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1. GIRIS

Karaciger onemli bir¢ok metabolik fonksiyonu diizenleyen bir organdir.
Karaciger hastaliklar1 diinya ¢apinda hala bir saglik problemi olmaya devam etmektedir.
Karaciger hastaliklarinin tedavisinde kullanilan sentetik ilaclar bazen yetersizdir, bazen
de ciddi yan etkilere sahip olabilir. Bu nedenle gelismis iilkeler dahil diinya iizerinde
pek cok insan icin tamamlayici ve alternatif tip gittikce onem kazanmaktadir (Rao ve

ark., 2006; Shallan ve ark., 2008).

Anatomik yerlesimi, fizyolojik ve biyokimyasal gorevleri nedeniyle zararh
madde ve ilaglara sikga maruz kalan karacigerde hasar dahil, cesitli patolojik tablolara
yol acan maddelerden biri de CCl,’dur (Robbins ve ark., 2004). CCl,’iin diisik dozlarda
hepatositlerde yag dejenerasyonuna; yiksek dozlarda ise hepatositlerin nekrozuna
neden oldugu bildirilmektedir (Wang ve ark., 2005; Sanli, 1988).

CCls’e bagl karaciger hasarinda meydana gelen lipit peroksidasyonu oldukga
onemlidir (Nadkarni ve Souza 1988; Parola ve ark., 1996). Clinkii bu hasara bagh
olarak ilerleyen siire¢ sonunda karaciger fibrozisi ve siroz olusabilir. Karaciger
fibrozisi; ekstraselliller matriks komponentlerinin artmasi1 ile karakterizedir.
Ekstraselliiler matriksin yapimi ve yikimi arasindaki denge; olusan toksik oksijen
radikallerine bagli olarak, potent profibrojenik mediatorlerin de aktive olmasi ile siirekli
matriks yapimi yoniinde bozulmaktadir (Liebert ve ark., 2005). Yapilmis olan bir¢ok
caligmada karaciger hastaliklarinda; oksidatif stres ve buna bagli olarak ortaya ¢ikan

karaciger hasari ile fibrozis arasinda iliski oldugu gosterilmistir (Shimiziu, 2001).

Fucoidan, kahverengi deniz yosunlarinlarindan eksrakte edilen stilfatli bir
polisakkarittir. Kahverengi deniz yosunlarinin hicrelerarasi boliimlerinde veya zamkli
matriksinde bol miktarda bulunur. Antienflamatuar, antiviral, antikoagulan, antitumor,
antitrombotik ve antifibrotik gibi genis bir biyolojik aktiviteye sahiptir. Fucoidan
verilmesiyle CCl, tarafindan uyarilan akut ve kronik karaciger hasarini azalttig1, hepatik
fibrozisi zayiflattigi bildirilmektedir (Hayashi ve ark., 2008). Hepatik hasarlarda,
hepatositlerdeki tahribat ve hepatik satellit hicrelerin aktivasyonu kilit role sahiptir.
CCly serum transforme edici biiyiime faktorii p (TGF-B) seviyesini arttirir ve reaktif

oksijen tarlerinin tretimiyle ilgili bir hepatotoksin olarak etki eder (Weiler-Normann ve


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299907012551#bib31

ark., 2007). Fucoidanin TGF-f ile interaksiyona girdigi ve reaktif oksijen tlrlerini
yakaladig1 rapor edilmis (Boisson-Vidal ve ark., 1995; McCaffrey ve ark., 1994; Xue ve
ark., 2001), CCltin uyardig lipit peroksidasyonunu azalttigi bildirilmistir (Hayashi ve
ark., 2008). Fucoidanin antifibrojenik etkisi hepatik satellit hiicrelerinin aktivasyonunun
zayiflatilmasiyla olugur. TGF-B’nin inhibisyonu ve reaktif oksijen tiirlerini yok ederek,
hepatik satellit hiicrelerin aktivasyonuna neden olan olaylarin akigini baskilar (Hayashi

ve ark., 2008).

CClyUn olusturdugu hepatotoksisite tizerine fucoidanin etkisini inceleyen
calismalarin sayist oldukg¢a azdir. Bu ¢aligmada ratlarda CCl; ile olusturulan
hepatotoksisitede fucoidan kullanilmasinin karaciger enzimleri (ALT, AST ve GGT),
bazi biyokimyasal parametreler (albumin, globulin, total protein) ile protein

fraksiyonlari lizerine etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299907012551#bib2
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299907012551#bib22
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299907012551#bib33
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299907012551#bib33

2. GENEL BILGILER

2.1. Karacigerin Yapisi

Karaciger, yasamsal oneme sahip birgok onemli biyokimyasal fonksiyonun
merkezi konumunda olan hayati bir organdir. Diyaframmn hemen altinda ve sag
hipokondriyak boslugun biiyiik bir boliimi ve abdominal pelvik kavitenin epigastrik
bolgelerinin bir kismini1 kapsar. Karaciger anatomik olarak falsiform ligamentle biiyiik
sag lob ve daha kii¢iik olan sol lob olmak iizere 2 ana loba ayrilir (Sekil 1). Sag lob,
ayrica bir inferiyor dordiincii (quadrate) lob ve bir de posteriyér (caudate) lobu

bulundurur (Tortora ve Grabowsky, 1996).

20-30 mikron ¢apinda olan, Karaciger hiicreleri (hepatositler) poligonal hiicre
yapisina sahiptir. Hepatositin sitoplazmasinin eozinofilik yapiya sahip olmasi;
hemotoksilen eozinle (H.E) boyanmis kesitlerde ¢ok sayida mitokondri ve bir miktar
diiz endoplazmik retikulumun bulunmasi nedeniyledir. Her bir hepatositin yiizeyi; diger
hepatositlerle ve disse araligi boyunca siniizoidlerin duvariyla etkilesim durumundadir.
Iki hepatositin temas ylzeyinin bitisik oldugu her yerde, hiicrelerin arasinda safra
kanalikull olarak bilinen tubuler bir yap1 bulunur. Safra kanal sisteminin ilk kisimlarini
safra kanalikilleri olusturur. Karaciger lobiiliiniin plaklari boyunca anastomoz yapan ve
karmasik bir ag olusturan safra kanalikulleri portal alanlarda son bulurlar. Kibik ya da
prizmatik epitel ile kapli olan safra kanallar1 belirgin bir bag dokusu kilifina sahiptirler.
Safra kanallari; sag ve sol hepatik kanallarini olusturarak karacigerden ayrilirlar (Aslan,
2005).

Hepatosit sitoplazmasi hem diiz hem de graniillii endoplazmik retikulumdan
zengindir. Hepatositte grandlli endoplazmik retikulum; sitoplazma icgine dagilmis
kiimeler meydana getirir, bunlar bazofilik cisimler olarak adlandirilir. Birka¢ farkli
protein (fibrinojen, kan albumini) sentezi bu yapilardaki poliribozomlarda yapilir.
Hepatositte lizozom organeli de bulunur. Hepatosit lizozomlar1 hiicre i¢i yash
organellerin yikimi ve doniisiimii igin 6nemli fonksiyona sahiptirler. Lizozomlar gibi
enzim iceren ve hepatositlerde bol miktarda bulunan diger bir organelde

peroksizomlardir. Peroksizomlarin gorev ve fonksiyonlarindan bazilari; yag asitlerinin



oksidasyonu ve bu oksidasyon sonucunda olusan hucre igin toksik bir madde olan
hidrojen peroksitin katalaz aktivitesi yoluyla yikilmasi, piirinlerin (AMP, GMP)
fazlasinin trik asite doniistiiriilmesi, kolesterol, safra asitleri ve miyelin yapiminda
kullanilan bazi lipitlerin sentezi gibi gorevlerle ilgili enzimleri icerir. Golgi
kompleksleri hepatositlerde bol miktarda bulunur. Bu organelin fonksiyonlari arasinda;
lizozomlarin meydana getirilmesi ve plazma proteinlerinin (6rn. albumin, kompleman
sisteminin proteinleri), glikoproteinlerin (6rn. transferrin) ve lipoproteinlerin (6rn. ¢ok
diisiik dansiteli lipoproteinler) salgilanmasi gibi gorevlere sahiptir (Aytekin ve

Solakoglu, 2006).

kaudat lob

sol lateral loh

teral lob

sol mediyal lob
Sekil 1. Sigan karacigeri (Anonim, 2013a)
2.1.1. Karacigerin fonksiyonlari

Karaciger, metabolizmanin diizenlenmesi ve uyum igerisinde iglemesi igin

gerekli bircok yasamsal fonksiyona sahiptir. Bu fonksiyonlarin baslicalart;

1. Yabanci veya toksik maddelerin nétralize edilmesi ve atilimlari,

o

Ilaclarin inaktivitesi, metabolizmasi ve atilmalari,

3. Karbonhidrat metabolizmasinda; glukoneogenez, glikojen sentezi ve

yikimlanmasi,

4. Lipit metabolizmasinda; yag asidi sentezi, kolesterol sentezi ve atilmasi,
lipoprotein sentezi, ketogenez, safra asitlerinin sentezi ve vitamin D’nin

aktivasyonu,



5. Protein  metabolizmasi;  pithtilasma  faktorleri  ve  bir  kisim
immunglobulinlerde oldugu gibi plazma proteinlerinin sentezi ve iire

sentezi,

6. Tiroit, steroid ve diger hormonlarin baslica katabolizma yeri ve plazma

hormon diizeylerinin diizenlenmesinde rol oynamasi,
7. Bilirubinin glukuronik asitle konjugasyonu ve atilimi,

8. Bazi vitaminlerin (A, Bz, D, E ve K) ve minerallerin (bakir ve demir)

depolanmasi baslica gorevlerinin arasinda sayilabilir (Karagiil ve ark., 2000).

2.2. Karbontetraklortr (CCly)

CCly, kuru temizleme amacl, ¢oziicii ve eskiden dondurucu olarak kullanilan bir
hidrokarbon bilesigidir (Farrell, 1998; Ozoran, 1987) (Sekil 2). Karbondisilfiriin
klorlandirilmasiyla veya ayni bilesigin kiikiirt monokloriir ile tepkimesi sonucu ortaya
¢ikan CCly; yiksek dozlarda kullanildiginda karacigerde harabiyet olusturur, hatta siroz

olusturabilir. Viicuttaki diger organlarda da dejenerasyonlar meydana getirir.

CCl, viicuda inhalasyon, sindirim ve deri yoluyla alinabilir (Sismanoglu, 1995).
Insanlarda CClg’Un toksik dozu solunum yolu ile alindiginda 65 ppm; agizdan
alindiginda ise 4 ml’dir. Emildikten sonra biitiin organ ve dokulara dagilim gosteren
CCly, en ¢ok yag dokusunda birikir. 2-6 giin i¢inde yavas¢a dokulardan uzaklagarak
baslica akcigerler ve az miktarda da bobrekler yoluyla viicuttan uzaklastirilir (Kayaalp,
1991). Zehirlenme bulgular1 deri, solunum veya agiz yoluyla emilimini takiben hemen
ortaya cikar. CCly zehirlenmesi Merkezi Sinir Sistemi’nin baskilanmasina neden olur.
Buna bagli olarak goriilen baslica belirti ve bulgular; bas agrisi, bas donmesi, halsizlik,
ataksi, gorme bulaniklig1, uyuma hali ve biling kaybidir. Bulanti, kusma ve karin agrisi
ilk glinden itibaren sekillenir. Karaciger yaglanmasi ve hasari ile ilgili belirtiler CCl’Un
emiliminden birka¢ gun sonra ortaya ¢ikar. Karaciger hiicrelerinin nekrozu sonucu
aspartat aminotransferaz (AST) ve aldolaz enzim duzeylerinde artig goriiliir.
Protrombin zamani uzar (Mayer ve Hemmens, 1997; Wang ve ark., 2005). Uzun sureli
fakat diisiik miktarda (45-100 ppm) CCl,; solunmasi huzursuzluk, asir1 hareketlilik ve

bagirsaklarin diizensiz kasilmalarina sebep olur. Maruz kalma birkag haftay1 gegtiginde



ciltte kuruma, kabarik kirmizi lekeler, tirnaklarda hassaslasma ve kuruma ortaya ¢ikar.
Solunmadig: siirece bulgular azalir, ancak tekrarlandiginda yeniden niiks eder (Wang
ve ark., 2005).

Prooksidan aktiviteye sahip olan CCl; hepatotoksik etkisinden dolayr deney
hayvanlarinda siroz olusturmak i¢in kullanilmaktadir. CCls mikronodiler siroz
olusturur. Degisik deney hayvanlarinin CCly’e verecegi cevabi Onceden tahmin etmek
ve bu yolla karaciger sirozu modeli olusturmak zordur (Arii ve ark., 1990; Dashti ve
ark., 1989).

Sekil 2. Karbontetraklorir (Anonim, 2013b)

2.2.1. Karbontetrakloruriin karaciger iizerine etkisi

Karacigerde hasar dahil gesitli patolojik tablolara yol acan maddelerden biri
olan CCl; (Robbins ve ark., 2004), insanlarda oldugu gibi deney hayvanlarinda da
hepatotoksisite olusturan bir ksenobiyotiktir (Lee ve ark., 2007). Bu hasarin degisik
sekillerinin, oksidatif stres ve bunu takiben ortaya ¢ikan serbest radikallerle olustugu
bilinmektedir. Toksik oksi ve hidroksi radikallerinin lipit peroksidasyonu ve bagka
yollarla hepatosit membranini hasarlayabilecekleri invivo/invitro ortamlarda deneysel
olarak ortaya konmustur (Foulis ve ark., 1988; Sherlock, 1986). CCl, gibi karaciger
hasaria neden olan hepatotoksik ajanlarin kullanimi c¢esitli 6l¢iilerde hiicre yapisinin
bozulmasina ve hiicre 6liimii ile karakterize tablonun olugsmasina neden olur (Wu ve

ark., 1999).



CCly’in diisiik dozlarda hepatositlerde lipit peroksidasyonuna; yuksek dozlarda
ise hepatositlerin nekrozuna neden oldugu bildirilmektedir (Wang ve ark., 2005; Sanli,
1988). Yaglanmaya neden olan ve diger karaciger yaglanmasi yapan ajanlarda oldugu
gibi c¢ogunlukla trigliseritlerin karacigerden iletiminin Onlenmesidir. Apolipoprotein
sentezinin dejenere olmasi, trigliseritlerin apolipoproteinlere baglanmasinin bozulmast,
lipoproteinlerin hepatosit membranindan iletimindeki bozukluklar; trigliseritlerin
tasinmasini  bozabilir. CCl, periferik adipoz dokudan yag serbestlesmesini de

artirmaktadir (Ili¢in ve ark., 2005).

CCly, sitokrom CYP2E1l, CYP2B1, CYP2B2 ve yiiksek olasilikla CYP3A
tarafindan aktive edilip triklorometil radikali (CCls) meydana getirir. Bu radikal nikleik
asit, protein ve lipit yapili hiicresel molekiillere baglanabilir ve ayni1 zamanda oksijenle
reaksiyona girip son derece reaktif olan triklorometil peroksil (CCI;00") radikalini
olusturur. Bu oksijen radikali poliansature yag asitleriyle reaksiyona girerek lipit
peroksidasyon zincir reaksiyonunu baslatir. Mitokondri, endoplazmik retikulum ve
plazma membranindaki lipitlerin bozulmasina neden olan bu durum gecirgenliklerini
etkiler, bunun sonucunda da hiicre ici kalsiyum birikmesi ve homeostazisin

bozulmasiyla ciddi hiicresel hasara yol agar (Weber ve ark., 2003).

2.3. Fucoidan

2.3.1. Fucoidanin yapisi ve elde edilmesi

Ik kez Kylin (Percival ve McDoweell, 1967; Levring ve ark., 1969) tarafindan
izole edilip adlandirilan fucoidan literatirde fukoidin olarak da isimlendirilmektedir.
Kahverengi deniz yosunlariin hiicrelerarasi boliimlerinde veya zamkli matriksinde bol
miktarda fucoidan bulunmaktadir. Eksiidanin (polimeri igeren sivi) alginik asiti de
iceren Laminaria digitata, Ascophyllum nodosum ve Macrocystis pyrifera tirlerinin
yapraginin yiizeyinden sizan miisilaj benzeri 6zde bulundugu 1950°den sonraki
aragtirmalar sonucu gosterilmis ve tiirden tiire ortalama miktarinin degistigi yapilan
caligmalarla tespit edilmistir. Polisakkarit yapisinda polimer, higroskopik 6zellige sahip

olup, bitki iginde viskoz bir birlesim halinde bulunmakta ve bitkilerin su kaybini

Onlemektedir. Fucoidanin kimyasal yapis1 Sekil 3’de verilmistir.



Sekil 3. Fucoidanin kimyasal yapis1 (Sezer, 2006)

Kylin (Percival ve McDowell, 1967) fucoidani L. digitata, F. vesiculosus ve A.
nodosum’dan izole etmistir. Hidrolizi takiben fukozu, fenil-L-fukosazon olarak ayirmis
ve boylece hidrolizatta pentozlarin da varoldugunu bulmustur. Daha sonralar1 gesitli
kahverengi deniz yosunlari elde edilen fucoidanla ilgili yapilan galismalarda, polimerin
ksiloz, galaktoz, uronik asit siilfat tagiyan ve birbirlerine 1,4-O- kopriileri ile bagli olan
fukoz g¢ekirdeklerinden olustugu saptanmistir (Chevolot ve ark., 2000; Levring ve ark.,
1969; Mabeau ve ark., 1990; Ruperez ve ark., 2002).

