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GIRIS

Karaciger hastaligi kalitsal olabilir veya virusler ve alkol kullanimi
gibi karacigere zarar veren ¢esitli faktorlerden kaynaklanabilir.
Ayrica cesitli cevresel faktorler de karaciger hasarina neden olabilir.
Kronik karaciger hastaliklarindan 36.000'den fazla élimle, bir
tedavi veya onleyici tedavi arayisinin su anda tibbin ana odak
noktalarindan birini olusturdugu agiktir.

Mevcut ilag, karaciger hastaligina yol acan hepatotoksisiteyi dnemli
6lglde iyilestirebilen bir madde sunmadigi igin, dikkatin giderek
daha fazla imminomodaulatérler de dahil olmak Gzere cesitli dogdal
molekuillere odaklanmasi sasirtici degildir. Bu calismalarin cogunda,
cesitli dogal molekullerin karaciger hasari Gzerindeki aciklanan
etkileri olumluydu [1-5].

Laboratuvarlarimizin uzun vadeli odak noktasi, iki dogal molekalin,
hamik asitlerin (HA) ve B-glukanin sinerjik etkileridir. HA, organik
maddenin ayristirildigi her yerde bulunabilen her yerde bulunan
molekdillerdir. Birinci Dinya Savasli sirasinda oldugu gibi, yaklasik
100 yil 6ncesine dayanan 6nemli calismalarla HA hakkindaki uzun
bilgi birikimine ragmen, turba 6zleri
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Yogun arastirmalara ragmen, karaciger hastaliklari 6nemli bir saglik sorunudur ve mevcut tip, karaciger
hastaliginin gesitli evrelerine yol acan hepatotoksisiteyi 6nemli 6l¢tide 6nleyebilecek bir madde
sunmamaktadir. Bir glukan-humik asit (HA) kombinasyonunun koruyucu etkilerini gésteren daha 6nce
yayinlanmis calismalarimiza dayanarak, bu iki dogal molekulin kombinasyonunun deneysel olarak

Biyoloji Grubu, Navarra indUklenen hepatotoksisiteye karsi profilaktik koruma saglayabileceg@i hipotezine odaklandik. Gereg ve
Universitesi, ispanya, Yontemler: Deneysel olarak karacigere zarar vermek icin lipopolisakkarit, karbon tetraklorir ve etanol

® Ar-Ge Departmani, kullanildi. Karaciger hasarina tekabdil ettigi bilinen aspartat aminotransferaz, alanin transaminaz, alkalin
Timac Agro Uluslararasi, fosfataz, glutatyon, siiperoksit dismutaz ve malondialdehit seviyeleri test edildi. Sonuglar: Ug farkli

hepatotoksin kullanarak, tim vakalarda bazi HA érneklerinin ve en ¢ok da glukan-HA kombinasyonunun
karaciger hasarina karsi gui¢lt koruma sagladigini bulduk. Sonug: Glucan-HA kombinasyonu, karaciger korumasinda kullan

2¥avEyanet 5 ANAHTAR KELIMELER: Enzimler, humik asit, glukan, karaciger, koruma

enfeksiyonlari énlemek icin kullanilmistir [6]. Saglikla ilgili bazi
etkileri hala belirsizdir. Bazi ¢alismalar lenfositlerin uyarildigini [7],

bazi antiviral 6zellikleri [8] gbstermistir.

Polisakkaritlerin biyolojik 6zellikleri 1940'lardan beri arastiriimaktadir
[9] ve su anda 10.000'den fazla bilimsel ¢calismanin konusudur.
Glukanlar, makrofajlar, nétrofiller, monositler ve dogal éldurtcu
hicreler Uzerindeki 6rintl tanima reseptorleri tarafindan patojen
olarak muamele edilir [10]. Farkli kaynaklardan gelen glukanlar,
¢ogunlukla makrofajlar ve noétrofiller Gzerindeki Tamamlayici
Reseptdr 3 (CD11b/CD18) ve makrofajlar Gzerindeki Dectin-1
reseptori icin farkli reseptér afinitelerine sahiptir [11,12].
Glukanlarin 6nemli etkileri anti-enfeksiyon ve anti-kanser
bagisikliginda [13], kolesterolt dustirmede [14], stresin
baskilanmasinda [15] ve kronik hasta ¢ocuklarin bagisikliginin
uyarilmasinda [16] saptanmistir.

