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FENILHIDRAZIN VERILEN FARELERDE L-KARNITININ KARACIGER DOKUSUNDAKI
KORUYUCU ETKISININ ARASTIRILMASI
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Ozet: Calismada fenilhidrazin ile farelerde olusturulan karaciger hasarinda L-Karnitinin koruyucu etkisinin arastiriimasi
amagland.

Bu amagla Swiss albino cinsi fareler, kontrol, fenilhidrazin (40 mg/kg/fare), fenilhidrazin + L-karnitin (40 mg/kg/fare ve 100
mg/kg/fare/giin) ve L-karnitin (100 mg/kg/fare/giin) olmak tizere dort esit gruba ayrnildi. Periton i¢i enjeksiyonlar giinliik olarak 7
giin boyunca yapildi. Yedinci giinde fareler 6tenazi edildi. Karaciger dokular toplandi. AST, ALT aktiviteleri ile iire. total protein,
kreatinin, demir, total sialik asit (TSA) ve glukoz konsantrasyonlari Slgiildi.

Fenilhidrazin grubunda karaciger AST ve ALT aktiviteleri kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik (p<0.001)
bulunurken, iire, total protein, keatinin, demir, TSA ve glukoz diizeyleri ise yiiksek bulundu. Bununla birlikte, iire degerleri harig,
kontrol grubu ve fenilhidrazin + L-karnitin grubu arasinda parametrelerde herhangi bir istatistiksel fark bulunamadi.

Sonug olarak. farelerde fenilhidrazin verilerek olusturulan karaciger doku hasarlarina karsi, L-karnitinin demir ve toksik
maddeleri baglayarak hepatositlerin hiicre zari yapisi iizerinde koruyucu bir roliintin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Fare, L-karnitin, fenilhidrazin, karaciZer

Investigation of Protective Effect of L-Carnitine in the Liver Tissue of Phenylhydrazine Given Mice

Summary: Aim of this study was to investigate the effects of L-carnitine in phenylhydrazine-induced liver damage in mice.

For that purpose, twenty-eight Swiss albino mice were divided into four equal groups as follows: Control, 0.5 ml/day 0.9%
NaCl. phenylhydrazine (40 mg/kg/day per mouse), phenylhydrazine plus L-carnitine (40 mg/kg phenylhydrazine and 1000 mg/kg
L-carnitine per day per mouse) and L-carnitine group (1000 mg/kg per day per mouse). Intraperitoneal injections were carried out
daily for 7 days. On day 7, mice were euthanasied and sacrificed. liver tissues were collected and activities of AST, ALT, urea,

total protein, creatinin, iron, total sialic acid (TSA) and glucose were determined.

Compared to control group, liver AST and ALT activities were significantly lower but urea, total protein, creatinin, iron, TSA
apd glucose were higher in phenylhydrazine group. However, there was no statistical difference between control group and
phenylhydrazine plus L-carnitine group in terms of the status of the parameters measured except urea levels.

in conclusion, the present study suggests that L-carnitine possesses protective roles in phenylhydrazine-induced liver damage
in mice, possibly by protecting cell membranes of hepatocytes and by binding iron and toxic substances
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GIRIS

Yasamsal 6nemi olan L-karnitin, karaciger ve bob-
reklerde endojen olarak lizin ve metiyoninden sentez-
lenen vitamin tiirevi bir molekiildiir'. Hiicrelerde mito-
kondriyal B-oksidasyonu araciliiyla enerji iiretiminde
onemli bir rolii olan®* L-karnitin uzun zincirli yag asit-
lerinin oksidasyonu, ketozisin diizenlenmesi* ve im-
mun sistemin desteklenmesi® gibi bazi metabolik olay-
larda rol almaktadir.

insanlarda otoimmun bozukluklara, karaciger, bob-
rek ve merkezi sinir sisteminde degisikliklere, hemoli-
tik anemi ve kansere neden olabilen fenilhidrazinin,
hemolizle sonuglanan ciddi hemolitik anemi ve retiku-

lositosis ile karaciger ve dalakta asiri demir birikimi-
ne, bunun da yagh karaciger ve hepatosit nekrozu gibi
fizyopatolojik degisikliklere neden oldugu kaydedil-
mistir’. Ayrica endojen lipitlerin ve hiicre zarinin akis-
kanliginin degismesine neden olmaktadir®.