Fucoidanin karmasik yapisinin tek bir ¢ekirdekten meydana gelmedigi 1954
yilinda O’Neill tarafindan, daha sonra 1963 yilinda ise Larsen ve Haug tarafindan
detayli olarak aydmlatilmistir. Elde edilen sonuglar ekstrede, yalnizca farkli oranlarda
stilfatlanmis benzer polisakkaritlerin olmasinin yani sira, ¢ekirdek yapilar1 farkli olan

polisakkaritlerin de bulundugunu gostermistir (Percival ve McDowell, 1967).

Su veya asitle muamele edilen fucoidan daha sonra asagida belirtilen iki farkli
yonteme gore elde edilir. Fucoidanin nasil elde edildigini gosteren sema Sekil 4’de

verilmistir.

a)Kursun Hidroksit Kompleksi Halinde Saflastirma: Daha 6nceden kurutulmus
olan deniz yosunlari, 24 saat siUresince kaynar su banyosunda ekstre edilir.
Filtrasyondan sonra ekstre, alginat ve protein ¢oktiirme islemi tamamlanana kadar

kursun asetatla muamele edilir ve filtrata baryum hidroksit eklenir. Boylece fucoidan



kursun hidroksit kompleksinin ayrigmasi saglanir. Diyalizden sonra, ham fucoidan

alkolle ¢oktiiriilerek ayrilir (Levring ve ark., 1969; Percival ve McDowell, 1967).

b)Alkol Ilavesi Ile Coktiirme Sonucu Saflagtirma: Kuru dgiitiilmiis deniz yosunu,
pH 2.0 - 4.5 arasinda % 10’luk (a/h) hidroklorik asitle ekstrakte edilir. Ekstrenin
notralizasyonu ve kuruyana kadar buharlastirilmasini takiben elde edilen kahverengi
cokelti ham fucoidani icerir. Ham fucoidanin saflastirilmasi i¢in ise suda ¢oziindiiriilen
cokelti % 30-% 60 konsantrasyondaki etanolle muamele edilerek fraksiyonel ¢oktiirme
islemine sokulur. Bu asamadan sonra % 20- % 30 civarinda saf olmayan &rnek,
formaldehit ve vakumda buharlastirma yontemiyle saflagtirilir ve materyalin tekrar suda
¢oOziindiiriilmesi ile berrak bir ¢ozelti elde edilmis olur (Passaquet ve ark., 1991,

Percival ve McDowell, 1967).



Taze ve dondurulmus kahverengi deniz yosunlar1

Aseton, etanol ve kloroformla

ekstraksiyon

Yagindan ve kirliliginden arindirilmis
deniz yosunlari

1. Oda sicakliginda %0.4 HCI ile ekstraksiyon
2. 60-70 °C sicaklikta H,O ile ekstraksiyon

1. ve 2. ekstreler

1. Polikrom-1 ve su ile ellisyon
2. % 5-15’lik etanol ile dillisyon
3. % 80’lik etanol ile ¢oktirme

Coktiirtilmiis ¢cokelti

1. Yeniden % 40’11k glasiyal aseton ile
coktirme
2. Yeniden % 80’lik etanol ile ¢coktirme

Fucoidan

Sekil 4. Fucoidanin tiretim semasi (Sezer, 2006)

Fucoidanin tiirevlerinin molekiiler agirlig1 ve biiyiikliigli hakkinda ayrintili bir

bilgi bulunmamaktadir. Clnki fucoidan igerigi ve fizikokimyasal 6zelligi tiirden tiire

farklilik gosterebilecegi gibi, ayni tiirden izole edilen polimerin de 6zelliklerinin kendi

icinde degisebilecegi bildirilmektedir (Percival ve McDowell, 1967). Osmometrik

tayinler sonucu fucoidanlarin ortalama molekiil agirliklarinin 133.000 = 20.000 D

R

arasinda degistigi belirlenmistir. Ultrasantrifiij ve Svedberg formiilii yardimiyla yiiksek

oranda saflastirilmig fucoidan numunesinde yapilan tayinlerde, polimerin molekiil

agirhigt 7.8 x 10° D olarak tespit edilmis; ancak kesin deger numunedeki ultra

saflagtirmalara ragmen tam olarak bulunamamustir. Tuzlu ¢dzeltide, fucan molekilinin
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yiiksek oranda yiiklii, dallanmis, rastgele bir yumak seklinde bigimlendigi izlenmistir
(Percival ve McDowell, 1967; Levring ve ark., 1969; Mabeau ve ark., 1990; Chevolot
ve ark., 2000).

2.3.2. Fucoidamn fizikokimyasal 6zellikleri

Fucoidan, alkolle ¢oktiirme yontemi ile hazirlandiginda sari ile kahverengi
arasinda renkli bir toz seklinde elde edilmektedir. Suda ¢ok iyi ¢ozunur fakat organik
cozlculerde ¢ozunmez. Polimerin —75°C ile —140°C arasinda birbirinden ayr1 6zel
degisimlere sahip oldugu ifade edilmektedir (Chizhov ve ark., 1999; Ruperez ve ark.,
2002; Mabeau ve ark., 1990; Bilan ve ark., 2002). Bernardi ve Springer tarafindan
hazirlanan saflagtirilmis fraksiyonlar suda, serum fizyolojikte (% 0.85) ve test edilen
tim tamponlarda % 3 (a/h) oraninda ¢oziinmektedir. % 1’lik sulu ¢dzeltide viskozitesi
diisiik olan fucoidan, ayrica dilatant 6zellik de gostermektedir (Percival ve McDowell,
1967). Seyreltik asit veya alkaliler ham materyalin &zelliklerinde geri doniisiimsiiz
degisikliklere yol agabilmektedir. Deniz yosunlarinin asitle etkilesmesi sonucunda elde
edilen Urlinin yiiksek yogunluktaki kalsiyum, potasyum veya aliiminyum tuzlar1 suda
coziinmezler. Bu ¢ozeltilerde degradasyon oldugu i¢in diisiik viskoziteye sahiptirler ve
zamk Ozellikleri yoktur (Ruperez ve ark., 2002; Levring ve ark., 1969; Mabeau ve ark.,
1990).

2.3.3. Fucoidamn farmakolojik 6zellikleri

Canli metabolizmasi i¢in 6nemli ve nadir sentezlenebilen bir pentoz olan L-
fukozun kaynagi fucoidandir. Bu sekerin elde edilmesi i¢in kullanilan sinirli maddeler
arasinda yer alir (Percival ve McDowell, 1967; Levring ve ark., 1969). Polimerin,
antikoagiilan 06zelligi incelenmis ve antikoagllan aktiviteye sahip fraksiyonlar ham
fucoidandan izole edilerek yiiksek oranda saflastirilmistir. Bazi fucoidan tlrlerinin
rekalsifikasyon testinde % 60 - % 80 oraninda ve toplam insan kan koagiilasyonu
inhibisyon miktar tayininde ise % 15 - % 18 oraninda heparin aktivitesine sahip oldugu
tespit edilmistir (Giraux ve ark., 1998; Soeda ve ark., 1992; Chevolot ve ark., 1999;
Nishino ve Nagumo, 1991; Nishino ve Nagumo, 1992; Minix ve Doctor, 1997; Mauray
ve ark., 1998; Kuznetsova ve ark., 2003).
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Fucoidanin, Siganlarda deneysel olarak olusturulan beyin enfeksiyonunda
Iokositler  Gzerindeki inhibisyon etkisi arastirilmigtir.  Deneysel — meningitis
olusturulduktan ilk 6 saat icerisinde hayvanlarda bolgesel serebral kan akis1 ve beyin
basincinin arttigi saptanmistir. Deney sonucunda kontrol grubunda serebrospinal sivi ve
beyin su igeriginde artis saptanirken, fucoidanla tedavi edilen grupta enflamasyonun

onemli 6l¢iide azaldigi tespit edilmistir (Angstwurm ve ark., 1995).

Nashino ve ark. (2000), E. kurome’den izole edilen yiiksek molekiil agirligina
sahip fucoidanin in vitro plazminojen etkinligini arttirdigini ve in vivo verilerle bu
sonuglarin benzer oldugunu ifade etmislerdir. Benzer sonuglar; E. kurome, A. nodusum
ve F. vesiculosus adli ¢ tiirden izole edilen fucoidanlarin antikoagiilan etkisinin
arastirtlmasi1 sonucunda da saptanmistir (Church ve ark., 1989; Dirig ve ark., 1997;
Nardella ve ark., 1996; Nishino ve ark., 1999).

Onemli farmakolojik ozellikleri olan fucoidanin diger bir 6zelligi de cesitli
bliyime hormonlarina ve lokositlere karsi olan affinitesidir (Arai ve ark., 1994,
Kobayashi ve ark., 1994; Soeda ve ark., 2000; Willenborg ve Parish, 1988; Skinner ve
ark., 1991; Linnemann ve ark., 2000). Bu bilgilere dayanarak birgok arastirmaci gesitli
bliyiime hormonlarina fucoidanin da iginde bulundugu siilfatlanmis glukan ve
glikolipitlerin baglanma Ozelliklerini arastirip incelemislerdir. Arai ve ark. (1994)
heparin, yiiksek oranda siilfatlanmis heparin, dermatan siilfat ve fucoidanin insulin
benzeri biyime faktori (IGF) iizerine etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda,
polimerlerin sulfatlanma derecesinin proteinlerle kompleks olusturma 6zellikleri
acisindan 6nemli ve IGF’a baglanmanin O-bagh siilfat gruplart ile dogrudan ilgili

olduklarini saptamislardir.

Fucoidanin yara tedavi edici etkisi Uzerine genellikle in vitro hicre kiltird
modelleri ile yapilan az sayida ¢alisma mevcut olup, bu bu konu Uzerine in vivo
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Cetin ve ark., 2001; Leary ve ark., 2004; Gan ve
ark., 1999; Vischer ve Buddecke 1991; Del Bigio ve ark., 1999; Fujimura ve ark.,
2000). Cilt yaralanmalardaki yara iyilesme prosesine fucoidanin etkisini arastirmak
amaci ile in vitro fibroblast-kollajen hiicre kiiltiiriinii kullanmislar ve F. vesiculosus’dan
ekstraksiyonla elde edilen fucoidani fraksiyonlandirarak farkli 6zellik ve molekiil
agirhigina sahip 12 adet fucoidan fragmenti elde etmislerdir. Bu fraksiyonlardan
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molekdl agirligr 10.000%in tzerinde olanlar jel filtrasyonundan gegirilmis ve fibroblast
hicre kultiriinde tedavi etkinlikleri incelenmistir. Deneyler sonucunda molekiil agirlig
30.000 ve iizerinde olan fraksiyonlarin kollajen jel kontraksiyonunu hizlandirdigi,
fibroblast gociinii onemli miktarda arttirdig1 ve yara iyilesmesi icin gerekli olan integrin
azB1’in ekspresyonunu arttirdig tespit edilmis ve bu tesirin olusmasinda hem ¢ekirdek
yapty1 olusturan fukozun hem de siilfat gruplarmin roliinin ©6nemli oldugu
kaydedilmistir. Dermal fibroblast hiicre kultiriinde fucoidanla birlikte TGF-B1 etkisi de
arastirtlmis ve TGF-B1’in antiproliferatif etkisinin 1 mg/ml ve (zerindeki fucoidan
dozlan ile onlendigi tespit edilirken, fucoidanin bu doz ve iizerinde uygulanmasi ile
fibroblast populasyonunda hizli bir artigin meydana geldigi kaydedilmistir (Leary ve
ark., 2004).

Fucoidan ve heparinin arteriyel yumusak kas hiicreleri (AYKH) iizerine
proliferatif etkilerinin karsilagtirildigi bir ¢alismada, AYKH hticre kilturine 80 ile 100
pg/ml konsantrasyonlari arasinda degisen fucoidan veya heparin eklenmis ve heparinin
proliferasyonu engelleyici etkisinin fukopolisakkaritten daha az oldugu goriilmiistiir.
Fucoidanin bu inhibisyon etkisinin zamana bagli olarak degisiklik gosterdigi ve en
yuksek etkiyi ilk 6 saat icerisinde yaptigi tespit edilirken, polisakkaritin hicre
proteinleri ve glukokonjugatlar iizerine herhangi bir etkisinin olmadigi fakat dolayl
olarak fibronektin ve trombospondin sentezini ve salinimini artirdigi saptanmistir
(Vischer ve Buddecke, 1991).

2.3.3.1. Fucoidanin mide koruyucu etkisi

Clodosiphon okamuranus tokida’dan elde edilen fucoidan, potansiyel mide
koruyucu 6zellige sahip oldukg¢a guvenli bir maddedir (Shibata ve ark., 2000). Fucoidan
helicobakteri piylori enfeksiyonlarina karsi antiiilser etkisi, adhezyon engelleyici
fonksiyonu ile dnemli bir madde gérunimdedir. Fucoidanlardan hazirlanmis ilaglarin
yukaridaki fonksiyonlar1 gergeklestirdigi bildirilmistir (Itsuko, 1995). Clodosiphon
okamuranus’tan elde edilen fucoidanin normal hiicrelere herhangi olumsuz bir etkisi

olmaksizin kanserli hiicrelerin biiylimesini engelledigi gosterilmistir (Kawamoto ve
ark., 2006).
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2.3.3.2. Fucoidanin antiinflamatuvar etkisi

Yangisal model olarak kullanilan ratlarda dokuz farkli kahverengi algden elde
edilen fucoidanlarin 16kosit yenilenmesini engelledigi, burada fukoz veya sulfat
iceriginin yapisal Ozelliklerinin fucoidanin etkisini ve yeterliligini etkilemedigi
gozlenmistir (Cumashi ve ark., 2007). Mekabu fucoidanin, pulmuner yangiy1 hafifletip,
alerjik yangilarin tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir (Maruyama ve ark., 2005).

2.3.3.3. Fucoidanin hepatopatiye karsi etkisi

Farelerde konkanavalin A tarafindan uyarilmis karaciger hasarinda fucoidan
verildigi zaman, endojen interlokin (IL-10) dretimini ayarlayarak, proinflamatuar
sitokini engelleyerek karaciger hasarini Onler (Saito ve ark., 2006). Yenilebilen
kahverengi deniz yosunlarindaki fiberler D-galaktozamin tarafindan uyarilmis
hepatopatiyi baskilayici etkiye sahipken, kismen fucoidan karacigere koruyucu etki
yapar (Kawano ve ark., 2007). Hepatik fibrozisi engelleyen fucoidan cok iyi bir
antifibrotik maddedir (Hayashi ve ark., 2008). Hepatik fibrozis; fibriller hiicre dis1
matriks proteinlerinin ilerleyerek birikmesi ile birlikte karacigere verilen kronik hasar
sonucunda olusur. Diinyada 100 milyondan fazla insanda hepatik fibrozis vardir.
Fucoidanin enjeksiyon yoluyla uygulanmasi, CC1, tarafindan uyarilmis, akut ve kronik
karaciger yetmezligini azaltir. CC1, tarafindan uyarilmis hepatik fibrozis, ayn1 zamanda
fucoidan enjeksiyonu ile zayiflatilabilmektedir. Hepatositlere verilen zarar ve hepatik
satellit hiicrelerinin rolii, karaciger fibrozisinde kilit rol oynar. Fucoidanla hepatositlerin
tedavi edilmesi, CC1, tarafindan uyarilmis hiicre 6liimlerini 6nlemis ve hepatik satellit
hiicrelerin tiremelerini engellemistir. Bu nedenle, fucoidan; ¢ift fonksiyona sahip anti-
fibrotik bir etken, yani hepatositlerin koruyucusu ve hepatik satellit hiicrelerin Gremesini

engelleyen bir ajandir (Hayashi ve ark., 2008).

2.3.3.4. Fucoidanin kan lipitlerine etkisi

Sialik aside benzer aktif bir madde olan fucoidan, hiicre yiizeyinde negatif etkiyi
arttirir. Boylece kolesteroliin kanda birikmesini engeller ve kan kolesterol diizeyini
azaltir. L. japonica’dan elde edilen fucoidan total kolesterol, trigliseriti ve LDL-C’l

azaltirken, hiperkolesterolemili ve hiperlipidemili farelerin serumundaki HDL-C’{
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arttirir ve hiperkolesterolemi olusumunu etkili bir sekilde onler (Li ve ark., 1999; Li ve
ark., 2001). Karaciger ve bobrege hasar yapmaksizin hiperlipidemili hastalarin
serumlarindaki kolestrol ve trigliserit diizeyini 6nemli 6l¢iide azaltir. Fucoidanin ayrica

cok iyi antihipertansif etkisi vardir (Fu ve ark., 2004).