Daha onceki ¢alismalarimiz, glukanin etkilerinin HA eklenerek daha

da iyilestirilebilecegini ortaya koydu [17]. Daha ileri calismalar,

glukan uygulamasinin hepatositler izerinde yararli etkilere [18] ve

deneysel olarak indiklenen karaciger hasari Gizerinde

hepatoprotektif etkilere [19] sahip oldugunu goéstermistir. Ek

olarak, kendi verilerimiz, lipopolisakarit (LPS) hasarina karsi

hepatoproteksiyonda HA-glukan kombinasyonunun gucli sinerjistik etkilerini gost
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Sekil 1: (a, b ve c) Bir kontrol diyeti (kontrol) ile beslenen veya hiimik asit (HA) veya glukan-HA kombinasyonu ile desteklenmis farelerde karbon tetraklordr,
Lipopolisakarit veya etanol ylklemesinden sonra serumdaki alanin aminotransferaz aktivitesi. Bireysel numuneler #1 (glukan), #2 (AH8), #3 (AH10) ve #4
(AH8+AH10+glukan) olarak adlandirildi. Degerler, 15 farenin ortalamasini temsil eder. Desteklenen tim gruplar, P < 0.05 seviyesinde, tehdit edilen gruptan énemli

bir fark gésterdi.

ALP (UI/L)

NN

A

Z.

o, n

ALP (UI/L)

DL

ethanol

ALP (UIL)

#1 #2 #3

7

#4 PBS

Sekil 2: (a, b ve c) Bir kontrol diyeti (kontrol) ile beslenen veya hiimik asit (HA) veya glukan-HA kombinasyonu ile desteklenmis farelerde karbon tetraklorur,
lipopolisakarit veya etanol yliklemesinden sonra serumdaki alkalin fosfataz aktivitesi. Bireysel numuneler #1 (glukan), #2 (AH8), #3 (AH10) ve #4 (AH8+AH10+glukan)
olarak adlandirildi. Degerler, 15 farenin ortalamasini temsil eder. Desteklenen tim gruplar, P < 0.05 seviyesinde, tehdit edilen gruptan énemli bir fark gosterdi.

Bununla birlikte, bu veriler HA-glukan kombinasyonunun iyilestirici
Ozellikler sunabilecegini dogruladi, ancak karaciger hasarindan
once kullanildiginda etkileri hakkinda hicbir bilgi sunmadi. Bu
eksiklik bizi, deneysel olarak indiklenen hepatotoksisitenin bir HA-
glukan kombinasyonunun olasi profilaktik etkilerini degerlendiren
mevcut calismaya goturdd. Bulgularimizin genel oldugundan emin olmaRe@indan fazlasini temsil etmeleridir.
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ulasmak icin, Uc farkli, ancak koklu hepatotoksisite modeli kullandik:
LPS ile indlklenen [21], etanol ile indUklenen [22] ve karbon

tetraklorid (CCl4 ) ile indUklenen [23]. Bu Gi¢ modeli kullanmaya
karar vermemizin ana nedeni, arastirmalarda yaygin olmalari ve

birlikte deneysel olarak indtiklenen hepatotoksik ¢alismalarin
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Sekil 3: (a, b ve c) Bir kontrol diyeti (kontrol) ile beslenen veya hiimik asit (HA) veya glukan-HA kombinasyonu ile desteklenmis farelerde karbon tetraklorur,
lipopolisakarit veya etanol yiklemesinden sonra serumdaki aspartat aminotransferaz aktivitesi. Bireysel numuneler #1 (glukan), #2 (AH8), #3 (AH10) ve #4
(AH8+AH10+glukan) olarak adlandirildi. Degerler, 15 farenin ortalamasini temsil eder. Desteklenen tim gruplar, P < 0.05 seviyesinde, tehdit edilen gruptan 6nemli

bir fark gosterdi.
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Sekil 4: (a, b ve c) Bir kontrol diyeti (kontrol) ile beslenen veya hiimik asit (HA) veya glukan-HA kombinasyonu ile desteklenmis farelerde karbon tetraklorur,
lipopolisakarit veya etanol yuklemesinden sonra serumdaki glutatyon aktivitesi. Bireysel numuneler #1 (glukan), #2 (AH8), #3 (AH10) ve #4 (AH8+AH10+glukan)
olarak adlandirildi. Degerler, 15 farenin ortalamasini temsil eder. Desteklenen tim gruplar, P < 0.05 seviyesinde, tehdit edilen gruptan énemli bir fark gésterdi.

