete karsi korumaktadir (5,8,9). Bu
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ilaglar L-tip voltaja bagimh kalsiyum kanalla-
rin1 bloke ederek sitoprotektif etki gosterirler.
Ayrica antioksidan (7), kan akimim diizenle-
yen {5) ve inflamasyona yol agan mediatérleri
antagonize eden etkileri de(l) sitoprotektif
ozelliklerini olusturur.

Cahsmamz, bir kalsiyum kanal blokeri olan
verapamilin, CCl4 verilen ratlardaki hepato-
selliller harabiyetin 6nlenmesindeki roliiniin
arastirilmasi amaciyla planland:.

MATERYAL ve METOD

Bu ¢aligmada agirhklan 160-200gr. arasinda
degisen ratlar kullamildi. 16 saat siire ile ag¢
birakilan hayvanlarin sadece su igmelerine
izin verildi. Sabah saat 09.00'da ¢ahsma bas-
latildi. Ratlar 8'erli 4 gruba ayrilda.

A ve B grubu ratlara 1ml. serum fizyolojik
(SF), C ve D grubu ratlara esit miktarda vera-
pamil (VP) (Isoptin-CIBA) 25mgr. kgr (5.9)
intraperitoneal (i.p) verildi. 1 saat sonra A ve
C grubuna 1ml. SF,B ve D grubuna 1mlkg.
CCI4 %100 (Merck) (10,11) i.p verildi. Son is-
lemden 6 saat sonra ise A ve B grubu ratlara
iml. SF,C ve D grubu ratlara esit miktarda
VP 25mgr./kgr i.p. olarak verildi (5,9) (Tablo
1). 24 saat sonra tiim ratlardan eter anestezisi
altinda 2ml. kan ahnarak (intrakardiyak)
serum enzimleri {SGOT= Serum glutamik ok-
saloasetik transaminaz, SGPT= Serum gluta-
mik piruvik transaminaz) ¢ahsgildi (10-16), ka-
racigerleri gikanlarak gruplardan habersiz
patolog tarafindan histopatolojik degerlendir-
me yapildi. Gruplann skorlamas: Tablo II'de
goriildiigii sekilde belirlendi. Gruplar aras:
serum enzimlerinin kargilagtirinalarinda stu-
dent t-testi, histopatolojik skorlarin karsilas-
tirmalarinda ise ¢ok gozli KiKare testi kulla-
nild.

SONUCLAR

Gruplara ait SGOT, SGPT degerleri Tablo
HTI'de verilmistir. Goriuldigi gibi A grubunda
SGOT: 129+-25, SGPT:64+-6,B grubunda
SGOT: 1903+-239,SGPT:1900+-197,C grubun.
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Tablo I: Caligma gruplan.

KAYA ve Ark.

Tablo I: Histopatolojik skorlama

Saat  Al.p Bip Chi.p Dhp

09.00 1ml. SF 1ml, SF VP (25mgr/kg) VP (25mgr/kg)
10.00 1ml. SFlmlUkg.CCI4 1ml. SF 1ml/kg.CCI4
16.00 1ml. SF iml. SF VP (25mgi7kg) VP (25mgr/kg)

VP: verapamil SF: Serum fizyolojik
CCI4: Karbon tetvaklorur i.p: intraperitoncal

da SGOT: 124+-15, SGPT: 60+-6, D grubunda
ise SGOT: 978+-60, SGPT: 1028+-204 olarak
bulundu. a (kontrol) ve C (VP verilen) gruplar-
da serum enzimleri kargilastirildiginda an-
lamh bir farklihk gozlenmedi. B grubu (CCly)
ile kontrol grubu (p<0,001) ve D grubu
(VP+CCly) ile kontrol grubu (p<0,001) arasin-
da anlamh farkhilik saptandi. B ve D gruplan
serum enzimleri karsilagtinld:iginda ise arala-
rinda anlamh farkhhk oldugu gézlendi
(p<0,001) (Sekil 1).