2.3.3.5. Fucoidanin antitiimér ve bagisiklik sistemine etkisi

Eisenia bicyclics ve L.japonika’dan elde edilen fucoidanlar sarkomaya kars1 ¢ok
etkilidirler (Usui, 1980; Song ve ark., 2000). L. japonica fucoidan1 hepatoma

hlcrelerinin buyimesini in vitro olarak engeller (Shi ve ark., 2000).

Fucoidan human lenfoma HS-sultan hicre hatlarinda hiicre 6lumini uyarir ve
proliferasyonu engeller (Aisa ve ark., 2004). Baz1 fucoidanlar meme kanserinde
hlcrelerin trombositlere tutunmasini engelleyerek metastaz {izerine kritik Oneme
sahiptir (Cumashi ve ark., 2007). Yine bazi fucoidan turlerinin (F.evanescens) ise
antitimor ve antimetastatik aktiviteleri bulunur. Farkli substratlarla timoér hucresi
adhezyonunu engeller. Fakat bu mekanizmanin nasil oldugu tam olarak
bilinmemektedir (Nishino ve Nagumo 1987). Immunsupresif farelerde L. japonika
immun fonksiyonu onarir. Direkt olarak makrofaj ve T lenfositler izerine modulator
etkisi vardir (Wang ve ark., 1994). Fucoidan timér hicrelerini dogrudan 6ldurebilir.
Kaspaz ve ERK gegitleri ile dogrudan, insan HS-sultan hiicreleri Gzerinde anti-kanser
etkisi bulunmaktadir (Aisa ve ark., 2004). Makrofajlarin miktarini artirir (Song ve ark.,
2000).

Alekseyenko ve ark. (2007), Lewis akciger adenokarsinoma nakli yapilmis
C57BI/6 farelerde, Fucus evanescens’den alinmis fucoidanin antitimér ve
antimetastatik aktivitelerini arastirmislar, 10 mg/kg’lik tek doz ve tekrarlanmig

uygulamadan sonra fucoidan, antitiimor ve antimetastatik etki gostermistir.

2.3.3.6. Fucoidanmn antiviral etkisi

Siilfathi polisakkaritler (fucoidan gibi) in vivo ve in vitro antiviral etkiye
sahiptirler, ilging olan olay antiviral ilaglardan daha az sitotoksik etkileri bulunur. L.

japonika’dan elde edilen fucoidan anti RNA ve DNA virlis fonksiyonuna sahiptir.

15



Antiviral etkisi polivirts3, adenoviriis3, ECHOG virls, coxsackie B3 ve coxsackie A16
Uzerine etkisi oldukga fazladir. Fucoidan yukaridaki viriislerin neden oldugu enfeksiyon

ve onlarin sitopatik etkilerinin gelisimini engeller (Li ve ark., 1995).

Herpes simpleks virlisu 1 ve 2’ye kars1 antiviral etki gosterirler. Vironlar Uzerine
direkt olarak inaktive edici 6zellige sahip degildir. Fucoidan oral olarak alindiginda
immun defans sistemini guclendirir, viral replikasyonu onler (Mandal ve ark., 2007).
Baz1 fucoidanlar, Asya lilkelerinde siklikla tiiketilen diyetsel kahverengi denizyosunu
olan gida iirtinlerinde ¢cok miktarda bulunmaktadir. Enteral prion enfeksiyonundan sonra
hazmedildiginde, ¢ogunlukla kahverengi alglerden alinan fucoidanin, antiprion etki
gosterdigini ve hastaligin baglamasini 6nledigini bildirmislerdir (Doh-ura ve ark., 2007).
Diyetsel denizyosunu fucoidani, enfeksiyondan once degil de, enfeksiyondan sonra 6
giin boyunca oral yolla verilmesi halinde, bagirsak yoluyla scrapie ile viriislenmis
farelerin hastaliginin baslangicini geciktirir. Fucoidanin gilinlik alinimi, farmakolojik
olarak degerlendirilmeye devam edilse de, prion bulastirilmis maddelerin hazmindan
kaynaklanan prion hastaliklarina karsit onleyici bir etkisi olabilir (Doh-ura ve ark.,
2007).

2.3.3.7. Fucoidanin antioksidan etkKisi

Bir¢ok ¢aligmada fucoidanin énemli 6l¢iide antioksidan aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (Li ve ark., 2002). Fucoidan ¢ok miikemmel ve dogal bir antioksidandir.
Serbest radikal aracili hastaliklar1 Onlemede bulyilk bir potansiyele sahiptir. L.
japonica’dan elde edilen fucoidan, diyabetik ratlarda serum, karaciger ve dalakta lipit
peroksit (LPO) artisin1 engeller (Zhang ve ark., 2003). Fucoidan kuvvetli siiper oksit
yakalayicisi oldugu halde hidroksil radikalleri tizerine etkisi zayiftir (Micheline ve ark.,
2007).

Antioksidan etki, fucoidanin molekiil agirligr ve stlfat igerigi ile ilgilidir. L.
japonika’dan elde edilen fucoidanin diisiik molekiil agirlikli (L. japonica-A ve L.
Japonica-B) fraksiyonlar1 Cu*? tarafindan uyarilmis LDL oksidasyonu iizerine ¢ok
fazla inhibitor etki gosterir (Wang ve ark., 2005).
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2.4. Karaciger Enzimleri
2.4.1 Transaminazlar (Aminotransferazlar)

Transaminazlar, keto asitlerin amino asitlere cevrilmesini katalize eden
enzimlerdir. Koenzim olarak pridoksinin bir turevi olan pridoksal fosfati kullanirlar
(Benjamin, 1978; Murray ve ark., 1993; Kanat, 2005; Keha ve Kiifrevioglu, 2005). Bu
koenzim, enzimin aktif bolgesindeki 6zgilin lizin biriminin e-amino grubuna kovalent
baglarla baglanmistir. Aminotransferazlar, bir amino asitin amino grubunu piridoksala
transfer ederek piridoksamin fosfat olustururlar. Piridoksamin daha sonra bir a-keto asit
ile reaksiyona girerek bir amino asit olustururken kendisi de orijinal aldehit formuna
yeniden doniigiir. Lizin ve treonin haricindeki tim amino asitler katabolizmalarinin bir
asamasinda transaminasyona ugrar. Transaminazlar normalde hicre ic¢i enzimlerdir.
Plazmadaki yiiksek diizeyleri bu enzimlerden zengin hiicre hasarini1 gosterir. Fiziksel
bir travma ya da hastalik hiicre lizisine neden olur ve bu durum hiicre i¢i enzimlerin
kana karigmasina neden olur (Anonim, 2013c). Serum aminotransferazlar1 kronik
hepatitlerde, akut viral hepatitlerinin hafif vakalarinda ve ilaca bagli hepatitlerde orta
derecede artar. Sirozda, nonalkolik hepatosteatozda, kolestatik karaciger
hastaliklarinda, karaciger yaglanmasinda ve karaciger tlimorlerinde serum

aminotransferazlari hafif yiikselir (Rosalki ve Mclintyre, 1999; Pratt ve Kaplan, 1999).

2.4.1.1 Alanin aminotransferaz (ALT)

ALT (2.6.1.2), glutamik asit ile piriivik asit arasindaki reaksiyonu katalizler
(Sekil 5). Serum glutamik-piruvik transaminaz (SGPT) olarakta adlandirilir (G6ziikara,
1989; Keha ve Kiifrevioglu, 2005; Mert, 1996).

L-alanin + a-ketoglutarat ALT L-glutamat + piruvat

»
»

ALT genel olarak kanda diisiik yogunlukta olmasina ragmen dokularda 6zellikle
eritrosit, karaciger ve akcigerde fazla miktarda bulunur. ALT’nin karaciger
hastaliklarinda en 6nemli belirte¢ olarak kullanilmasinin nedeni, karacigerde bulunan
ALT miktarinin diger dokulara oranla daha fazla olmasidir. Karaciger hasar1 sirasinda
olusan enzim kacgagi serumda ALT aktivitesinin ylikselmesine neden olmaktadir

(Bizzaro ve ark., 1992; Goldie ve McConnell, 1990).
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Sekil 5. Alanin aminotransferazin katalizledigi reaksiyon (Anonim, 2013d)

2.4.1.2 Aspartat aminotransferaz (AST)

Serum glutamat oksalaasetat transaminaz (SGOT) olarakta adlandirilir (Mert,
1996). Aminoasit metabolizmasinin en o6nemli enzimlerinden biridir (EC.2.6.1.1).
Aspartat ve glutamat arasinda a-amino grubunu reverzibl olarak katalizler (Sekil 6).

L-aspartat + a-ketoglutarat AST L-glutamat + Okzaloasetat

n
»

Ozellikle ¢ok sayida hastalikta, cesitli organlardaki rejerenasyon ve zehirlenme
durumlarinda serumda AST diizeyinde artis meydana gelir. AST, daha ¢ok iskelet kas1
hlcreleri olmak {izere karaciger ve kalp kasinda da ¢ok fazla bulundugu saptanmistir

(Goziikara, 1989; Keha ve Kiifrevioglu, 2005).

AST duzeylerindeki degisimler toksik etkili kimyasallarin yani sira iireme,
hipoksik kosullar ve aclik gibi stres faktorlerinin etkisinde de meydana gelmektedir
(Vijayan ve ark., 1997). Viral hepatit, toksik hepatit, Reye sendromu, enfeksiytz
mononikleoz, tikanma sarilig1 ve siroz gibi karaciger hastaliklarinda artar. Kalp ve
iskelet kasinda da yogun bulundugu i¢in akut miyokard enfarktisu, hepatik konjesyonla
birlikte bulunan kalp yetmezligi, bazi perikardit ve miyokardit olgularinda artis
gozlenir. Kalp kasi hastaliklari disinda kas distrofisi, kas travmasi, intramuskdler

enjeksiyonlarda da AST artis1 s6z konusudur (Lawrence ve ark., 1996; Henry, 2001).
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Sekil 6. Aspartat aminotransferaz reaksiyonunda piridoksal fosfat ve piridoksamin

fosfatin siklik doniisiimii (Cahampe ve Harvey, 1994).
2.4.2 Gamma glutamil transferaz (GGT)

Gamma-glutamil transferaz (GGT, GGTP, gamma-GT), bilimsel adlandirmada
EC 2.3.2.2 ve sistematik adlandirmada (5-L-glutamil)-peptit: amino asit 5-glutamil
transferaz olarak bilinen bir enzimdir (Mehmetoglu, 2002). Sitozolde de bulunmasina
ragmen, onemli oranda enzim hiicre i¢inde yer alir. Aminoasit ve peptitlerin y glutamil

peptitleri seklinde hiicre i¢ine alinmasindan sorumludur (Tietz, 2005).

GGT aymi zamanda memelilerin baslica thiol antioksidan1 olan glutatyonun

ekstrasellller katabolizmasindan sorumlu olan enzimdir (Emdin ve ark., 2001).

Enzimin bobrek, karaciger, pankreas, prostat, testisler, ince bagirsak, beyin,
kalp, akciger, dalak, santral sinir sistemi, trombositler, fibroblastlar, kemik iligi
hicreleri, serum gibi bircok yerde varligi gosterilmistir. En yiiksek GGT aktivitesi
bobrekte bulunur. Akciger c¢ok diisiik diizeyde GGT etkinligine sahiptir. Saglikli
kisilerin serumlar1 bobrekteki yiiksek aktivite ile kiyaslandiginda eser miktarda GGT
aktivitesi icerir. GGT aktivitesi safra, idrar, beyin omurilik sivisi, seminal sivi, amniyon
stvist ve tiikriikte bulunmaktadir (Whitfield, 2001).
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Membrana bagli olan enzim heterodimerik bir glikoproteindir. Kiiciik alt birimin
molekiil agirligr 21 ile 28 kDa arasindadir ve katalitik yer burada bulunmaktadir. Biiyiik
alt birim 38 ile 72 kDa arasinda olup, kisa bir boliimii hidrofobik bolgededir ve enzimi
membrana baglar. Kiiciik alt birim biiyiik alt birime non kovalent bag ile baglanmistir

(Meyts ve ark., 1988; Martin ve Slovin, 2000) (Sekil 7).

N
: Ihmmalaln 6 Aglr
o
: Sor
J ............... T
| [IPlazma
/ iliplazms | e brani

Wal {Met) MH:

Sekil 7. GGT nin yapist ve amino asit dizilimi (Hanigan, 1998)

GGT enziminin aktivitesi serum veya plazmada sensitif fakat cok spesifik
olmayan karaciger fonksiyon testi olarak yaygin sekilde klinik laboratuvarlarda
kullanilmaktadir (Wannamethee ve ark., 1995).

GGT glutatyon iligkisinin arastirilmas1 i¢in  yapilan ¢esitli  hayvan
caligmalarinda, GGT diizeylerindeki artisin karaciger hiicrelerinde glutatyon varliginin
stirdiiriilmesi i¢in gerekli oldugu vurgulanmistir. Siilfiir iceren bir aminoasit olan sistein,
tripeptit olan glutatyonun en énemli aminoasitidir. Glutatyon mevcudiyeti icin GGT’nin
Onemi biyiiktiir. Karaciger hiicrelerinde glutatyon sentezi icin gerekli sistein,

dolasimdaki glutatyondan GGT aracilig1 ile saglanmaktadir (Whitfield, 2001).

GGT serum degerleri glutatyonun azalmasi disinda obstriiktif karaciger
hastaliklari, yiiksek alkol tiiketimi, enzim indiikleyen ilaglarin kullanimi, serbest radikal
tretiminin arttigt durumlarda da artmaktadir (Whitfield, 2001). Uzun siireli asir1
yorgunluga ugramis normal saglikli kisilerde bile orta derecede GGT artiglari
gozlenebilmektedir (Ustdal ve Ozgiinen, 1997).
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GGT’nin ¢ok sayida izoenzimi vardir ancak doku spesifitesi kesin degildir.
Elektroforetik yontemler kullanilarak serum proteinleri (albumin ve a4, 0z, B, v globulin)
ile karsilastirma yapildiginda saglikli kisilerde serum GGT izoenzimlerinin 2 banttan
olustugu gortilmektedir (Burlina, 1978). Bu iki bant serum proteinlerinde az-globulin ve
ap-globulin fraksiyonlar ile ortiismektedir. Saglikli kisilerde yapilan bazi ¢alismalarda
as-globulin ve ap-globulin fraksiyonlari arasinda bir bant daha gozlendigi bildirilmistir.
Cesitli hastaliklarda serum GGT bantlarinin farkli yerlerde ve yogunlukta oldugu tespit
edilmis olup, Ozellikle karacigere bagli cesitli hastaliklarda hastalifin teshisi igin
kullanilabilecegi ifade edilmistir. Karaciger tiimorii olan hastalarda alb-GGT, a1-GGT
ve [B-GGT izoenzimlerine, siroz hastalarinda o;-GGT, B-GGT izoenzimlerine
rastlanmaktadir (Sacchetti ve ark., 1988). Obstriiktif sarilik ve viral hepatit olan
hastalarin serumlarinda alb-GGT, a;-GGT, 0,-GGT, B-GGT olmak (izere 4 izoenzim

tespit edilmistir (Nemesanszk ve Lott, 1985).

Karaciger kanseri olugturulmus si¢canlar iizerinde yapilan ¢alismalarda serum ve
karaciger GGT izoenzimlerine ait farkli bantlar bulunmustur. Sicanlarin kanser
olusumundan sonra GGT izoenzimlerinin zamana bagli olarak farkli fraksiyonlarda
oldugu saptanmis ve kanserin erken safhalarinda ise kanserli hiicrelerin gelismesiyle

GGT’nin iliskili oldugu belirlenmistir (Yao ve ark., 2004).
2.5. Kan Proteinleri
2.5.1. Albumin

Albumin baslica karacigerde sentezlenir ve plazma yarilanma émrii 15-19 gin
arasindadir (McPherson, 1991). Plazma proteinlerinin en bilyiik kismini albumin
meydana getirir. Kan plazmasinda % 3-4 g kadar bulunur. Serum albumininin
elektroforezde daha hizli gégen ve mol agirhigi daha kiigiik olan bir fraksiyonu
saptanmistir, bu prealbumin olarak adlandirilir. Serum albumin molekiilii 150 A°’luk
bir uzunluk ve 38 A°’luk bir genislikle elipsoid bicimdedir. Bu sebeple, eriyikleri obiir

plazma proteinlerin eriyiklerinden daha az yogunluga sahiptir (Yenson, 1988).

Protein sentezi i¢in blyuk bir protein kaynagina sahip olan organ karacigerdir ve

kaybolan protein yenilenebilir. Hayvanlarda albumin yari émrii uzun oldugundan,
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serum albumin konsantrasyonu ancak diffuz ve kronik hepatopatilerde azalir. Serum
albumin seviyelerinin 6l¢iimii hepatik hastaliklarin komplikasyonlarinin ortaya konmasi
icin 6nemlidir. Albumin 6l¢iimii ayn1 zamanda kronik hepatit gibi bazi sorunlarin
sebebini tahmin etmek icin gereklidir (Turgut, 2000). Serum albumin yogunlugu

dehidrasyonda arttigi saptanmustir (Prinsen ve ark., 2004).