Bu ¢aligmada fare karaciger dokusunda fenilhidra-
zin ile olusturulan karaciger hasarina kargi L-karniti-
nin koruyucu etkisinin aristiriimasi amaglanmustir.

MATERYAL ve METOT

Calismada Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali’'nda yetistirilen 28 adet
Swiss albino cinsi laboratuar faresi kullanildi.
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Kontrol (n:7), fenilhidrazin (n:7), fenilhidrazin +
L-karnitin (n:7) ve L-karnitin (n:7) olmak iizere fare-
ler 4 gruba ayrildi. Tiim gruplara yem ve igme suyu ad
libitum verildi. Fenilhidrazin grubuna periton i¢i ola-
rak 40 mg/kg/giin fenilhidrazin, fenilhidrazin + L-kar-
nitin grubuna 40 mg/kg/giin fenilhidrazin ve 1000
mg/kg/giin L-karnitin periton i¢i verildi. 7. giinliik
uygulamadan sonra eter anestezisi ile Gtenazi edilen
farelerin karaciger dokulari alinarak hemen % 0.9’luk
NaClI soliisyonuyla yikandiktan sonra 0.1 M KCI so-
liisyonu iginde ¢oziinmiis fosfat tamponunda homoje-
nize edildi’. Homojenize edilen doku ornekleri 1000
g’de 15 dakika sogutmali santrifiije tabi tutulduktan
sonra siipernatantlar1 alinarak analiz edilinceye kadar
-25°C’de saklandi.

Karaciger dokusu AST, ALT aktiviteleri ile iire, to-
tal protein, kreatinin, demir, glukoz diizeyleri ticari kit
(BioMérieux, France) kullanilarak, total sialik asit
(TSA) ise Sydow’un'" metoduna gére spektrofotomet-
rik olarak olciildii.

Elde edilen verilerin istatistiksel analizlerinin he-
saplanmasinda SPSS for Windows 6.0 paket progra-
mindan yararlanildi. Gruplar arasindaki istatistiksel
onemin belirlenmesinde ANOVA testi kullanildi". So-
nuclar; ortalamazstandart hata (x+Sx) olarak verildi.

BULGULAR

Karaciger dokusunda AST, ALT aktiviteleri ile iire,
total protein, kreatinin, demir, glukoz ve TSA diizeyle-
ri Tablo1’de gosterildi.

Tablo 1. Karaciger AST, ALT aktiviteleri ile iire, total protein,

Table 1. AST, ALT activities, and urea, total protein, creatinin,

64.09+2.50° 51.70+2.80°

94.1742.70° 77.85%2.2.13°
0.43420.018" 0.56620.033*
o 5.40£0.79° 10.5121.06*
Demir (mg) 10.2420.72" 14.52+1.17°
Glukoz(mg) 83.67:051° 98.08+5.43"
Total protein (2) 0.520.03" 0.610.03"
Kreatinin (mg) 0.1220.02 0.19+0.02
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Karaciger dokusu AST aktivitesinde, fenilhidrazin
ve fenilhidrazin + L-karnitin gruplarinda kontrol ve L-
karnitin gruplarina goére, ALT aktivitesinde ise fenil-
hidrazin grubunda, diger ii¢ gruba gore p<0.001 diize-
yinde istatistiksel olarak anlamli diisiisler bulundu. I-
karnitin grubunda kontrol grubuna gére AST, ALT ak-
tivitelerinde P<0.001 diizeyinde artis bulundu.

TSA diizeyleri fenilhidrazin ve fenilhidrazin + L-
karnitin gruplarinda L-karnitin ve kontrol gruplarina
gore p<0.001, fenilhidrazin grubunda total protein ve
demir miktarlarinin kontrol ve L-karnitin gruplarina
gore sirastyla p<0.05 ve p<0.01 diizeyinde yiiksek ol-
dugu tespit edildi.

Ure (p<0.001) ve glukoz (p<0.01) degerleri fenil-
hidrazin grubunda, diger ii¢ gruba gore yiiksek bulun-
du.

TARTISMA ve SONUC

Fenilhidrazin, demirin serbest redoks aktif formun-
da salinmasina" neden olarak dolasimdaki eritrositle-
rin yasamini Kisaltmakta, bu da insan ve deney hay-
vanlarinda hemolitik anemi ve retikulositosise yol ag-
maktadir'®. Hiicrelerde mitokondriyal B-oksidasyonu
araciligryla enerji tiretiminde 6nemli bir rolii olan** L-
karnitin uzun zincirli yag asitlerinin oksidasyonu*, ke-
tozisin diizenlenmesi® ve immun sistemin desteklen-
mesi® gibi bazi metabolik olaylarda rol almaktadir.