MALZEMELER VE YONTEMLER

Hayvanlar

Disi, 6-10 haftalik BALB/c fareleri, Jackson Laboratuvari'ndan
(Bar Harbor, ME) satin alindi. TGm hayvan ¢alismalari, Louisville

Universitesi IACUC protokoliine gére yapildi. Hayvanlar CO2 ile
bogularak éldurdlda.
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Malzemeler

Etanol, LPS (Escherichia coli'den) ve karbon tetraklortr
Sigma'dan (St. Louis, MO, ABD) satin alinmistir.

B -1, 3 Glukan

Saccharomyces cerevisiae'den ytksek otoliz ile ekstrakte edilen
mannooligosakkaritler ve B-glukan kombinasyonunu kullandik.
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Sekil 5: (a, b ve c) Bir kontrol diyeti (kontrol) ile beslenen veya hiimik asit (HA) veya glukan-humik asit ile takviye edilmis farelerde karbon tetraklortr, Lipopolisakkarit
veya etanol yiklemesinden sonra serumdaki lipid peroksidasyon (malondialdehit) aktivitesi kombo Bireysel numuneler #1 (glukan), #2 (AH8), #3 (AH10) ve #4
(AH8+AH10+glukan) olarak adlandirildi. Degerler, 15 farenin ortalamasini temsil eder. Desteklenen tim gruplar, P < 0.05 seviyesinde, tehdit edilen gruptan 6nemli
bir fark gésterdi.
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Sekil 6: (a, b ve c) Bir kontrol diyeti (kontrol) ile beslenen veya hiimik asit (HA) veya glukan-HA kombinasyonu ile desteklenmis farelerde karbon tetraklorur,
lipopolisakarit veya etanol yiiklemesinden sonra serumdaki stiperoksit dismutaz aktivitesi. Bireysel numuneler #1 (glukan), #2 (AH8), #3 (AH10) ve #4
(AH8+AH10+glukan) olarak adlandirildi. Degerler, 15 farenin ortalamasini temsil eder. Desteklenen tim gruplar, P < 0.05 seviyesinde, tehdit edilen gruptan 6nemli

bir fark gosterdi.

kontrolli pH'ta sicaklik. Tamamlandiginda hiicre duvarlari HUumik asit
ve ekstraktlar santriflijleme ile ayrilir ve hiicre duvari
spreyle kurutulur. Glikosidik bilesim %21 mannan, %24 B- Tarafindan agiklanan metodoloji kullanilarak cesitli organik

glukandir (Lallermand Animal Nutrition, Montreal, Kanada).  malzemelerden iki lignin tlrevi organik sistem elde edildi.
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[24]'te aciklandig gibi himik maddeleri ve HA'y1 ¢cikarmak igin
Uluslararasi Humik Maddeler Dernegi (IHSS). ilk HA siyah turbadan
(Galigya, ispanya) (HA8) ve digeri kirmizi Quebracho (Schinopsis spp.)
kabuklarindan (HA10) gikarildi [20].

Hepatoprotektif Aktivite

Hepatotoksisite, Park ve ark. [22], Prasanna ve Purnima'ya [25] gére
CCl4 (zeytinyaginda 0.5 ml/kg vicut agirhg, ip. enjekte) veya bir ip.
tarafindan tarif edildigi gibi 100 ng/kg vicut agirhgr (LPS) enjeksiyonu.
[21]. Alkol su icinde, LPS fosfat tamponlu salin (PBS) icinde seyreltildi.
Fareler rastgele birkag gruba ayrildi ve 14 giin boyunca oral olarak
sondayla uygulandi: Grup 1 - glukan ile tedavi edildi; Grup 2 - AH8 ile
tedavi edildi; Grup 3 - AH10 ile tedavi edilen; Grup 4 - bir glukan, AH8 ve
AH10 kombinasyonu ile tedavi edildi; ve Grup 5 - PBS ile tedavi edilen
kontrol grubu. Calisma sonunda kan alindi ve serum hazirlandi.

Bundan sonra, fareler éldurtldu ve karacigerler hemen kesildi ve
homojenatlar icin kullanildi.

Biyokimyasal Belirtecler

Aspartat aminotransferaz (AST), alanin transaminaz (ALT) ve alkalin
fosfatazin (ALP) enzimatik aktiviteleri (Antech Diagnostics, Louisville, KY,
ABD) tarafindan spektrofotometrik olarak test edildi. Karaciger
homojenati asagidaki teknikle hazirlandi: Karacigerler eksize edildi ve
salin icinde duruland.