Albumin konsantrasyonu baglica hepatik sentezin azalmasi, albumin
yikimlanmasinin artmasi, bagirsaklar ve idrar yoluyla asir1 kayip nedeniyle
azalmaktadir. Bu kayiplarin en biiyiik nedenlerinin basinda renal glomeriiler hastaliklar,
protein kaybina yol agan enteropatiler, uzun siireli aglik ve bazi kotii huylu timdore

benzer yapilanmalardir (Prinsen ve ark., 2004).

Ayrica bir¢ok hastalik stiresince diisiik albumin diizeyi ile birka¢ faktor arasinda
baglant1 kurulabilir. Yangi, dokularin hasari, karaciger hastaliklar1 ya da sonugta azalan
protein emilimi nedeniyle albumin diizeyinde azalma goriiliir. Protein kaybi; protein
katabolizmasi, idrarla protein kaybi, amino asitlerin iyi emilememesi (Crohn’s
Hastalig1), bobrek sendromlari, kotii huylu tiimorler sonucu meydana gelir. Karaciger
fonksiyonlarinin ve hastalarin diyetlerinin izlenmesinde de klinik olarak yararlanilabilir

(Doumas ve ark., 1971; Grant ve ark., 1987).

Birbirine bagli gelisen sentez, salgilanma ve yikimlanma olaylar1 arasindaki
dengeyi damar i¢i sivinin albumin diizeyi saglamaktadir (Hill, 1985). Albumin ayni
zamanda hiicre iginde yikimlanarak, diger proteinlerin sentezi icin aminoasit deposu

olarak gorev yaptigi1 da saptanmistir (McPherson, 1991).

2.5.2. Globulin

Globulinler seyreltik notral tuz ¢ozeltilerinde ¢ozulmezler, isitilinca pihtilagirlar
(Keha ve Kifrevioglu, 1993). Bunlar al, a2, B ve y-globulin olarak dort fraksiyon

halinde bulunurlar:

al-globulinler: oal-globulinlerin baslica kismini glikoproteinler ile HDL
olusturur. Gebeligin son iki trimesterinde al-globulin dizeyinde orta derecede artig
meydana gelmekle beraber, akut ve kronik enfeksiyonlar, poliarteritis nodoza, akut

romatizmal atesin erken donemi, sistemik lupus eritematozis (SLE), koroner arter
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trombozu, radyasyona bagli doku hasari, kemik kiriklari, akut ve kronik nefritler,
piyelonefritler, romatoid artrit, karaciger hastaliklar1 gibi bazi patolojik durumlarda da

artig saptanir.

Nefrotik sendrom ve karaciger nekrozunda al-globulinlerin diizeyinde azalmalar

meydana gelir (Turgut, 2000; Mehmetoglu, 2002; Anonim, 2013e).

a2-globulinler:  Eritrositlerin  parcalanmasiyla agiga ¢ikan hemoglobini
yakalayan haptoglobini, bakirli protein olan seruloplazmini, kanin pihtilasmasindan
sorumlu olan protrombini, baz1 glikoproteinleri ve ¢ok diisiik dansiteli lipoproteini
(VLDL) icerir (Yenson, 1988). Akut ve kronik enfeksiyonlar, sistemik lupus
eritematozis, romatoid artrit, poliarteritis nodoza, akut romatizmal atesin erken donemi,
akut ve kronik nefritler, piyelonefritler, nefrotik sendrom, Cushing sendromu, viral
hepatit, siroz, karaciger nekrozu ve malign hastaliklarda a2-globulinlerde artig goriiliir

(Turgut, 2000; Anonim, 2013e).

p-globulinler: Bunlarin en biiyiik kismi, demir baglayici protein ve dusik
dansiteli lipoproteinden (LDL) olusur. B-globulinlerin artisindaki asil patolojik
durumlar; viral hepatit, esansiyel hiperlipidemi, primer ksantomatozis, biliyer siroz,
esansiyel hiperkolesterolemi, multiple miyeloma, poliarteritis nodoza ve nefrotik
sendromdur.

Bazi karaciger nekrozlu olgularda -globulinlerin dizeyinde azalmalar meydana
gelir. B-globulin proteinleri kan dolasiminda demir gibi maddelerin tasimasinda rol

oynar (Turgut, 2000; Mehmetoglu, 2002; Anonim, 2013e).

y-globulinler: Bu grupta bulunan globulinler birbirinden farkli alt grup
icerdiklerinden homojen degildirler. Bunlarin en biiyiik kismini, antikorlar yani
immunoglobulinler (Ig’ler) olusturur. Bu immunoglobulinlerin bes gesidi vardir: A, D,
E, G, M. Bunlarin tiimii de, heterojen bir 6zellik gosterir ve herbiri ylzlerce, binlerce
immunoglobulinlerden meydana gelmistir. Ultrasantrifiijdeki ¢okiislerine gore hafif (L)
ve agir (H) denilen iki kiigiik, iki de biiyiik polipeptit zincirinden olusurlar. y-globulin
band1 genis ve yaygindir; ¢linkii yapilarindaki farkliliktan dolayr degisik hizlarda
hareket ederler. Karacigerde sentezlenmeyen tek serum proteini immunoglobulinler
olarak isimlendirilen y-globulinlerdir (Busher, 1990; Turgut, 2000; Mehmetoglu, 2002).
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Patalojik durumlar sonucunda yukselen immunoglobulin dizeyleri, diger
proteinlerin artisina neden olabilir. Yetersiz beslenme ve dogustan gelen zayif bagigiklik

sistemi total globulin sentezinin azalmasina yol acar (Busher, 1990).

Serum y-globulin fraksiyonunun arttigi durumlarin basinda; akut ve kronik
karaciger hastaliklar1, akut diffiz enfeksiyonlar, kronik enfeksiyonlar, glomerulonefrit,
sarkoidoz, karsinom ve otoimmiin hastaliklar gelir. Azaldigi durumlar ise; nefrotik
sendrom, agir malabsorpsiyon ve malniitrisyon, primer immun yetmezlik ve sekonder

immun yetmezliktir (Turgut, 2000; Anonim, 2013e).

2.6. Total Protein

Kan plazmasindaki ¢6ziinmiis kati maddelerin biiyiilk kismini proteinler
olusturur. Total plazma proteininin 3.5-5.0 g/dl kadarin1 serum albumin, 2.5-3.2 g/dl
kadarin1 da globulinler meydana getirir.

% g toplam protein - % g toplam albumin = % g toplam globulin

Proteinler, fonksiyonel gorevlerinin yaninda dokular i¢in besin kaynagi olarak
da gorev yapabilirler. Ayrica toplam plazma protein miktarlarinin bilinmesi
hayvanlardaki beslenme durumunu yansitir. Besinsel durum, uygun ve yeterli diizeyde
protein veya protein yapici maddelerin varlig ile yakindan iligkilidir (Aras ve Ersen,
1975; Coles, 1986; Murray ve ark., 1990). Serum toplam protein konsantrasyonundaki
artma ve azalmalar disproteinemi olarak adlandirilir. Disproteinemiler, hiperproteinemi
(serum protein konsantrasyonu artisi) ve hipoproteinemi (serum protein konsantrasyonu
azalig1) olmak tizere iki gesittir. Hipoproteinemi, hiperproteinemilerden daha yaygindir.
Protein alinimdaki yetersizlik, protein sindiriminin bozulmasi, protein sindirimine yol
acan enteropatiler, karaciger hastaliklari, akut ve kronik hemorojiler, kalp yetmezligi

gibi durumlarda gozlenir (Aslan ve ark., 1993; Jain, 1986; Turgut, 1995).
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2.7. Serum Protein Fraksiyonlarimin Belirlenmesi

Serum proteinleri, klinik laboratuarda kullanilmak {izere elektroforetik olarak 5-

6 banta ayrilir (Anonim, 2013f) (Sekil 8).

ALBUMIN

(+)

[ a—-1 ANTITRYPSIN
ANTIBODIES TBG. TRANSCORTIN. etc

HAPTOGLOBIN
CERULOPLASMIN

a -2 MACROGLOBULIN
B -1

. TRANSFERRIN
B -2
2 -LIPOPROTEIN

Sekil 8. Klinik laboratuarda kullanilmak Uzere serum proteinlerinin elektroforetik

olarak ayrildig1 bantlar ve alt gruplari (Anonim, 2013f)

Serum protein fraksiyonlarin1 ayirmada kullanilan en yaygin yontem
elektroforezdir. Bu islemde; uygun tamponlu ¢oziiciiler hazirlanip proteinler ¢oziiliir ve
bir kagidin ya da bir nisasta blogun ortasina yerlestirilerek elektrik akimina tutulur.
Elektrik yiikii farkliliklarindan dolayr protein komponentleri farkli yonlere dogru yon
alirlar. Proteinler pozitif veya negatif yiik tasidigindan akiskan i¢inde elektrik alana
yerlestirildiginde kolay sekilde hareket ederler. Elektroforez ydntemi kullanilarak
benzer boyut, sekil ve iyon gruplari igeren kan serum proteinleri bir elektriksel alanda

fraksiyonlara ayrilirlar (Busher, 1990; Anonim, 2013e).

Serum proteinlerinin elektroforezinde anoda en hizli go¢ eden fraksiyon,
prealbumin ve albumindir, en yavas go¢ eden fraksiyon ise y-globulin fraksiyonudur.
Rutin serum proteinleri elektroforezinde prealbumin fraksiyonu fark edilmez, albumin

fraksiyonu ise koyu ve yogun olarak belirlenir (Anonim, 2013f) (Sekil 9).
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Sekil 9. Serum proteinlerinin elektroforetik gorinima (Anonim, 2013f)

2.7.1. Serum protein fraksiyonlarinin klinik 6nemi

Serum proteinleri normal bireylerde bazi degisiklikler gosterebilir. Gerek
kantitatif gerekse kalitatif olarak yas, hamilelik, sicaklik, gibi fizyolojik durumlar,
beslenme, cinsiyet, cevresel etkenler ve genetik polimorfizmi gibi durumlardan
etkilenip farklilik goriilebilir. Genellikle yasam boyunca serum proteinlerinde yavas da
olsa bir artig vardir. Fakat bu etkenler disinda bazi hastalik durumlarinda da degisimler
olabilir. Bu degisim, organizmanin gorevini yerine getirememesi sonucu ortaya ¢ikabilir

(Erdal, 1987; Karagul ve ark., 2000; Onat ve ark., 2002).

Beslenme bozukluklar1 veya agir protein kaybi olgularinda gelisen
hipoproteinemilerde tim bantlarda azalma gortilmesine ragmen, en belirgin azalma
albuminde rastlanir. Agir aglik durumlarinda veya ilerleyen kronik hastaliklarda
albuminde gorulen azalmaya o; ve ay bantlarinda yer alan; og-antitripsin, op-
makroglobulin, haptoglobulin ve transferrin katilmaktadir. Protein kaybedilen
enteropatilerde, tim bantlarda sentez azalmasina veya kaybin artmasina bagli olarak
bantlarda soluklagma, o, bandinda ise artis gértilmektedir. Protein kaybiyla sonuclanan
nefropatilerde albumin, ay, B ve y-globulinlerde azalma meydana gelir. Demir eksikligi
olgularinda transferrin artigina bagl belirgin f bandi izlenir. Haptoglobulin, hemoliz
arttiginda (hemolitik anemi) azalir ve serbest haptoglobin tespit edilemez. Akut
enfeksiyonlarda ve travmayi takiben plazmada haptoglobulin diizeyinde artis izlenir.
Nefrotik sendromda da artig vardir. Aktif hemoliz sonucu haptoglobulin eksikligi olan
kisilerde ap veya P bolgelerine gbgen bagimsiz bir hemoglobin bandi gézlenmektedir.
Kronik hepatoselliler bozuklukta plazma albumin seviyesi diiser ve bunu izleyen

sathalarda hastaligin takibinde iyi bir deger olarak yararlanilir. Béyle olmasina ragmen
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akut karaciger hastaliklarinda plazma albumininde azalma yoktur ya da ¢ok azdir
(Erdal, 1987; Anonim, 2013e).

Albumindeki azalma y fraksiyonundaki immunoglobulinlerin artis1 ile denge
saglamaktadir. Portal fibrozda karakteristik degisiklik genellikle serum albumin
diizeyinde diisiis ve vy-globulindeki artis seklinde ifade edilir. Karaciger sirozu
olgularinda albumin sentezinin azalmast ve kaybinin artmasi sonucu serum
konsantrasyonu azalmaktadir. Sirozda serum albumin seviyesi diiser, serum y-globulin
artis1 da hafiftir, a-globulin ve B-globulin konsantrasyonlari serum lipoproteinindeki
artiga bagl olarak artar (Erdal, 1987; Karagul ve ark., 2000).

Degisik klinik durumlarda, normalde bulunmayan bantlarin goriiniir hale
gelmesi de gozlenmistir. Bazi ko6tii huylu tiimoérlerde albumin ile o; bandi arasinda
beliren soluk bir bant izlenir, bu durum as-fetoproteine baghdir. Monositer 16semilerde
lizozim dizeyindeki artisa bagli olarak y bolgesinden ileride bir bant olusmaktadir
(Erdal, 1987; Karagul ve ark., 2000; Onat ve ark., 2002; Anonim, 2013e). Bazi
hastaliklarda serum proteinlerinin durumu Tablo 1’de ve serum proteinlerinin

elektroforetik gorinimu ise Tablo 2’de verilmistir.

27



Tablo 1. Bazi hastaliklarda serum proteinlerinin durumu (Prinsen ve ark., 2004; Okita,

2004; Mariee DA ve Al-Shabanah 2006; Anonim, 2013g).

Protein fraksiyonu | Hastahk Durum

Albumin Onemli karaciger hastaliklarinda Artar

al-globulinler
Agir inflamasyonlarda Azalir

al-lipoprotein Sirozda Azalir
Akut hepatitte Azalir
Nefrotik sendromda Azalir

al-lipoprotein Agir alkoliklerde Aurtar
Gebe kadinlarda Artar

al-antitripsin Akut inflamasyonda Aurtar

al-antitripsin Nefrotik sendromda Azalir

a2- globulinler
Nefrotik sendromda Artar
Hemolitik anemide Artar

a2-makroglobulinler | Diyabetlilerde Artar
Malign hastaliklarda Artar
Sirozda Artar

Haptoglobulin Hemolitik anemide Artar

_ Aktif karaciger hastaliklarinda, nefrotik

B-globulinler Aurtar

sendromda, apse olusturan deri hastaliklarinda
_ Gebelik ve 6strojen tedavisinde, demir eksikligi

Transferrin o Artar

anemisinde
) _ Gebelik ve 6strojen tedavisinde, demir eksikligi

B-lipoproteinler o Aurtar

anemisinde
) Bazi deri hastaliklarinda, solunum yolu

y-globulinler

enfeksiyonlarinda, kronik enfeksiyonlarda, ¢esitli | Artar

(immunoglobulinler)

tiumorlerde
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Tablo 2 . Bazi hastaliklarda serum proteinlerinin elektroforetik gortnimi (Prinsen ve
ark., 2004; Okita, 2004; Mariee DA ve Al-Shabanah 2006; Anonim, 2013h)

Elektroforez banti Hastalhik

Siroz

| A Renal protein kaybi

Nefrotik sendrom

MEPHROTIC SYNDROME

Hepatit

f Kronik inflamasyon

Akut inflamasyon

= Aoute Inflummation

Nefrotik sendrom, agir malabsorpsiyon ve malndtrisyon, primer ve sekonder
iImmun yetmezlik durumlarinda serum y-globulin fraksiyonu azalir. Serum globulin
diizeyleri, karaciger hastaliklarinin tayininde 6nemli olan diger testlerle birlikte bilgi
verebilir. Akut ve kronik karaciger hastaliklari, kronik enfeksiyonlar, akut diffiiz

glomerulonefrit, sarkoidoz, karsinom ve otoimmiin hastaliklarda serum vy-globulin
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fraksiyonu artar (Tablo 2). Karaciger hastaliklarinda 6zellikle B-globulin fraksiyonunda
belirgin bir artma gozlenir. Tum immunoglobulinleri kapsayan y-globulin
fraksiyonundaki artma ve yavas B-hipogammaglobulinemi (HGG) hastaliginin sebebi
diisiik seviyedeki gamma globulin bdlgesine uzanan IgA artisidir ve B-y kopriillesmesi

olarak adlandirilmaktadir (Onat ve ark., 2002; Anonim, 2013e).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Hayvan materyali

Calismanin hayvan materyalini Yiiziincii Y1l Universitesi Deney Hayvanlari
Unitesi’nden temin edilen yaklasik 7-8 haftalik, 200-250 g agirhigindaki 32 adet Wistar
Albino disi ratlar olusturdu. Deney oncesinde ratlarin 7 giin siireyle ortama adaptasyonu

saglandi.

Ratlar 8 gunlik deneme silresince 12 saat karanlik/aydinlatma uygulanarak
sicakligr 22 + 2°C olarak ayarlanmis odalardaki kafeslerde barindirildi. Hayvanlara
ticari rat yemi (pellet yem) ve icme suyu ad libitum verildi.

3.1.2. Kullanilan alet ve malzemeler
Cobas Integra 800 otoanalizéri (Roche).
Universal 320R sogutmali santrifiij.
Otomatik pipetler (Socorex).
Derin dondurucu (Arcelik).
Ependorf tiip (Germany)
Hassas terazi (Gee Avery).
Helena Lab - Titan Il selliiloz asetat kartlari.
Helena Lab- 4063 elektroforez tank.
Helena Lab -1511 gii¢ kaynagi.
Kronometre (Larus JAPAN).
Platinum IV (paket program).