Hiicrelerde enzim aktivitelerinde meydana gelen
degisiklikler saglik durumunu yansitmaktadir. Doku-

kreatinin, demir, glukoz ve TSA diizeyleri.
iron, glucose, TSA levels of the liver.

a,b,c: ayni satirdaki farkli harf tagiyan degerler arasindaki fark dnemlidir,
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59.1524.84" R3.23+4.47° <0.001
949542 68" 102.84+3.38 <0.001

0.493+0.005 0.410+0.017 <0.001
7.86+0.43" 5.48+0.13¢ <0.001
12.77+0.91* 9.7140.59° <0.01
86.40+1.42" 76.8343.65" <0.01
0.55+0.01 0.51+0.02" <0.05
~ 0.18+0.01 0.1620.02 :
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lardaki fonksiyonel durum ya da hiicresel lezyonlarin
belirlenmesi serumdaki spesifik enzimlerin aktiviteleri
olciilerek yapilmaktadir. Karaciger dokusunda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunan aminotransferazlar sitop-
lazmik enzimler olup, klinik enzimolojide karaciger
hasarinin tespitinde onemli belirteclerdir. Karacigeri
etkileyen herhangi bir hastalik ya da toksikasyon duru-
munda hepatositlerin hiicre zarlar1 yikilmakta ve bu
enzimlerin plazma diizeyleri hizla artmaktadir®.

Bolger ve ark.'”, BALB/c farelerine periton i¢i si-
can sitomegalovirusunu uygulamislar ve AST, ALT
aktivitelerinin serumda 15-24 kat arttigini, bunun ya-
minda ALT aktivitesinin enfekte karaciger dokusunda
% 25 ile 55 arasinda azaldigini tespit etmislerdir. Bu
durum AST, ALT aktivitelerinin serumda artarken do-
kuda azaldigimi gostermekte ve yapilan bu caligma fe-
nilhidrazin grubunda bu enzimlerin karaciger doku-
sundaki aktivitelerinin azalmasini desteklemektedir.

Naughton ve ark.", 6 hafta boyunca haftada bir kez
fenilhidrazin verdikleri ratlarin serum AST aktivitele-
rinde artis oldugunu bildirmiglerdir. Demirdag ve
ark.”, CCly ile akut karaciger hasar olusturduklari rat-

larda, L-karnitinin steatosis, yang: ve nekrozu dnemli
derecede azalttigin1 ve koruyucu bir etkiye sahip oldu-
gunu ileri siirmektedirler. Yapilan ¢alismada fenilhid-
razin grubunda kontrol grubuna gore doku AST ve
ALT aktivitelerindeki diisiisiin karaciger hasari sonucu
olarak bu enzimlerin plazmaya ge¢cmesinden' dolayi
olabilecegi diigiiniildii. Fenilhidrazin+L-karnitin gru-
bunda kontrol grubuna gore, AST, ALT aktivitelerinde
istatistiksel olarak fark tespit edilmemesinin ise L-kar-
nitinin karaciger hiicre nekrozunu onleyerek veya
azaltarak bu enzimlerin hiicre disina ¢ikmasini,dolayi-
siyla dokuda azalmasini engellemesi sonucu olabilece-
gi diisiiniilmektedir.

Ferrali ve ark.”?, 6 giin boyunca fenilhidrazin veri-
len ve 9. giin oldiiriilen ratlarin karaciger dokularinda
kontrol grubuna gore demir miktarinda p<0.01 diize-
yinde artis tespit etmisler ve bunun hemolitik bir mad-
de olan fenilhidrazinin hemoliz yapmasiyla serbest ka-
lan demirin karacigerde birikmesinden kaynaklanabi-
lecegini ileri siirmiiglerdir. Yapilan ¢alismada da ben-
zer olarak fenilhidrazin verilen grupta, karaciger de-
mir miktarinda p<0.01 diizeyinde artis tespit edildi.

L-karnitinin demir baglayici bir 6zellige sahip ol-
dugu bildirilmektedir'®. Fenilhidrazin+L-karnitin gru-
bunda fenilhidrazin grubuna gore diisiik miktarda tes-
pit edilen demir, L-karnitinin demir baglayici 6zelligi-
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ni desteklemektedir.