Histolojik slaytlarda kullaniimak Gzere her bir karacigerden kuguk bir
kesit %10 PBS-formalin sollisyonuna yerlestirildi. Geri kalani sivi nitrojen
icinde donduruldu. Dondurulmus karaciger ince bir toz haline getirildi
ve 20-25 mg toz ¢6zundurilda. Glutatyon (GSH) seviyeleri, Prasanna ve
Purnima [25] tarafindan tarif edildigi gibi GSH test kiti (Dojindo Labs,
Kumamoto, Japonya), suiperoksit dismutaz (SOD) ve malondialdehit
(MDA) [26] ile &lgulda.

Istatistiksel analiz

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Istatistiksel analiz,
bir GraphPad Prism 502 yazilimi (GraphPad Software, ABD) kullanilarak
bir Pair t-testi ile gerceklestirilmistir. P 0.05 degerleri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.

SONUCLAR

Calismamizda kullanilan her ¢ malzeme de yaygin olarak kullanilan
deneysel karaciger hasari modellerini temsil etmektedir. Tim hayvanlar
rastgele bireysel gruplara segildi. Bir grupta, l¢ tedaviden (LPS, CCl4
veya etanol) biri uygulanarak karaciger hasari olusturuldu . Diger dort
grup, ya glukan, iki farkh HA tipi ya da glukan ve her iki HA'nin bir
kombinasyonu ile tedavi edildi. Bu dért grup, karacigere zarar veren

tedaviden 6nce 14 glin boyunca bu malzemelerle 6n isleme tabi tutuldu.

CCl4, LPS veya etanol kullanimi, AST, ALT ve ALP'nin serum seviyelerinin
onemli 6l¢tide uyarilmasina neden oldu [Sekil 1-3]. 6n aritma
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Test edilen materyalin yuzdesi, test edilen dért grubun hepsinin bu
enzimlerin seviyelerini dnemli 6lctide azalttigini ve glukan-HA
kombinasyonunun her zaman en aktif oldugunu gosterdi. Hepatik
enzimlere odaklandigimizda da benzer veriler bulundu. Deneysel
tedavimiz GSH duzeylerinde glcli bir distse neden oldu [Sekil 4], MDA
duizeyini uyardi [Sekil 5] ve SOD duizeylerini dustrdi [Sekil 6]. Yine, tim
profilaktik tedavilerimiz aktiftir ve enzimatik seviyelerle test edilen
karaciger hasarini 6nemli 6l¢tide iyilestirmistir. Calismanin ilk bélimunde
oldugu gibi, glukan-HA kombinasyonu en guglu etkileri gosterdi.

TARTISMA

Kemoterap®étik ajanlarin neden oldugu karaciger hasari, hem
arastirmacilarin hem de klinisyenlerin yogun ilgisini cekmektedir. Etanol,
LPS ve CCl4, karaciger dokusunda iyi bilinen hemotoksik hasar
modellerini temsil eder. Etanol, etanoliin %80'inden fazlasini gesitli
oksijen turlerine daha da oksitlenen yiksek derecede toksik asetaldehite
dénusturen canli metabolik stregler yoluyla calisir [27]. CCl4 son derece
gucla bir karaciger toksinidir, ¢link CCl4'e tek bir maruz kalma cok
saylida enzim, nekroz ve steatoz seviyelerinde hizli bir artisa neden olur
[28]. CCl4 s6z konusu oldugunda , bu tip karaciger hasari, kesmalkiyotik
oksidatif hepatotoksisite icin en yogun calisilan modeldir [29], bu tip
karaciger hasarini cesitli olasi hepatoprotektif ilaglarin etkinliginin
taranmasi icin tercih edilen model haline getirir. Toksik etkilerin coguna
triklorometil serbest radikalleri neden olur [4].

Karaciger hasarina karsi miicadelede giderek daha fazla dogal molekdil
ilgi goériyor. Bunlar arasinda, glukanlar en umut verici olarak kabul
edilir. Mantar glukaninin sicanlarda hem hepato hem de nefroprotektif
etkilere sahip oldugu bulundu [30], glikoprotein Antrodan icin benzer
etkiler tarif edildi [31].

Yulaf turevi glukanin LPS kaynakli karaciger hasarini énledigi [32] ve bir
glukan-melatonin kombinasyonunun karaciger hasarina karsi koruyucu
etkileri oldugu bulunmustur [33]. Kendi verilerimiz, LPS, CCl4 etanolinin
neden oldugu karaciger hasarinda bir glukan-HA kombinasyonunun
palyatif etkisini gosterdi [20,34].