Tarayic1.
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3.1.3. Kimyasal maddeler

Karbon tetraklorur (Merck, Germany)

Fucoidan (Sigma, USA)

Glasiyal asetik asit (Merck)

Metanol (Merck)

Ponceau S stain (Cat. No. 5526)

Clear aid (Cat. No. 5005)

ALT kiti (Roche/Hitachi Kit No: 20764957, Germany).
AST kiti (Roche/Hitachi Kit No: 20764949, Germany).
GGT kiti (Roche/Hitachi Kit No: 03002721, Germany).
Albumin kiti (Roche/Hitachi Kit No: 04469658, Germany).

Total protein kiti (Roche/Hitachi Kit No: 03183734, Germany).

3.2. YOntem

3.2.1. Deneme gruplarinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan ratlar rastgele her biri 8 rattan olusan 4 gruba ayrildi:

1.grup kontrol grubu: Fizyolojik tuzlu su 8 gln sureyle intragastrik gavaj

yoluyla verildi.

2.grup fucoidan grubu: Bu grupta bulunan 8 rata fucoidan 100 mg/kg/gun 8

gun sdreyle intragastrik gavaj yoluyla verildi.

3.grup fucoidan+CCls grubu: Bu grupta bulunan 8 rata fucoidan 100
mg/kg/giin 8 gin intragastrik gavaj yoluyla verilip, 8. giin CCla 1 ml/kg intraperitoneal
yoldan tek doz enjekte edildi.
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4.grup CCls grubu: Bu grupta bulunan 8 rata 8 giin stireyle fizyolojik tuzlu su
intragastrik gavaj yoluyla verilip, 8. giin CCls 1 ml/kg intraperitoneal yoldan tek doz

enjekte edildi.
3.2.2. Orneklerin toplanmasi

8 glnlik deneme siresinden 24 saat sonra, yani 9. giin intraperitoneal olarak
ketamin (90 mg/kg) enjekte edilerek anesteziye alinan hayvanlarin kalplerinden (sol
ventrikilden) enjektdrle girilip antikoagulansiz tuplere kanlar alindi. Tiiplere alinan
kanlar 3000 devirde +4°C’de 10 dakika sireyle santrifiij edildi. Elde edilen serum
numunelerinde ALT, AST, GGT aktiviteleri ile albumin, globulin ve total protein
diizeylerinin analizi otoanalizérde, serum protein fraksiyonlar1 ise elektroforezde

yapildu.

3.2.3. Alanin aminotransferaz tayini

ALT tayini Roche Moduler P 800 otoanalizorii ile Roche/Hitachi (Kit No:
20764957) marka kit kullanilarak belirlendi.

Prensip: Alanin aminotransferaz, L-alanin ile 2-oksoglutarat arasindaki reaksiyonu
katalize eder. Olusan piruvat, L-laktat ve NAD+’nin olustugu ve laktat dehidrojenazin

(LDH) katalize ettigi bir reaksiyonda NADH tarafindan indirgenir.

L-Alanin + 2-oksoglutarat ALT piruvat + L-glutamat

»
»

Piruvat + NADH + H” LDH L-laktat + NAD"

v

NADH yiikseltgenmesinin hiz1 katalitik ALT aktivitesiyle dogru orantilidir ve

absorbanstaki azalmanin 6l¢iilmesiyle belirlenir.

3.2.4. Aspartat aminotransferaz tayini

AST tayini Roche Moduler P 800 otoanalizérii ile Roche/Hitachi (Kit No:
20764949) marka kit kullanilarak tespit edildi.
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Prensip: Aspartat aminotransferaz, oksaloasetat ve L-glutamatin olusmasi igin L-
aspartat ile 2-oksoglutarat arasinda bir amino grubunun transferini katalize eder.
Oksaloasetat daha sonra NAD"’nin olusmas i¢in malat dehidrojenaz (MDH) varliginda

NADH ile reaksiyona girer.

L-Aspartat + 2-oksoglutarat AST . Oksaloasetat + L-glutamat

A

Oksaloasetat + NADH + H* MDH ~ L-malat + NAD"

»

NADH yiikseltgenmesinin hiz1 katalitik AST aktivitesiyle dogru orantilidir ve

absorbanstaki azalmanin 6l¢iilmesiyle tayin edilir.

3.2.5. Gamma glutamil transferaz tayini

GGT tayini Roche Moduler P 800 otoanalizorii ile Roche/Hitachi (Kit No:
03002721) marka kit kullanilarak yapildi.

Prensip: y-glutamil transferaz, L-y-glutamil-3-karboksi-4-nitroanilidin y-glutamil

grubunu glisilglisine transfer eder.

L-y-glutamil-3-karboksi-4-nitroanilidin+ glisilglisin GGT _ L-y-glutamil-

glisilglisin + 5-amino-2-nitrobenzoat

Serbest kalan 5-amino-2-nitrobenzoat miktar1 numune i¢indeki GGT aktivitesi ile

orantilidir ve absorbanstaki artis fotometrik olarak dl¢tliiliir.

3.2.6. Albumin tayini

Albumin tayini Roche Moduler P 800 otoanalizori ile Roche/Hitachi (Kit No:
04469658) marka kit kullanilarak belirlendi.

Prensip: Anti-albumin antikorlari numune igindeki antijenle reaksiyona girip,
antijen/antikor kompleksleri olusturur. Agliitinasyonun ardindan bu komplekslerin

tiirbidimetrik olarak 6l¢imii yapilir.
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3.2.7. Globulin tayini

Serum toplam protein miktarindan, serum albumin miktarinin ¢ikarilmasiyla

serum globulin miktar1 elde edilir.
% g toplam globulin = % g toplam protein - % g toplam albumin
3.2.8. Total protein tayini

Total protein tayini Roche Moduler P 800 otoanalizoru ile Roche/Hitachi (Kit
No: 03183734) marka kit kullanilarak saptandi.

Prensip: 1ki degerlikli bakir alkalin soliisyonu icinde protein peptit baglari ile
reaksiyona girerek karakteristik mor renkli biiliret kompleksini olusturur. Sodyum
potasyum tartarat bakir hidroksidin ¢okelmesini Onler ve potasyum iyodiir bakirin

otomatik indirgenmesini engeller.

Protein + Cu®" alkalin soliisyon . Cu -protein kompleksi

Renk yogunlugu fotometrik olarak tayin edilebilen protein konsantrasyonu ile dogru

orantilidir.

3.2.9. Selluloz asetat elektroforezi ile serum proteinlerinin analizi

Cozeltiler;

Tampon solisyonunun hazirlanmasi: pH’s1 8.6-9.0 olan Electra HR® Buffer (Cat.
No. 5805) 750 ml distile suda eritildi.

Clear Aid solusyonu: Clear Aid (Cat. No. 5005) polietilen glikol igerir. 30 birim

glasiyal asetik asit, 70 birim metanol ve 4 birim Clear Aid karistirilarak elde edildi.

Ponceau S stain: Bir paket Ponceau S stain (Cat. No. 5526)1 It distile suda eritildi. %
3.5 triklorasetik asit ve % 3.5 sulfosalisilik asitin sulu solisyonunda 250 ml % 0.50
Ponceau S igerir.
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Elektroforetik analizin yapilist;
e Gerekli olan ayiraglar hazirladi.

e Selliilloz asetat karti, pH’s1 8.6-9.0 olan barbital buffer ve tris iceren tampon
soliisyonunda (Electra HR Buffer Cat No. 5805) karta negatif yik yiklemek icin
ortalama 20 dakika bekletildi.

e Bekleme sonucunda alman asetat karti kurutma kagidi arasinda hafifce

kurutuldu.

e Yiiriitme tankinin + ve — kutuplarinin oldugu bdlmelere 100’er ml (2/5°1 kadar)

ayni tampon soliisyonundan konuldu.

e Filtre kagidi yardimiyla yiiriitme tanki ile tampon solisyonu arasinda temas

saglandi.

e Senter applikator yardimiyla, selliiloz asetat kartinin selliiloz kismima 8-10 pl

serum Ornegi uygulandi.

e Selliiloz asetat kartinin sellilloz kismi asag1 gelecek sekilde yiiriitme tankina
konulan filtre kagitlarinin iizerine yerlestirildi ve iizerine kaymamasi igin lam

birakildi.
e Yiiriitme tankinin kapagi kapatildi, 180 VV’da 15 dakika bekletildi.

e Yiirlitme sonucu olusacak bantlar uygulama noktasina en yakindan baslayarak vy-
globulin, pB-globulin, ay-globulin, oz-globulin ve albumin bantlari olustu.

Molekiil agirligi kiigiik olan en uzaga gitti.
Boyama islemi,

Yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra selliiloz asetat kart1 lam sepetine alinip,

sirastyla su iglemlere tabi tutuldu.

e Ponceau S soliisyonunda 6 dakika bekletildi.
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e %5’lik glasiyal asetik asitte ikiser dakika siireyle ti¢ defa degistirilerek
bekletildi.

e %100’k metanolde ikiser dakika siire ile iki defa degistirilerek bekletildi.
e 5-10 dakika (7 dakika tercih edilir) sure ile Clear Aid soltsyonunda bekletildi.

o Selliloz asetat kart1 15 dakika siire ile 50-60 °C’de etiive alind1 ve kart seffaf

hale geldi.

o Seffaf hale getirilen asetat karti, tarayiciya alind1 ve goriintiisli taranarak dijital
ortama aktarildi. Elde edilen jel goriintlist Platinum 3 (version 3.0) (Helena,

BioScience Europe) paket program kullanilarak degerlendirildi.

3.3. istatistik analiz

Uzerinde durulan 6zellikler i¢in tanimlayici istatistikler; Ortalama ve Standart
Sapma olarak ifade edildi. Bu 6zellikler bakimindan gruplar1 karsilastirmada Kruskal-
Wallis testi kullanildi. Farkli gruplart belirlemede Dunnet testi yapildi. Hesaplamalarda
istatistik anlamlilik diizeyi %5 olarak alindi ve hesaplamalar icin SPSS (ver:13)

istatistik paket programi kullanildi.
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4. BULGULAR

Kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl,, CCl, grubu ratlara ait serum ALT, AST,

GGT aktiviteleri ile serum albumin, globulin ve total protein dizeylerinin ortalamalar
Tablo 3°de verildi.

Tablo 3. Kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl,, CCl, grubu ratlara ait serum ALT, AST, GGT

aktiviteleri ile serum albumin, globulin ve total protein diizeylerinin ortalamalari

Kontrol Fucoidan Fucoidan+CCl, CCl,
X +S, X +S, X +S, X +S, p
ALT 41.38 +12.43" 48.43 +15.97° 218.00 + 256.55° 237.25+94.97° | 011
(UIL) *
AST 162.25 +54.0° 195.86 + 59.91°¢ 397.88 +190.22° 527.00 £ 94.17* | .001
(U/L) *kk
GGT 1.00 + 0.74° 247+1.15° 3.06 + 0.60° 4.41 + 0.43° .001
(U/L) *kk
Albumin 3.78+0.42 3.80 +0.16 3.55 + 0.30 3.71+0.46 507
(g/dl)
Globulin 2.38+0.25° 2.23+0.34° 2.39+0.16° 2.89 + 0.45° .002
(g/dl) ok
T.Protein 6.14 +0.32° 6.04 + 0.40° 5.95 + 0.34° 6.60 + 0.38° .006
(g/dI) o

a, b, c: Ay satirda farkli harfleri tagiyan grup ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir

*p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001
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Serum ALT aktivitesi kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl,, CCl, grubunda sirasi ile
41.38 £ 12.43, 48.43 + 15.97, 218.00 + 256.55 ve 237.25 £ 94.97 U/L olarak belirlendi.
Yiksek ALT aktivitesine sahip CCl,; ve fucoidan+CCl,; grubu arasinda istatistiksel
olarak 6nem bulunmazken, bu iki grup ile kontrol ve fucoidan grubu arasinda p<0.05

diizeyinde 6nem saptandi (Sekil 10).

ALT (U/L)
600
500
400
300 T
mALT (U/L)
200
100
o, WEm W | |
Kontrol Fucoidan F+CCl4 CCl4
-100

Sekil 10. Kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl,, CCl, grubundaki ratlara ait serum ALT
aktiviteleri

Serum AST aktivitesi kontrol grubunda 162.25 + 54.0 U/L, fucoidan grubunda
195.86 + 59.91 U/L, fucoidan+CCl,4 grubunda 397.88 + 190.22 U/L ve CCl, grubunda
527.00 + 94.17 U/L olarak bulundu. Istatistiksel olarak kontrol ve fucoidan grubu
arasinda 6onem saptanmazken, CCl, grubu ile diger ii¢ grup arasinda p<0.001 dlzeyinde
onem tespit edildi (Sekil 11).
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AST (U/L)

700
600

T
500 I
400
300 mAST (U/L)
200 T
100 -
0 . . . .

Kontrol

Fucoidan

F+CCl4

CCl4

Sekil 11. Kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl,, CCl, grubundaki ratlara ait serum AST

aktiviteleri

Serum GGT aktivitesi en yiksek olarak CCl, grubundaki ratlarda bulundu (4.41
+0.43 U/L) ve diger gruplara gore istatistiksel olarak p<0.001 duzeyinde 6nem tespit
edildi. En diisik GGT aktivitesi kontrol grubunda (1.00 £ 0.74 U/L) saptanirken,
fucoidan grubunda 2.47 + 1.15 U/L ve fucoidan+CCl, grubunda ise 3.06 £ 0.60 U/L

olarak bulundu (Sekil 12).

GGT (U/L)

Kontrol

3 BGGT (U/L)
2

1 |

0 Bl T T 1

Fucoidan

F+CCl4

CCl4

Sekil 12. Kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl,, CCl, grubundaki ratlara ait serum

GGT aktiviteleri
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Serum albumin duzeyleri kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl, ve CCl, grubunda
sirastyla 3.78 + 0.42, 3.80 + 0.16, 3.55 £ 0.30, 3.71 + 0.46 g/dl olarak bulundu ve
gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nem saptanmadi (p>0.05) (Sekil 13).

Albumin (g/dl)

4,5

4 T T
3,5

3
2,5

2 ® Albumin (g/dl)
1,5

1
0,5

0 T T T 1

Kontrol Fucoidan F+CCl4 CCl4

Sekil 13. Kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl,, CCl, grubundaki ratlara ait serum albumin
duzeyleri

CCl, grubundaki ratlara ait serum globulin dizeyleri (2.89 + 0.45 g/dl),
kontrol (2.38 + 0.25 g/dl), fucoidan (2.23 + 0.34 g/dl), fucoidan+CCl, (2.39 + 0.16
g/dl) grubundaki ratlarin globulin diizeylerine gore yuksekti ve istatistiksel olarak
p<0.01 diizeyinde 6nem bulundu (Sekil 14).

Globulin (g/dl)

4
3,5

3 T
2,5 T - -

2 m Globulin (g/d1)
1,5

1
0,5

0 . T | |

Kontrol Fucoidan F+CCl4 CCl4

Sekil 14. Kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl, ve CCl, grubundaki ratlara ait serum
globulin duzeyleri
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Serum total protein diizeyi kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl,; grubundaki
ratlarda siras1 ile 6.14 = 0.32, 6.04 £ 0.40, 5.95 + 0.34 g/dl olarak birbirine yakin
degerler belirlenirken, CCl, grubunun total protein diizeyi (6.60 + 0.38 g/dl) diger ii¢
gruba gore istatistiksel olarak p<0.01 diizeyinde 6nemle yiiksek saptandi (Sekil 15).

Total protein (g/dl)

I I i I B Total protein (g/dl)

Kontrol Fucoidan F+CCl4 CCl4

=T S B VS RN S & B e -

Sekil 15. Kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl, ve CCl, grubundaki ratlara ait serum total protein
dizeyleri

Kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl,, CCls grubu ratlara ait protein fraksiyonlar
Tablo 4°de verildi.

Tablo 4. Kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl, ve CCl, grubundaki ratlara ait protein fraksiyonlari

Kontrol Fucoidan Fucoidan+CCl, CCl,
n X+£S, n X+S, n X+£S, n X+£S, p
Albumin (%) |8 | 3.13+057 |7| 348+026 |8| 3164035 |8| 3.14+053 | O
aglobulin (%) |8 | 1.03+021 |7| 096+013 |8| 099+021 |8| 1.05+011 | '*®
a.globulin(@) |8 | 069+0.16 |7| 051+012 |8| 065+017 |8| 0.73+015 | 08
B.globulin (%) |8 | 1.02+0.16° |7 | 0.94+0.20° |8| 1.06+0.20° |8 | 1.41+0.33 '9&2
y.globulin (%) | 8| 026+0.08" |7| 013+007° |8| 013+004° |8| 0.39+0.23* | 90
AIG 8| 1.07+029° | 7| 1.40+0.26* | 8| 1.16+0.30® |8| 0.89+0.21° '(ﬁo

a, b: Ayni satirda farkli harfleri tagiyan grup ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir

** n<0.01, *** p<0.001
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Farkli gruplarda protein fraksiyonunda belirlenen % albumin diizeylerinde
istatistiksel olarak 6nem bulunmadi (p>0.05). Albumin duzeyi kontrol, fucoidan,
fucoidan+CCl,4 ve CCl, grubunda sirasi ile % 3.13 + 0.57, 3.48 £ 0.26, 3.16 £ 0.35, 3.14
+ 0.53 olarak tespit edildi (Sekil 16).