Histopatolojik degerlendirmede; A ve C grubu
ratlarda normal karaciger doku ornekleri iz-
lendi. (Resim 2,3) Skorlar arasi fark anlamh
degildi. B ve D grubu ratlarin karaciger doku
orneklerinin incelenmesinde sentrizonal alan-
da yaygin nekroz; iltihabi hiicre infiltrasyonu,
graniiler, vakuoler dejenerasyon, bulanmk
sisme, "ballooning” dejenerasyon tanimlandi

(Resim 4,5). A grubu ile B(p= 0,001, x2=16.00)
ftirml
2000 — —

—

1500 [l scoT
1600 23 SGPT joo
1400

1200+
1000+
800 +

Z 7/

CCl+Verapamil

Koutrol ~ Verapamil CCl4

Sekil 1: Gruplara gite serum transaminaz degerlerd,

Lezyon Skor

Normal 1
Hafif granuler vo vakuoler dojenerasyon,
bulamk sigme, konjesyon, mikrovezikaler

yoglanma 2
2+ hepstositlerde pignotik degisiklikler

"hallooning” dejencerasyon 3
2+3+sentrizonal bolgedo siddetli nekroz 4

ve D (p= 0,004, x2=13.00) gruplan skorlamala-
r arasi fark anlamh bulundu. B ve D grup
skorlamalar arasi fark ise anlamsizdi.

TARTISMA

Deneysel ¢caligmalarda CCl47in, karaciger hiic-
resi endoplazmik retikulum tarafindan yap-
lan Ca2+ sekestrasyonunu inhibe ettigi géste-
rilmigtir (1,17-19). Bu nedenle hiicrelerde
sitozolik Ca2+ diizeyleri artmaktadir. Ratlarda
CCi4 ile olusturulan hepatotoksisite sonucu
sitozolik Ca2*'un normalden 100 misli arttig:
saptanmistir. (6) Intraselliiler Ca2+ artis1 so-
nucu Ca2+ bagim sitozolik enzimler aktive ol-
makta, irreversible hiicre harabiyeti basla-
maktadir.

Karaciger parenkimt harabiyetini gosteren
énemli parametrelerden olan serum transami-
nazlan deneysel olarak CCly4 veriligini takiben
6. saatte yikselmeye baslamakta, 12 saatte
maksimum dizeylere g¢ikmaktadir (14,16,20).
72 saat sonra bile transaminaz diizeyleri yiik-
sek seyretmektedir. Bu biyokimyasal marker-
larin yaninda morfolojik olarak da degisiklik-
ler gozlenmektedir. CCl4 verilisinden 24 saat
sonra karacigerin histopatolojik incelemesinde
sentrizonal nekroz (20), yagh dejenerasyon,
pignotik niikleus, inflamatuar hiicre infiltras-
yonu (21) gozlenmigtir.

Calismannzda da bu gézlemlerle uyumlu ola-
rak ratlara CCl4 verilisinden 24 saat sonra
karacigerlerinde biyokimyasal ve histopatolo-
jik benzer degisiklikler bulunmustur. Ayrica
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Seckil 2: Normal karaciger dokusu SKOR-1 (H+Ex100)

muhtemelen CCl4'in i.p verilmesine bagh ka-
racigerde subkapstler nekroz odaklan saptan-
migtir.

Ca2t kanal blokerlerinin hiicre koruyucu ézel-
likler deneysel ¢ahsmalarla gosterilmistir.
Ratlarda d-galaktozamin ve CCly ile olusturu-
lan akut karaciger harabiyetinde yiikselen ka-
raciger enzimlerinin ilk 4 saat iginde verilen
CaZ2* kanal blokerleri ile anlamh sekilde diis-
tigi saptanmigtir (9). Ca2* kanal blokerleri-
nin ayrica Na+/K+-ATPaz, cAMP fosfodieste-
raz, protein kinaz C ve kalmodiilin gibi hiicre
i¢gi sistemleri de etkiledigi bilinmektedir
(2,22)

Ca2* kanal blokerlerinin antioksidan ozellik-
leri vardir. VP'in lipid peroksidasyon uriinleri-
nin olugmasim ve endojen antioksidan olan
glutatyonun kaybmm o6nledigi gosterilmistir
(23). Ratlarda ise hepatoselliler iskemik-
reperflizyon harabiyetini muhtemelen oksijen

Tablo IH: Ratiarda SGOT ve SGPT oitalama degerlerd,
standart sapmalan.