Bu ¢alismalarin timu, karaciger hasarindan sonra glukanlarin veya diger
dogal molekullerin etkilerini degerlendirdi; bu, bunlarin ya ayni anda ya
da karaciger toksik tedavisinden sonra kullanildigr anlamina gelir.

Bu ¢alisma, deneysel olarak indiklenen karaciger hasarini bu kadar
gucla bir sekilde tersine geviren glukan-HA kombinasyonunun ayni
zamanda bir koruma saglayip saglamadigi sorusuna odaklanmistir. Bu
nedenle, karacigere zarar veren maddeyi kullanmadan &nce hayvanlari
numunelerimizle tedavi ettik.

Bircok yazar lipid peroksidasyonunun karaciger patogenezi ile yakindan
iliskili oldugunu tekrarlamistir. MDA, oksidan kaynakli karaciger proteini
ve lipid oksidasyonunun bir yan tGriintdur, GSH ise antioksidan sistemin
bir bilesenidir. SOD, endojen antioksidani temsil eder ve stiperoksit
anyonlarinin dismutasyonu yoluyla etki eder.

Karaciger koruma mekanizmalari, yogun arastirmalara ragmen hala
bilinmemektedir. Glukanlar iyi kurulmus Gcretsiz
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antioksidan etkilere sahip radikal temizleyiciler [35]. Bu nedenle,
karaciger hasari tzerinde olumlu etkileri olabilecegini varsaydik.
Benzer sekilde, antioksidan etkiler HA'da tarif edilmistir [36],
cUnku serbest radikal seviyesindeki keskin artis karaciger
hasarinda tarif edilmistir [37].

Herhangi bir hepatoprotektif molekulln etkinligi, blyuk 6l¢tide
onun zararl etkileri bastirma yetenegine baglidir. Calismamizin
sonuglari, gunlik oral takviyenin, test edilen hayvanlarin

Dectin-1, beta-glukanlarin biyolojik etkilerine aracilik eder. ) Exp Med
2003;197:1119-24.

13. Dogal Biyolojik Tepki Degistiriciler Olarak Vetvicka V. B-Glukanlar. Yeni
York: Nova Biyomedikal; 2013.

14. Vetvicka V, Vetvickova J. Mayadan tretilen beta-glukanlarin kan kolesteroli ve
makrofaj islevselligi Gzerindeki etkileri. | Immunotoksikol 2009;6:30-5.

15. Vetvicka V, Vancikova Z. Agizdan verilen birkag B-glukanin anti-stres etkisi. Biomed
Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc Cek Cumhuriyeti 2010;154:235-8.

16. Richter J, Svozil V, Krél V, Rajnohové Dobiasova L, Stiborova I, Vetvicka V. Cocuklarda

serumundaki ALT ve AST duzeylerini dUgUrmeye yardlmu oldugunu gésterdﬂayadan tlretilen B(1,3) glukanin klinik denemeleri: Etkiler dogustan gelen

Tek basina HA ve 6zellikle kombinasyon ¢ok aktifti ve karaciger
hasarinda dnemli bir azalma sagladi. Profilaktik etkilere,
hepatotoksinler tarafindan karaciger hasari tarafindan baskilanan
GSH duzeylerinin korunmasiyla desteklenen antioksidan koruyucu
sistemin guclu bir sekilde guglendirilmesi neden olabilir. CCl4,
sitokrom 450 tarafindan triklorometil serbest radikaline [38]
metabolize edilir, bu daha sonra hicresel nekroza yol acan
endoplazmik retikulumda lipidlere saldiran triklorometil peroksil
radikalini olusturur [39]. Glukan HA kombinasyonunun bu serbest
radikalleri temizleyerek etki etmesi ve bu nedenle zararli etkilerini
sinirlandirmasi mimkandur.

Ozet olarak, bulgularimiz, karaciger toksik maddelerine karsi
enflamatuar tepkinin, hayvanlara oral olarak takviye edilmis
himik asit kombinasyonu ile 6n tedavi uygulanarak 6nemli él¢tide
azaldigini gosterdi. Bu etkiler, deneysel olarak indiklenen
karaciger hasarinin neden oldugu AST, ALT, ALP, GSH, SOD ve
MDA'daki degisikliklerin engellenmesi ile uyumluydu. Bu nedenle,
HA-glukan kombinasyonunun, karaciger hasarini azaltmaya

yardimci olan dogal molekuller icin iyi bir olasilik sunabilecegini
dneriyoruz.
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