Albumin (%)

4
35 T T

3
2.5

2 .

B Albumin (%o)

1.5

1
0.5

0 T T T 1

Kontrol Fucoidan F+CCl4 CCl4

Sekil 16. Kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl, ve CCl,; grubu ratlara ait protein
fraksiyonundaki aloumin duzeyleri (%)

Protein fraksiyonundaki oj-globulin  dizeyleri (%) kontrol grubunda
%1.03+0.21, fucoidan grubunda %0.96+0.13, fucoidan+CCl, grubunda %0.99+0.21 ve
CCl, grubunda 9%1.05+0.11 olarak saptandi ve gruplar arasinda 6nem bulunmadi
(p>0.05) (Sekil 17).

a1- globulin (%0)

1.4
1,2 T

1 T
0,8
0.6 H1-globulin (%0)
04
0,2

0 T T T 1

Kontrol Fucoidan F+CCl4 Cccl4

Sekil 17. Kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl, ve CCl,; grubu ratlara ait protein
fraksiyonundaki as-globulin dizeyleri (%)
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az-globulin dizeyleri (%) kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl, ve CCl, grubunda
sirastyla % 0.69 + 0.16, 0.51 £ 0.12, 0.65 £ 0.17, 0.73 £ 0.15 olarak belirlendi ve 6nem
tespit edilmedi (Sekil 18).

a2- globulin(%bo)

1
0.8 T - T
0,6 T
0.4 B a2- globulin(%)
0,2

0 T T T 1

Kontrol Fucoidan F+CCl4 CCl4

Sekil 18. Kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl, ve CCl, grubu ratlara ait protein
fraksiyonundaki ay-globulin dizeyleri (%)

CCly grubundaki ratlara ait serum p.globulin dizeyleri (% 1.41 + 0.33),
kontrol (% 1.02 + 0.16), fucoidan (% 0.94 £ 0.20), fucoidan+CCl, (%1.06 + 0.20)
grubundaki ratlarin P.globulin diizeylerine gore yuksekti ve istatistiksel p<0.01
dizeyinde 6nem bulundu (Sekil 19).

B- globulin (%)

1,8
1,6 T
14
1,2 T

- i 0,
05 M 3- globulin (%)

0,6
0,4
0,2

Kontrol Fucoidan F+CCl4 CCl4

Sekil 19. Kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl, ve CCl, grubu ratlara ait protein
fraksiyonundaki .globulin duizeyleri (%)
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y-globulin diizeyleri en yuksek olarak CCl, grubundaki ratlarda bulundu (% 0.39
0.23) ve diger gruplara gore istatistiksel olarak p<0.001 diizeyinde dnem tespit edildi.
En diisiik y.globulin dizeyleri % 0.13 + 0.07 - % 0.13 £ 0.04 olarak fucoidan ve
fucoidan+CCl, grubunda saptanirken, kontrol grubunda % 0.26 + 0.08 olarak saptandi
(Sekil 20).

v- globulin (%)

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3 T B y- globulin (%)
0,2
3
0 | T | 1

Kontrol Fucoidan F+CCl4 CCl4

Sekil 20. Kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl, ve CCl,; grubu ratlara ait protein
fraksiyonundaki y.globulin diizeyleri (%)

A/G orani en diisiik olarak CCl,s grubunda (0.89 + 0.21) ve en yiksek olarak
fucoidan grubunda (1.40 + 0.26) saptandi. Fucoidan grubu ile CCl, grubu ve kontrol
grubu (1.07 £ 0.29) arasinda p<0.01 dizeyinde énem bulundu. Fucoidan grubu ile
fucoidan+CCl, grubu (1.16 £ 0.30) arasinda 6nem tespit edilmedi (p>0.05) (Sekil 21).
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Sekil 21. Kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl, ve CCl,; grubu ratlara ait protein
fraksiyonundaki A/G orani
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Kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl, ve CCl, grubu ratlara ait protein

fraksiyonlarinin bant goriintiisii ve elektroferogramlar1 Sekil 22, 23, 24 ve 25’de

gosterildi.
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Sekil 22. Kontrol grubu bant goriintiisu ve elektroferogram
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Sekil 23. Fucoidan grubu bant géruntusi ve elektroferogram
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Sekil 24. Fucoidan+CCl, grubu bant gorintisu ve elektroferogram.
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Sekil 25. CCl, grubu bant goruntiisu ve elektroferogram
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5. TARTISMA VE SONUC

Karaciger, c¢esitli toksinler, kimyasal ajanlar ve ilaclarla siirekli karsilasan ve
onlar1 detoksifiye eden veya olusan hasara rejenerasyon yetenegi ile karsilik veren
hayati bir organdir. Sindirim sistemi ve dolasim sistemi arasindaki yerlesimi ve ortaya
koydugu fonksiyonlar nedeniyle karaciger farkli etkenlerle hasarlanabilmektedir.
Kimyasal ajanlar, ilaglar, viral hepatitler, alkol kullanimi, metabolik hastaliklar gibi bir
cok neden karacigerde akut ve kronik hasarlara yol acar. Hasarlanma siireci etkin bir
rejenerasyon ve onarimla sonuglanmazsa normal karaciger yapisi bozulur. Bu gibi
sebeplerden dolay1 hasar goren karaciger arastirmalarda ¢ok yaygin olarak kullanilan bir

organdir (Cetinkaya, 2009).

Karaciger hasarinin degisik formlari, oksidatif stres ve bunu takiben olusan
toksik serbest radikallerle olusmaktadir. Serbest radikal dlzeyi belirli miktarlari
astiginda 6nemli hiicresel hasarlar olugsmaktadir (Brattin ve ark., 1985). Oksidatif stres
olusumunda rol alan ve bir¢ok arastirici tarafindan karaciger hasari olusturdugu tespit
edilen en 6nemli kimyasallardan biri CCl,’dir (Arosio ve ark., 2000). CCl,, deneysel
amacli olarak karaciger hasar1 gelistirmesi bakimindan ¢ok sik kullanilmaktadir
(Bahgecioglu ve ark., 1999; Muriel ve Escobar 2003; Wang ve ark., 2005; Devay,
2008). Yapilan bu ¢alismada da karacigerde hasar olusturmak i¢in CCly toksisite modeli
uygulandi.

CCly’Un hepatotoksik etkisi, ara Grlinlerinin metabolik aktivasyonuna ve lipit
peroksidasyonundaki artisa bagli olup; olusan lipit peroksidasyonu sonucu endoplazmik
retikulum ve diger membranlarin yapilart degismekte, azalan metabolik enzim
aktivasyonu ve protein sentezi sonucunda karaciger hasari olugmaktadir (Azri ve ark.,
1992). Literatlrlerde tek doz (Gnanaprakash ve ark., 2010; Abdel-Wahhab EI-Deen ve
ark., 2011; Etim ve ark., 2008; Zuinen ve ark., 2007) uygulanan CCl, ile karaciger
hasariin meydana geldigini bildiren ¢alismalarin yani sira, CCly’tin ardisik iki-yedi gin
(Sen ve ark., 2007; Bayram ve ark., 2007), haftann ii¢ giinii (ilhan ve Seckin, 2005), bir
ay (Khorshid ve ark., 2008) ve elli gln sireyle haftada iki kez (Balderas-Renteria ve
ark., 2007) gibi, uygulandig1 siire bakimindan farkliliklar gésteren c¢alismalar da

mevcuttur. Bu ¢alismalarda CCly, deney hayvanlarina intragastrik sonda (Gnanaprakash
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ve ark., 2010; Balderas-Renteria ve ark., 2007; Maksimchik ve ark., 2008),
intraperitoneal (Zuinen ve ark., 2007; Bayram ve ark., 2007) veya subkutan (ilhan ve
Seckin, 2005; Khorshid ve ark., 2008) enjeksiyon gibi farkli sekillerde
uygulanabilmektedir. Bu uygulamalar; zeytinyagi (Gnanaprakash ve ark., 2010; Zuinen
ve ark.,, 2007; Bayram ve ark., 2007), aygicegi yagi (Khorshid ve ark., 2008),
misirdziiyaglt (Zuinen ve ark., 2007; Balderas-Renteria ve ark., 2007) gibi farkl
¢oziciilerle yapildigi gibi; uygulanan CCly dozu da, 0.8 ml/kg (Bayram ve ark., 2007),
10 ml/kg (Sen ve ark., 2007) gibi genis bir aralik i¢inde degisebilmektedir. Zuinen ve
ark., (2007), farkli dozlarda ve farkli c¢oziiciilerle yaptiklart c¢alismada, CCly
toksisitesinin, ¢oziicii tlirline bagli olmaksizin, diliisyon oranina paralel olarak arttigin
bildirmislerdir. Saf CCl, daha hizli ve daha az emilirken; zeytinyag: gibi organik ¢oziicii

icinde uygulanan CCly, daha yavas fakat daha fazla emilmektedir (Rieth ve ark., 2010).

Tim bu literatiir bilgisi dikkate alinarak, rat modeli {izerinde yapilan bu
caligmada, 1:1 oraninda zeytinyagi ile diliie edilen tek doz CCla, kilogram rat agirlhig

basina 1 ml olacak sekilde, intraperitoneal olarak ratlara enjekte edildi.

Yapilan literatiir taramalarinda CCl; ve fucoidanin birlikte kullanildig:
calismalar yok denecek kadar azdir. Bu nedenle fucoidanin veya CCl,’iin bagka

maddelerle beraber kullanildigi ¢aligmalardaki sonuglar bu ¢alismada irdelenecektir.

Fucoidan, farelerde konkanavalin A tarafindan uyarilmis karaciger hasarini
endojen interlokin-10 (IL-10) dretimini ayarlayarak, proinflamatuar sitokini
engelleyerek karaciger hasarin1 6nlemistir (Saito ve ark., 2006). Yenilebilen kahverengi
deniz yosunlarindaki fiberler D-galaktozamin tarafindan uyarilmigs hepatopatiyi
baskilayici etkiye sahipken, kismen fucoidan karacigere koruyucu etki yapar (Kawano
ve ark., 2007). Hepatik fibrozisini engelleyen fucoidan, ¢ok iyi bir antifibrotik maddedir
(Hayashi ve ark., 2008). Hepatik fibrozis fibriller hiicre dis1 matriks proteinlerinin
ilerleyerek birikmesi ile birlikte karacigere verilen kronik hasar sonucunda olusur.
Diinyada 100 milyondan fazla insanda hepatik fibrozis vardir. Fucoidanin enjeksiyon
yoluyla uygulanmasi, CC1, tarafindan uyarilmis akut ve kronik karaciger yetmezligini
azaltir. CC1, tarafindan uyarilmis hepatik fibrozis, ayn1 zamanda fucoidan enjeksiyonu
ile zayiflatilabilmektedir. Hepatik hasarlarda, hepatositlerdeki tahribat ve hepatik satellit
hicrelerin aktivasyonu Kilit role sahiptir ve fucoidanla hepatositlerin tedavi edilmesi,
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CCl, tarafindan uyarilmis hiicre oliimlerini Onlemis ve hepatik satellit hiicrelerin
tiremelerini engellemistir. Bu nedenle fucoidan; c¢ift fonksiyona sahip antifibrotik bir
etkendir, yani hepatositleri korur ve hepatik satellit hicrelerin  Uremesini

engellemektedir (Hayashi ve ark., 2008).

Alanin aminotransferaz hepatositlerde bulunan sitoplazmik bir enzimdir. Bu
enzimin serumda yiiksek bulunmasi zar permeabilitesinde olusan bozukluklar sonucu
meydana gelen hiicre élimlerinin bir gostergesi olarak kabul edilir (Lu ve ark., 2002).
Karaciger hiicre hasarin1 gosteren bir diger enzim de aspartat aminotransferazdir (Lu ve
ark., 2002). Siganlarda CCly ile olusturulan toksikasyon sonucu AST ve ALT enzim
aktivitelerinde 6nemli oranlarda artis saptanmistir (Ichinose ve ark., 1994; Qiusheng ve
ark., 2004; Tanrrverdi, 2005; Ustiindag ve ark., 2005). Ratlarda oral olarak 1 ml/kg
dozunda CCl, ile karaciger toksisitesi olusturulan bir calismada, ALT ve AST
aktivitesinin CCl, uygulanan grupta 12. saatte artmaya basladigi ve 24. saatte kontrol
grubuna gore en yiikksek seviyeye ulagtigi bildirilmistir (Lida ve ark., 2009).

Altinsaat ve Sert (2008), gebe ve gebe olmayan siganlara CCl,’( tek doz (2
ml/kg) enjekte ettikten sonra, 24. saatte kan orneklerini almislar, deneme sonrasi gebe
olmayan sicanlarin AST aktivitesinin 944+329 U/L’den 3816+926 U/L’ye, gebe
siganlarda ise 4434241 U/L’den 357911058 U/L’ye, ALT aktivitesinin gebe olmayan
sicanlarda 151+£36 U/L’den 2460+781 U/L’ye, gebelerde ise 85+27 U/L’den 1833+697
U/L’ye yiikseldigini gézlemislerdir.

Tanriverdi (2005) yaptigr calismada kronik CCly uygulamasi ile karaciger
hasarmin olustugunu, CCl4 grubunda AST ve ALT aktivitelerinin kontrol grubuna gore
artis gosterdigini rapor etmistir. Bagka bir calismada (Ustiindag ve ark., 2005), ratlara 5
hafta suresince haftada 3 gin olmak tzere intraperitoneal CCl,; uygulanmis, yapilan
analizler sonucunda CCl, grubunda plazma ve karaciger dokusu MDA dizeylerinin
arttigini, AST ve ALT artiginin ise kontrol grubuna gore yaklasik olarak 5 kat oldugunu

tespit etmislerdir.

Lida ve ark. (2009), CCl, enjeksiyondan 24 saat sonra karaciger enzimlerinin en
yiiksek seviyeye ulastigini belirlemislerdir. Yine CCl, enjeksiyonundan 72 saat sonra
alinan serumlarda AST ve ALT diizeylerindeki diisiis, CCly toksikasyonunun etkisinin

zamanla azaldiginin, karaciger hasarinin gerilediginin belirtisi olarak kabul edilmistir.
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Ozenirler ve ark. (1996), CCl,’e maruz kalan sican hepatositlerinde lipit
peroksidasyon olusumunun arttigint ve karacigerde yagli dejenerasyonla birlikte

sentrilobuler nekroz goriildiigiinii bildirmislerdir.

Yang ve ark. (2007), piknogenolin karaciger tizerine koruyucu etkKisini
aragtirmak i¢in 30 ratta CCly ile karaciger hasari olusturmuslar, 1.25 ml/kg’lik tek doz
halinde uygulanan CCl,’lin hepatotoksitiye neden oldugunu ve serum AST, ALT
degerlerinin arttigin1 gostermislerdir. AST ve ALT, karaciger hasarini saptamada
rutinde en sik kullanilan belirleyicilerdir. AST karacigerde oldugu kadar kalp, Kkas,
beyin, pankreas, bobrek, akciger, 10kosit ve eritrositte de yogun olarak bulunmaktadir.
Buna karsilik ALT yogun olarak yalnizca karacigerde bulunur. Yaklagik olarak
hepatositte bulunan AST’nin % 80’i mitokondridedir. Oysa ALT’nin predominant
formu non-mitokondriyal olamidir. Bu nedenle hafif hepatoselliiler hasarda, hepatosit
membrani hasara ugramis ancak mitokondrial membrani saglam ise sitoplazmik AST ve
ALT seruma salinir. Daha ciddi hepatoselluler hasarlarda mitokondri membraninda da
hasar olur ve mitokondriyal AST salinimi ile sonug¢lanir (Rosalki ve Mclintyre, 1999;
Pratt ve Kaplan, 1999).

Shallan ve ark. (2008) oral olarak misir yagi i¢inde 1 ml % 10 CCly vererek
olusturduklart hepatoksisitede Solanum nigrum L.’nin antioksidan etkisini incelemisler,
CCly’le intoksikasyona ugramis ratlarin serum ALT ve AST aktivitesini kontrol
grubuna gore oldukga yiiksek diizeyde dnemle arttigini bulmuslar, ALP aktivitesinde ise
onem saptayamamuslardir. Karcigerdeki hasarla artan serum ALT, AST aktivitesinin
karacigerde hiicre membran biitiinliigiiniin gdstergesi olduguna isaret etmislerdir.
Verilen bitki ekstrakti ile serum transaminazlarimin normale donmesini ise hepatik

parankimada iyilesmeye ve hepatik rejenerasyona baglamislardir.