SGOT (iwmil) SGPT (iwm})
(A) KONTROL 129+-25 64+-6
(B) CCl4 1903+-239 1900+-197
(C) VERAPAMIL 124+-15 60+-6
(D) CCI4+VERAPAMIL 978+4-60 1028+-204

Cilt 3, Say: 2, 1992

Sekil 3: Mikrovezikuler yaglanma, vakuoler dejencras-
yon SKOR-2 (H+Ex400)

radikallerine kars: hiicreyi koruyarak azalttiga
saptanmgtir (8).

CaZ2* kanal blokerlerinin diger bir 6zelligi de
reseptor antagonisti olmalanrdir (24). VP'in rat
karacigerinde a-adrenerjik antagonizma gos-
terdigi saptanmistir (25). Ayrica histamin ve
seratonin gibi inflamasyonda rol oynayan me-
diatorler ile olusan kapiller permeabilite art:-
simi (26-28) ve histamin (26) ile lokotrien
(LTD4) (29) tarafindan olusturulan diz kas
kontraksiyonunu da onledikleri gosterilmisgtir.
Ca2+ kanal blokerlerinin vaskiiler diiz kaslar
uzerine vazodilator etkileri vardir (5), karaci-
gerde hepatik arteriolervazodilatasyona yol
agarak kan akimmni artinrlar. Belirtilen tim
etkiler Ca2* kanal blokerlerinin hiicre koruyu-
cu ozelliklerini agiklamaktadir.

Ratlara thioasetamid, parasetamol ve CCl4
uygulanisindan  6nce verilen nifedipinin
(25mgr/kg) karacigerde sentrilobiiler nekroz
olugmasimi 6nledigi rapor edilmistir (5). VP'in
ise 25mgr/kg dozlarinda dimetilnitrosamin ile
olusturulan hepatik harabiyet tiimiiyle 6nledi-
gi, CCl4'e karsi ise kismi koruma sagladiga
gosterilmistir (1). Diger bir Ca2+ kanal blokeri
olan diltiazem, endotoksemi sonucu olusan ka-
raciger hiicre igi Ca2* birikimini dolayisiyla
hiicre harabiyetini onleyebilmektedir (30).
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Sekil 4: Karaaiferde subkapsuler nekmoz, hepstositlerde
rigmtik degigiklikler, mikrovezikuler yaglanma, vakuo-
cr dejencraxyon  “ballooning” dejencrasyon  SKOR-3
(H+Ex200)

Ca2+* kanal blokerleri hiicrede mitokondriyal
Ca2+ alimmindan ¢ok mitokondriyal Ca2+ sa-
hinimini inhibe ederler (25), Deneysel ¢alisma-
lar hepatotoksinler ile olusturulan harabiyet-
te, voltaja bagimh Ca2+ kanallarinmn,
reseptére bagimh olanlara gére daha duyarh
oldugunu géstermektedir (31). Ca2* kanal blo-
kerleri de ¢ogunlukla voltaja bagiml kanallan
etkileyerek hiicreye Ca2* girisini azaltarak,
zedelenmeden en fazla etkilenen sentrilobiiler
bolgenin kanlanmasimi ve oksijenasyonunu ar-
tirarak koruyucu etkilerini gosterirler (5).

Cahismamizda da CCI, ile olusturulan karaci-
ger harabiyetinin CCl4 uygulamisindan once
ve sonra verilen VP ile kismen énlenebildigi
gosterilmistir. Muhtemeldir ki CCl4 e kars
VP'in koruyuculugu daha ¢ok ultrastriktiirel
dizeydedir. Bu nedenle 151k mikroskopisi ile
yapilan patolojik analizlerde VP'in koruyucu-
lugu anlamh olarak saptanamanusgtir.

Sonuglariniz hepatotoksik ajanlarca olugturu-
lan karaciger hiicre harabiyetinin gelismesin-

KAYA ve Ark.

Sekil 6: Karaciferde =entrizons! nekroz SKOR-4
(H+Ex 100)

Sekil 6:
(H+Ex200)

Karaciferde sentrizonal nekroz SKOR-4

de Ca2+'un énemli bir rol oynadigini, bu hara-
biyetin ise Ca2+ kanal blokerleri ile simrlana-
bilecegini gostermektedir. Ca2* kanal bloker-
lerinin hiicre koruyucu etkilerinin
mekanizmalarinin agiga gikanlabilmesi igin
genis calismalara thtiyag vardir.
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