Saito ve ark. (2006) Con A uygulamasindan 8 saat sonra olusan karaciger
hasarinda ALT aktivitesini 15 + 2 KU/L’den 2055 + 259 KU/L’ye yiikseldigini
saptamiglardir. Con A enjeksiyonundan 30 dakika once verilen fucoidanin doza bagh
olarak, artan plazma ALT aktivitesi tlizerine inhibe edici etkisi oldugunu ifade
etmislerdir. Aynmi ¢alismada; Con A enjeksiyonu sonucu artan plazma ALT aktivitesinin
(2204 = 272 KU/L), fucoidan uygulamasindan sonra 8. saatte belirgin olarak azaldigini
ve bu inhibitorik etkinin 24 saat i¢inde zayifladigini (1044 + 289 KU/L) belirtmislerdir.
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Kawano ve ark. (2007), ratlarda D-galaktozamin tarafindan olusturulan
hepatopati tzerine dort farkl algin etkisini incelemisler, fucoidan verilen grupta serum
ALT ve AST aktivitelerini diger alglerin verildigi gruplara gore ¢ok diisiik olarak

bulmuslardir.

Thomas ve ark. (2010), ratlarda izoproterenol ile uyarilmis miyokard
infarktlisiinde fucidanla tedavi edilen grupta miyokardiyal hasarin azaldigini
saptamiglar, ALT aktivitesini kontrol, izoproterenol ve fucoidan+izoproterenol
grubunda sirasiyla 37.25 + 3.35, 64.22 + 2.65 ve 54.33 = 2.15 IU/L olarak bulmuslardir.
Yine AST aktivitesini sirasiyla 161.15 £5.45, 246.67 £ 6.65 ve 141.0+5.34 |U/L
olarak tespit etmislerdir. Izoproterenol ile uyariimis miyokard infarktiisiinde fucoidanin

kalp koruyucu etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Choi ve ark., (2010) ratlarda aspirinle olusturulan mide tlserinde fucoidanin
etkisini arastirmislar, fucoidanin karaciger iizerine yan etkilerini gérmek i¢in serum
ALT ve AST aktivitelerini 6lgmiislerdir. Yalnizca aspirin verilen hayvanlarda hepatik
hasarin indikatorii olarak 6lgtilen serum ALT ve AST aktivitelerinde yiikselis oldugunu
ve fucoidanla tedavi sonucunda serum ALT ve AST’nin asir1 saliniminin engellendigini
saptamiglardir. Aspirin verilen gruptaki ratlarin ALT ve AST diizeyleri fucoidan +

aspirin grubuna gore p<0.01 diizeyinde 6nemle yiiksek bulunmustur.

Kim ve ark., (2014) fucoidanin antiobesite etkisini arastirmak i¢in yaptiklari
caligmalarinda ALT ve AST diizeylerine bakmaislar, yliksek yagl diyetle (HFD) 5 hafta
besledikleri ratlara % 1 ve % 2 fucoidan vererek ALT ve AST aktivitelerini sadece
yiiksek yagli diyetle beslenen HFD grubunda standart diyetle beslenenlere gore
(kontrol) sirasiyla 2.5 ve 1.6 kat fazla oldugunu bulmuslardir. % 1 fucoidan+HFD ve %
2 fucoidan+HFD gruplarinin AST aktivitesi HFD grubuyla karsilastirildiginda, AST
aktivitesinin sirasiyla % 36.3 ve % 56.2 oraninda 6nemle azaldigini1 gérmiislerdir. Yine
ALT aktivitesi ise %1 fucoidan+HFD grubunda % 39, % 2 fucoidan+HDF grubunda ise
% 43.4 oraninda HDF grubunun ALT aktivitesine gore Onemle azaldigini tespit

etmislerdir.

Kang ve ark. (2008) CCly’le olusturulan oksidatif strese karsi fucoidan

ekstraktlarinin antioksidan 6zelligini incelemek icin yaptiklart ¢aligmalarinda ratlara
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100 mg/kg dozda fucoidan ekstrakti vemisler ve ratlarin serumunda ALT, AST, ALP,
LDH aktiviteleri, karaciger homojenatinda SOD, CAT, GPy aktiviteleri ile MDA
diizeylerini 6lgmislerdir. CCly verilen grupta ALT, AST, ALP, LDH aktiviteleri ve
MDA seviyeleri artarken, SOD, CAT, GPx aktiviteleri diismiistiir. Fucoidan ekstrakti
ile 6n tedavi edilen grupta ALT, AST, ALP, LDH ve MDA artis1 baskilanirken, SOD,
CAT, GPx diizeylerinde ilk degerlere ulagilmistir. Fucoidan verilen grubun karaciger
dokusunda nekroz ve siroz goriilme olasiliginin 6nemle azaldigi, CCly’le olusturulan
oksidatif strese karsi fucoidan ekstraktlarinin antioksidan o6zelliginin bulundugunu

bildirmislerdir.

Hayashi ve ark. (2008) ratlara CCl,’(i tek doz intraperitoneal vererek akut, sekiz
hafta stliresince haftada iki kez oral vererek kronik karaciger hasari olusturmuslar ve
karaciger hasar1 {izerine fucoidanin etkisini incelemislerdir. Ozellikle CCl,
enjeksiyonundan 24 saat sonra serum AST aktivitesinin 125°ten 707 karumen U/ml’ye,
ALT aktivitesinin ise 21’den 752 karumen U/ml’ye yiikseldigini saptamislardir. Tek
doz 25 mg/ kg i.v. fucoidan verilmesinden sonra artan AST aktivitesinin 304 karumen
U/ml’ye, ALT aktivitesinin ise 214 karumen U/ml’ye diistiigiinii bulmuslardir. Ozellikle
50 mg/ kg fucoidan enjeksiyonundan sonra serum AST ve ALT aktivitesinin normal
seviyelere (77 ve 67 karumen U/ml) geldigini ve bu sonuglara gore fucoidanin CCly ile
olusan akut karaciger hasarinda giiglii bir inhibitér oldugunu vurgulamislardir. Yine
ayni c¢alismada olusturulan kronik karaciger hasarinda serum AST seviyesininin
149°dan 433 karumen U/ml’ye, ALT aktivitesinin ise 101’den 568 karumen U/ml’ye
yiikseldigini saptamislar, fucoidan uygulamasindan sonra AST ve ALT aktivitesinin
strastyla 265 ve 238 karumen U/ml’ye diistiiglinii gézlemislerdir. Fucoidanin CCl,’Un
neden oldugu fibrotik alanlardaki artis1 zayiflattigi ve kronik karaciger hasarinin

tedavisinde kullanilabilecegi ifade edilmistir.

Sunulan bu ¢aligmada karaciger hasarinda indikator olarak kabul edilen serum
ALT ve AST aktiviteleri 6lgildu. Serum ALT aktivitesi 237.25 + 94.97 U/L olarak en
yuksek CCl; grubunda saptandi. CCls+fucoidan grubunda ALT aktivitesi biraz daha
diisiik (218.00 = 256.55 U/L) bulundu ancak CCl, grubuyla arasinda istatistiksel olarak
6nem yoktu (p>0.05). Bu iki grup ile kontrol ve fucoidan grubu arasinda p<0.05
diizeyinde 6nem saptandi. Yine serum AST aktivitesi kontrol grubunda 162.25 + 54.0
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U/L, fucoidan grubunda 195.86+59.91 U/L, fucoidan+CCl, grubunda 397.88 £190.22
U/L ve CCl4 grubunda 527.00 £ 94.17 U/L olarak bulundu. CCl, grubu ile diger ti¢ grup
arasinda p<0.001 diizeyinde 6nem tespit edildi. Artan serum ALT ve AST aktiviteleri
degerlendirildiginde CCly’tin  karacigerde hasar olusturdugu, ancak fucoidan
uygulamasindan sonra CCl, verilmesiyle, her ne kadar kontrole yakin degerlere

ulasilamasa da, azalan enzim degerlerine bakarak bu hasarin zayifladigi séylenebilir.

Gama glutamil transferaz (GGT), bir karboksi peptidazdir. C-terminal glutamil
gruplarin1 koparir ve diger peptidlere veya glisilglisin gibi maddelere transfer eder,
glutatyon metabolizmasina katilir. Enzim, mikrozomol membranda (selliler GGT
aktivitesinin % 95’i) ve sitozolde (% 5) yerlesmis durumdadir. Serum GGT aktivitesi
primer olarak karaciger kaynaklhidir (Karagiil ve ark., 2000). Ancak GGT sadece
karacigerde bulanmaz, bobrek, akciger, pankreas, vaskiiler endotel gibi organlarda da
bulunur. Bunlarin diginda ekstraseliiler sivilarda, a ve B lipoproteinler ve albumin

tasityan molekiillerde de mevcuttur (Jennifer ve ark., 2010).

Cesitli hastaliklarda GGT enzim aktivitesinin serumdaki normal degerlerinin
Uzerine ¢iktig1 tespit edildiginden, klinik teshiste kullanilabilmektedir. GGT en fazla
bobrekte bulunmasima ragmen seruma gegen enzimin esas kaynaginin hepatobiliyer
sistem oldugu saptanmistir. Yapilan bir arastirmada hepatobiliyer hastaligi olan kisilerin
biiyiikk cogunlugunda GGT aktivitesi yiksek olarak bulunmustur (Ideo ve ark., 1972;
Jornfeld ve ark., 1984).

Muriel (1998), erkek Wistar sicanlarda CCl, enjeksiyonu ile kronik karaciger
hasarinda, GGT diizeyinin yaklasik 8 pmol/L’den 13 pmol/L’ye yikseldigini ve bu
enzim aktivitesindeki artisin karaciger hasarinin en belirgin gostergesi oldugunu
bildirmektedir.

Ustiindag ve ark. (2005) ratlarda CCly’le olusturduklar1 karaciger hasari iizerine
soy izoflavonlarin etkisini incelemisler; kontrol grubundaki normal diyetle beslenen
ratlarin GGT aktivitesini 1.33 £ 0.81 U/L ve normal diyetle beslenip CCl, verilen
ratlarda ise aktiviteyi 4.12 +1.34 U/L olarak saptamiglardir.
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Kartik ve ark. (2010), N-nitrosodietilamin ve CCl, ile ratlarda
hepatokarsinogenez sekillendirmisler, hepatik diagnostik markerler olarak serum AST,
ALT, ALP, GGT aktiviteleri ile bilirubin diizeylerini 6l¢miislerdir. Kontrol grubunda
AST, ALT, ALP, GGT ve bilirubin diizeylerini sirasiyla 191.22 + 3.19 U/L, 81.25 +
1.58 U/L, 231.11 + 11.31 U/L, 30.8 + 5.1 U/L ve 0.76 = 0.03 U/L olararak bulurken,
NDEA + CCl, verilen grupta yine sirasiyla 362.21 + 22.32 U/L, 378.51 + 29.78 UI/L,
437.38 = 28.33 U/L, 158.9 + 8.2 U/L, 1.32 + 0.06 U/L olarak saptamislardir.
Ksenobiyotik ve karsinojenikler tarafindan olusturulan hepatoselliiler hasarda, tahrip
olmus hepatositlerden bu enzimlerin ¢ikmasiyla serumdaki aktivitelerinin yiikseldigini

ifade etmislerdir.

Yapilan bu ¢alismada serum GGT aktivitesi en yiiksek olarak CCl, grubundaki
ratlarda bulundu (4.41 = 0.43 U/L) ve diger gruplara gore istatistiksel olarak p<0.001
duzeyinde 6nem tespit edildi. Fucoidan+CCl, grubunda ise bu enzim aktivitesi 3.06 +
0.60 U/L olarak saptandi. Kontrol grubu (1.00 = 0.74 U/L) ile bu grup arasinda p<0.001
dizeyinde 6nem bulundu. Incelenen ALT, AST ve GGT aktivitelerindeki azalmaya
bakilarak, fucoidan uygulamasindan sonra CCl; verilmesiyle olusturulan grupta
(fucoidan + CCly) hepatik hasarin zayifladigi, fucoidanin karaciger koruyucu 6zelliginin

bulundugu sdylenebilir.

Karaciger serum proteinlerinin sentezi i¢in Onemli bir yerdir ve serum
proteinlerinin diizeyi bazi karaciger hastaliklarinda azalir. Hepatik tahribatta bazi
aminoasitlerin oksidatif hasar1 metabolik disfonksiyonun baslica sebebi olarak kabul

edilir (Bandyopadhyay ve ark., 1999).

Albumin karacigerde sentezlenir ve kronik karaciger hastaliklarinin bir sonucu
olarak serum albumin diisiisti gézlenir. Ayrica, akut ve kronik karaciger hastaligi ile
ilgili sentez azligi, kapiller permeabilite ile ilgili damar disina dogru kayip (agir
yaniklar) ya da asirt su alimi veya serdz birikmesi (asites), katabolizmada artis gibi
durumlarda da albumin diizeyleri azalir. Portal fibroz ve Karaciger sirozu olgularinda
albumin sentezinin azalmasi ve kaybinin artmasina bagli olarak serumdaki aktivitesi de
azalmaktadir (Erdal, 1987; Karagtl ve ark., 2000; Onat ve ark., 2002).

Globulinler, suda zor cuzinebilen fakat seyreltik noétral tuz cozeltilerinde
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¢ozlnebilen, amonyum silfatin yar1 doymus konsantrasyonunda c¢oziinebilen basit bir
proteindir (Tekman ve Oner, 1994). Globulin artis1; nefrotik sendrom, aktif karaciger
hastaligi, suppuratif dermatopatilerde mevcuttur (Karagul ve ark., 2000).

CCly ilavesi hiicre membraninda hasara, enzim aktivitesinde degisikliklere ve
sonunda hepatik nekroza neden olur, hiicre 6liimii gergeklesir (Achliya ve ark., 2003).
Hepatik hasar, hiicrenin ¢6zinebilir proteinlerinin seruma gegisine neden olur (ALT,
AST gibi). Bunun {izerine transaminazlarin aktivitesi artar. Tam tersine total ¢oziiniir
proteinlerin diizeyi serumda azalir. Ciinkii CCls’le intoksikasyona ugramis ratlarda

protein sentezi inhibe edilir (Rao ve ark., 2006), protein katabolizmasi ise normaldir.

In vivo (Khorshid ve ark., 2008) ve in vitro (Li ve ark., 2010) calismalarda,
CCly’tin protein sentezini de inhibe ettigi gosterilmis; albumin ve fibrinojen gibi

proteinlerin plazma diizeylerinin diistiigii belirlenmistir.

Ustiindag ve ark. (2005), 5 hafta i.p. olarak haftada 3 giin 0.15 ml/100 g
oraninda zeytin yagi i¢inde CCly vererek olusturduklart karaciger hasarina karsi soy
izoflavonlarin etkisini arastirmiglar ve CCly grubunda total protein ve albumin diizeyini
sirastyla 6.53 g/dl, 2.91 g/dl, kontrol grubunda ise 7.6 g/dl ve 3.3 g/dl olarak

bulmuslardir.

Huang ve ark. (2014), 7 hafta siresince haftada iki kez 10 ml/kg subkutan yolla
CCly vererek olusturduklari karaciger fibrozisi {izerine kallistatinin koruyucu etkisini
aragtirmiglar ve kontrol grubunda albumin diizeyini 45.50 + 3.20 g/L, CCl, grubunun
albumin dizeyini ise kontrol grubuna gore p<0.01 dizeyinde oOnemle disiik
bulmuslardir (25.3 + 2.50 g/L). Karacigerin protein sentez kapasitesinin, hepatik
fonksiyonel reservin énemli bir yoni olarak kabul edildigini (Shaker ve ark., 2011) ve
serum albumin diizeyinin yaygin olarak kullanilan 6nemli bir marker oldugunu

belirtmislerdir.

Murali ve ark. (2012), 7 giin siireyle giinde 1 kez siv1 parafin i¢inde 0.5 ml / kg
CCly4 p.o vererek olusturduklar1 hepatotoksisitede Hemidesmus indicus var. pubescens
yapraklarinin koruyucu etkisini incelemislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada kontrol grubunun

total protein duizeyini 6.7 = 0.11 g/dl, albumin dizeyini 3.8 = 0.1 g/dl ve CCl, grubunun
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total protein ve albumin diizeyini sirasiyla 4.9 + 0.8g/dl, 2.8 + 0.1 g/dl olarak

bulmuslardir.

Shallan ve ark. (2008), oral olarak misir yagi i¢inde 1 ml %10 CCl, vererek
olusturduklar1 hepatoksisitede Solanum nigrum L.’nin antioksidan etkisini incelemisler,
kontrol grubunun total protein, globulin, albumin diizeyini sirasiyla 9.66 g/dl, 3.37 g/dl,
6.29 g/dl olarak bulmuslar, A/G oranini ise 1.87 olarak saptamiglardir. CCl, ile
intoksikasyon olusturduklar1 grubun total protein diizeyini kontrol grubuna gore
istatistik olarak yiiksek Onemle diisiik diizeyde (6.10 g/dl) tespit etmislerdir. Yine
kontrol grubuyla karsilastirildiginda CCly grubunun globulin, aloumin dizeylerini ve
A/G oranini sirastyla 2.75 g/dl (orta diizeyde 6nem), 3.35 g/dl (yiiksek diizeyde dnem)
ve 1.22 olarak diisiik bulmuslardir.

Yapilan bu ¢alismada kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl,; ve CCl; grubunun
serum albumin diizeyleri sirasiyla 3.78 + 0.42, 3.80 £ 0.16, 3.55 + 0.30, 3.71 £+ 0.46 g/dl
olarak bulundu ve gruplar arasinda 6énem saptanmadi (p>0.05). Genel olarak CCl, ile
yapilan deneysel hepatotoksisitelerde albumin diizeyinin Onemle diistiigii tespit
edilmesine ragmen (Shallan ve ark., 2008; Murali ve ark., 2012), bu ¢alismada gruplar
arasinda ¢ok farkli bir degisim gozlenmedi. Bunun nedeni akut hepatotoksisitelerde
serum albuminin yarilanma 0mriiniin uzamasit ve bu nedenle seviyede degisimin tespit

edilememesi olabilir.

Yine yapilan bu ¢alismada serum globulin diizeyi en yiiksek olarak 2.89 + 0.45
g/dl ile CCl, grubunda tespit edildi. Serum globulin diizeyi fucoidan+CCl, grubunda
2.39 + 0.16 g/dl, kontrol grubunda 2.38 £ 0.25 g/dl, fucoidan grubunda ise 2.23 £ 0.34
g/dl olarak birbirine yakin degerler saptandi. CCly grubu ile diger ii¢ grup arasinda
p<0.01 diizeyinde 6nem bulundu. Karaciger hastaligi olanlarda hipergamaglobulinemi
yaygin olarak goriildigiinden (Kurahori ve ark., 1978; Hirayama ve ark., 1970), CCl,
grubunda serum globulin diizeyi ylksek olarak bulundu, fucoidan verilmesiyle globulin

diizeyinin kontrol grubunun diizeyine yaklastig1 saptandi.

Butlin serum proteinleri (immunoglobulin harig) karacigerde sentezlendiginden,
CCl, tarafindan olusturulan karacigerdeki hiicre hasarlar1 albumin diizeyinin azalmasina

neden olur. Okazaki ve ark. (1985), akut karaciger hasarinda albumin diizeyinde 6nemli
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azalma saptamislar, kronik karaciger hasarinda ise Onemli bir degisim tespit
edememislerdir. Akut ve kronik hasarda total protein dizeyinde azalma
gozlememislerdir. Siddetli karaciger hasarlar1 protein katabolizmasini azaltir ve protein
yart omriiniin uzamasi hayvan vicudunda protein sentezinin azalmasin telafi eder.
Serum protein diizeyinin ratlarda yas, cinsiyet, gebelik ve CCl, verilmesi nedeni ile
degistigi bildirilmistir (Horne ve Ferguson, 1972; Horne ve ark., 1973). Karaciger
hastalig1 olanlarda hipergamaglobulinemi de ¢ok yaygindir (Hirayama ve ark., 1970).
Yaygin olarak hakim olan goriis bir ¢ok antijen fagosite edildigi zaman antijenik
ozelliklerini kupffer hiicrelerinde kaybeder. Fakat hasarli karacigerde bir ¢ok antijen
kupffer hicrelerinin fagositozuna daha az oranda maruz kalacaktir. Clnkd bu hicreler
bir ¢cok hasarli hiicreyi de fagosite etmek zorundadir. Bu sebeple yabanci maddeler
kanda antikor olusturan hiicrelerle daha fazla temas etme sansina sahiptirler ve bu
nedenle de serumda yiksek gamaglobulin diizeyi bulunur. Okazaki ve ark. (1985) da
yiiksek y-globulin diizeyini bildirmigler ve kupffer hucrelerinin fagositozunun endojen

komponent ve ekzojen materyallerin miktarina bagli oldugunu ileri siirmiislerdir.

Yapilan bu caligmada total protein diizeyi kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl,
grubundaki ratlarda sirasi ile 6.14 + 0.32, 6.04 + 0.40, 5.95 * 0.34 g/dl olarak birbirine
yakin degerler belirlenirken, CCl; grubunda istatistiksel olarak p<0.01 dizeyinde
onemle yuksek tespit edildi (6.60 £ 0.38 g/dl). Siddetli karaciger hasarlarinda protein
katabolizmasinin azaldig1 ancak protein yari dmriiniin uzamasiyla hayvan viicudunda
azalan protein sentezini telafi ettigi bildirilmis, akut ve kronik karaciger hasarlarinda
total protein diizeyinde azalma gozlenmedigi ifade edilmistir (Okazaki ve ark.,1985).
Shallan ve ark. (2008) ise total protein dizeyinin CCl, grubunda kontrollere gére diisiik
bulmuslar ve CCls’le intoksikasyona ugramis ratlarda protein sentezinin inhibe
edildigini (Rao ve ark., 2006), protein katabolizmasinin ise normal oldugunu
belirtmislerdir. Bu ¢alismada da CCl, grubunun total protein diizeyinde azalma tespit
edilmedi ve diger ii¢ gruba gore istatistiksel olarak p<0.01 diizeyinde 6nemle ylksek
bulundu. CCl, ile olusan hepatotoksisitede protein sentezi inhibe olmasina ragmen
protein katabolizmasinin normal islemesi nedeniyle total protein diizeyinde azalma
olmadigi gibi, y-globulin diizeyinin yiikselmesine bagli olarak total protein dlizeyinde

artis oldugu saptandi.
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Serum proteinlerinin  ayrilmast ve bunlarin elektroforetik  profillerinin
c¢ikarilmasi klinik biyokimyada 6nemlidir ve tanida yardimcidir. Anormal serum protein
profilleri hastaliklarin tipleri ile bazi inceliklerinin ayrilmasinda kullanilir. Kopek, at,
koyun ve insan gibi tiirlerde albumin/globulin oraninda, albumin miktar1 globulin

miktar1 Uzerine etki eder (Kaneko, 1997).

Okazaki ve ark. (1985) yaptiklar1 ¢alismada, tek doz her fareye 0.04 ml CCl,
haftada 3 kez 5 hafta siiresince vererek, tek dozda akut, coklu dozlarda kronik karaciger
hasar1 olusturmuslardir. Serum proteinlerini elektroforetik olarak analiz etmisler;
kontrol grubunda albumin, o , B ve y-globulin degerlerini sirasiyla % 73.8 + 4.53, 16.7
+ 243, 8.21 + 0.11, 0.80+ 0.88 olarak bulurlarken, akut karaciger hasart olusturulan
grupta bu degerler % 61.8 £ 3.72, 27.3 + 1.80, 8.31 + 0.08, 2.68 £+ 0.89 olarak
Olgtilmiistiir. Kronik karaciger hasart olusturulan grupta protein fraksiyonlar1 % 51.1 £
5.36, 21.4 + 3.41, 15.86 + 2.31 ve 11.07 £ 4.70 olarak saptanirken kontrollerde yine
strastyla % 52.8 £ 2.86, 21.7 £+ 6.64, 13.67 + 2.06, 8.10 £ 3.17 olarak tespit edilmistir.
Tek doz veya ¢oklu doz uygulanan gruplar arasinda total protein dizeylerinde degisim
olmadigl, akut karaciger hasarinda albumin diizeylerinde diisiis, o , p ve y-globulin
diizeylerinde artisin sekillendigi bildirilmistir. Kronik hepatik hasarda ise tim
degerlerde degisimler gozlenmemis, ancak y-globulinlerin artisa meyilli oldugu
belirtilmistir. Akut hepatik hasarda A/G oraninda diisme gézlenmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda fucoidanin protein elektroforezi izerine etkisini
gosteren calismaya rastlanilamamistir. CCly verilerek hepatotoksisite olusturulup
protein fraksiyonlarini inceleyen calismalarin sayisi da oldukca smirlidir. Sunulan bu
calismada protein elektroforezinde % albumin, a;-globulin, ay.globulin fraksiyonlarinda
gruplar arasinda istatistiki olarak onem saptanmadi (p>0.05). B.globulin (%) degeri
kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl,, CCl, grubunda sirasiyla % 1.02 + 0.16, 0.94 + 0.20,
1.06 = 0.20, 1.41 * 0.33 olarak bulundu ve CCl; grubu ile diger li¢ grup arasinda
istatistiki olarak p<0.01 dizeyinde 6nem tespit edildi. Yine v. globulin degerini (%)
kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl,, CCl, grubunda sirasiyla % 0.26 + 0.08, 0.13 + 0.07,
0.13 + 0.04 ve 0.39 £ 0.23 olarak saptand1 ve CCl, grubu ile diger ii¢ grup arasinda
istatistiki olarak p<0.001 diizeyinde dnem bulundu. A/G orani ise en diisiik olarak CCl,

grubunda (0.89 £ 0.21) tespit edilirken kontrol, fucoidan, fucoidan+CCl, grubunda
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sirastyla 1.07+£0.29, 1.40 +0.26, 1.16 +0.30 olarak saptandi. Fucoidan+CCl, grubunda
A/G oram1 CCls grubuna gore yiiksek saptanmasina ragmen bu iki grup arasinda
istatistiki olarak 6nem belirlenmedi (p>0.05). Klasik olarak bilindigi gibi karaciger
hastaliklarinda enzimatik degisimin yanisira total protein diizeyleri ve protein
fraksiyonlar1 hastaligin seyrine bagli olarak degisimi olan Onemli biyokimyasal
parametrelerdir. Burada da CCl,’iin hepatotoksik etkileri nedeniyle karaciger hasari
olustugu goriildi, beklendigi gibi elektroforetik fraksiyonlarin degisim gosterdigi
saptand1. Ozellikle y.globulin diizeyinin CCl; grubunda yiiksek olmasi karaciger
hasarmin fazla oldugunu gosterir. Yukarida da belirtildigi gibi bir ¢ok antijen fagosite
edildigi zaman antijenik Ozelliklerini kupffer hiicrelerinde kaybeder. Fakat hasarli
karacigerde bu antijenler kupffer hicrelerinin fagositozuna daha az oranda maruz kalir.
Ciinkii bu hiicreler bir ¢ok hasarli hiicreyi de fagosite etmek zorunda oldugundan,
antijenler kanda antikor olusturan hiicrelerle daha fazla temas ederler ve bu nedenle de
serumda gamaglobulin dizeyi yukselir (Okazaki ve ark.,1985). Fucoidan+CCl,
grubunda y.globulin (%) diizeyinin diismesi karacigerde rejenerasyonunun
gerceklestiginin bir gostergesi olarak kabul edilebilir. Ayrica fucoidan+CCl, grubunun
A/G oraninda saptanan yikselis, globulin miktarindaki azalmaya bagli oldugundan

fucoidanin karaciger koruyucu ve iyilestirici etkisinin oldugu anlasilmaktadir.

Sonug olarak, karaciger hasarlarini yosun ekstraktlarini vererek tedavi etme
konusunda yapilan c¢alismalarin sayisinin az olmasi nedeniyle bu ¢alisma bilimsel bir
O6neme sahiptir. Sunulan bu ¢alismada CCly’le olusturulan hepatotoksisitede incelenen
karaciger enzim aktivitelerine (ALT, AST, GGT), baz1 biyokimyasal parametrelere
(albumin, globulin, total protein) ve protein fraksiyonlarindaki degisimlere bakarak
CCl, toksisitesinden 6nce fucoidan verilmesinin CCly’tin olusturdugu hepatik hasari
zayiflattigl, fucoidanin karaciger koruyucu 6zelliginin bulundugu séylenebilir. Ancak
kahverengi yosunlardan elde edilen ve Uzakdogu’da yaygin olarak kullanilan
fucoidanin terapotik mekanizmasinin daha iyi anlasilmasi, deneysel tedaviler siiresince
karaciger fonksiyonlarina etkisinin daha iyi degerlendirilmesi i¢in yeni caligsmalara

ihtiyac vardir.
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OZET

Aysin N, Ratlarda karbontetrakloriir ile olusturulan hepatotoksisitede bazi biyokimyasal
parametreler ve protein elektroforezi degisimleri iizerine fucoidan’in etkisi. Yiiziincii Yil
Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Van 2014.
Fucoidan, kahverengi deniz yosunlarinlarindan eksrakte edilen siilfatli bir polisakkarittir. Bu ¢aligmada
ratlarda CCl, ile olusturulan hepatotoksisitede fucoidan kullanilmasinin baz1 biyokimyasal parametreler
(ALT, AST, GGT, albumin, globulin, total protein) ile protein fraksiyonlar1 {izerine etkisinin aragtiriimasi
hedeflenmistir. Calismada kullanilan ratlar rastgele her biri 8 rattan olusan 4 gruba ayrildi: Kontrol grubu,
fucoidan grubu (fucoidan 100 mg/kg/gin, 8 gilin intragastrik), fucoidan+CCl, grubu (fucoidan 100
mg/kg/glin, 8 guin intragastrik+tek doz CCl, 1 ml/kg i.p), CCl, grubu (tek doz CCl, 1 ml/kg i.p). 8 giinlik
deneme siiresinden 24 saat sonra kan 6rnekleri alindi, elde edilen serumlarda ALT, AST, GGT aktiviteleri
ile total protein, albumin ve globulin duzeylerinin analizi otoanalizérde, serum protein fraksiyonlar: ise
elektroforetik olarak tespit edildi. Serum ALT, AST, GGT aktiviteleri ile globulin ve total protein
diizeyleri en ylksek olarak CCl, grubunda saptandi. Fucoidan+CCl, grubunda ise CCl, grubuna gére AST
(p<0.001), GGT (p<0.001) aktiviteleri ile globulin (p<0.01) ve total protein (p<0.01) dizeylerinin
istatistik olarak 6nemle azaldig: tespit edildi. Protein elektroforezinde albumin (%), a;. globulin (%), a,.
globulin (%) diizeylerinde gruplar arast 6nem bulunmadi. B. globulin (%) ve y. globulin (%) diizeyleri en
yiksek olarak CCl, grubundaki ratlarda tespit edildi, diger gruplara gore istatistik olarak sirasiyla
p<0.01, p<0.001 diizeyinde onem saptandi. A/G orani ise en diisiik olarak CCl, grubunda, en yiksek
olarak fucoidan grubunda belirlendi (p<0.01). Sonu¢ olarak; CCly’le olusturulan hepatotoksisitede
incelenen bazi biyokimyasal parametrelere (ALT, AST, GGT, albumin, globulin, total protein) ve protein
fraksiyonlarindaki degisimlere bakarak CCl, toksisitesinden once fucoidan verilmesinin CCl,’ln
olusturdugu hepatik hasar1 zayiflattig1, fucoidanin karaciger koruyucu 6zelliginin bulundugu séylenebilir.
Ancak kahverengi yosunlardan elde edilen ve Uzakdogu’da yaygin olarak kullanilan fucoidanin terapotik
mekanizmasmin daha iyi anlasilmasi, deneysel tedaviler siiresince karaciger fonksiyonlarina etkisinin
daha iyi degerlendirilmesi i¢in yeni ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Sozctkler: CCl, Hepatotoksisite, Fucoidan, Protein Elektroforezi, Enzim
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SUMMARY

Aysin N, The effect of fucoidan on the changes of some biochemical parameteres and protein
electrophoresis in hepatotoxicity induced by carbontetrachloride in rats. The University of
Yiiziincii Yil, Health Sciences Institute, Department of Biochemistry, MSci. Thesis, Van 2014.
Fucoidan is a sulfate polysaccharide that extracted from the brown alges. This study was aimed to search
the effect of fucoidan on some biochemical parameters (ALT, AST, GGT, albumin, globulin, total
protein) and protein fractions in hepatotoxicity induced by CCl, in rats. The rats which are used in the
study were randomly divided into 4 groups that each of has 8 rats : Control group, fucoidan group
(fucoidan 100 mg/kg/day, 8 days intragastric) fucoidan+CCl, group (fucoidan 100 mg/kg/day, 8 days
intragastric+single dose CCl, 1 ml/kg i.p), CCl, group (single dose CCl, 1ml/kg i.p). After 24 hours from
the process of eight-day experiment, blood samples were taken. The analysis of total protein, ALT, AST,
GGT activities, albumin and globulin levels were done by autoanalyser and also serum protein fractions
were electrophoretically determined. The higher levels of globulin and total protein levels ALT, AST,
GGT activities were found in the group of CCl,, On the other hand, in the group of fucoidan+CCl, it was
determined that the levels of globulin (p<0.01), total protein (p<0.01) and the activity of AST (p<0.001),
GGT (p<0.001) statistically decreased compared to CCl, group. There was not a statistical importance
between groups in the levels of albumin (%), 0y. globulin (%), a,. globulin (%) in protein electrophoresis.
The levels of B.globulin (%) and y.globulin (%) were determined as maximum in group of CCl, and there
is a statistical importances between other groups, respectively p<0.01, p<0.001. The lowest and the
highest A/G ratios were estimated in CCl, and fucoidan groups, respectively (p<0.01). As conclusion, it
can be said that giving fucoidan before CCl, toxicity decreases the hepatic damage of CCl, and fucoidan
has the property of liver protective by looking to some biochemical parameters (ALT, AST, GGT,
albumin, globulin, total protein) that examined in hepatotoxicity induced by CCl, and changes in protein
fractions. However, there is need to new studies so as to better understand therapeatic mechanism of
fucoidan which is created from Brown alges which used widely in Far East and also so as to better
evaluate the effect of liver fonctions during process of experimental treatment.

Key Words: CCl, Hepatotoxicity, Fucoidan, Protein Electrophoresis, Enzyme
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