Sialik asit (SA) organizmada glukozdan sentez edi-
len, glikoprotein ve mukoproteinlerin yapisinda bulu-
nan karbonhidrat birimlerinin 6nemli bir kismini teskil
etmektedir’”. Akut faz proteinlerin (AFP) sialoglikop-
rotein yapisinda olmasi ve bunlarin bir ¢ogunda mev-
cut oligosakkarit zincirinin son halkasinda bulunan
SA’larin AFP’lerin bir belirleyicisi oldugu bir¢ok aras-
tirict tarafindan bildirilmektedir®*. Caligmada fenil-
hidrazin verilen grupta diger gruplara gore yiiksek bu-
lunan SA’nin, glukoz ve total protein miktarlarindaki
artislarin doku harabiyeti sonucu hiicre zarinda yer
alan glikoproteinlerin yikimlanmasindan kaynaklana-
bilecegi diisiiniilmektedir. L-karnitinin hiicre zari per-
meabilitesinin korunmasinda énemli bir rol alabilecegi
kaydedilmektedir®. Yapilan ¢alismada L-karnitin uy-
gulanan gruplarda SA miktarinin 6nemli derecede diis-
tiigii tespit edildi. Bu durumun L-karnitinin hiicre zari
permeabilitesi iizerine olan koruyucu etkisinden kay-
naklanabilecegi kanaatine varildi.

Vince ve ark.”, fenilhidrazinin fare hiicre kiiltiiriin-
de protein yikilimina sebep oldugunu ileri siirmiigler-
dir. Yapilan ¢alismada fenilhidrazin verilen grupta tire
miktarinda meydana gelen artigin protein yikilimi nede-
niyle iire sentezinin artmasindan dolay1 olabilecegi dii-
stiniilmektedir.

Sonug olarak, fenilhidrazinin karaciger dokusunda
olusturdugu hasara karsi, L-karnitinin demir ve toksik
maddeleri baglamak suretiyle hepatositlerin hiicre zari
yapisi lizerine koruyucu bir roliiniin olabilecegi diisii-
niilmektedir.

KAYNAKLAR

1 Rebouche CJ, Engel AG: Tissue distribution of carnitine
biosynthetic enzymes in man. Biochim Biophys Acta 630: 22-
29, 1980.

De Vivo DC, Tein I: Primary and secondary disorders of

carnitine metabolism. Intl Pediatr, 5: 134-141, 1990.

3 Ohlenschlieger G, Berger: L-carnitin, eine korpereigene
substanz von interessanter. vielfdltiger therapeutischer
Wirkung, Heilpraxis Magazin, 4: 1-5, 1990.

4 Oven K, Nelssen QJL, Goodband RD, Weeden TL, Blum
SA: Effect of L-carnitine and soybean oil on growth and
performance and body composition of early weaned pigs. J
Anim Sci, 74: 1612-1619, 1996.

5 Mec Gary JD, Robles-Valdes C, Fister WD: Role of carnitine
in hepatic ketogenesis. Proc Nat Acad Sci, 72: 4385-4388, 1975.

6 Famularo G, De Simone C: A new era for carnitine? mmunol
Today. 16: 211-213. 1995.

7 Karbownik M, Reiter RJ, Garcia JJ, Tan DX: Melatonin
reduces phenylhydrazine-induced oxidative damage to cellular

(3o



4

Kafkas Univ. Vet. Med. J.

2005, 11(1): 1-4

10

14

16

17

20

21

22

24

membranes: Evidence for the involvement of iron Int J
Biochem Cell Biol, 32:1 045-1054, 2000.

Djurkovic A, Zaric J, Lusic M, Glisin V, Popovic Z:
Differences in rat RBC cytosol induced after in vivo
phenylhydrazine treatment. Cell Biol Int, 23(10): 677-683, 1999.
Stocks J, Gutteridge JMC, Sharp RJ, Dormané-Famularo
G, De Simone C: A new era for carnitine? Immunol Today, 16:
211-213, 1995.

Sydow G: A simplified quick method for determination of
sialic acid in serum. Biomed Bichim Acta, 44(11/12): 1721-
1723, 1985.

SPSS for Windows, release 6.0, june 17 1993. Copy right (c.
SPSS inc. 1989-1993).

Ferrali M, Signorini C, Caciotti B, Sugherini L, Ciccoli L,
Giachetti D, Comporti M: Protection against oxidative
damage of erythrocyte membrane by the flavonoid qurcetin
and its relation to iron chelating activity. FEBS Lett, 416: 123-
129, 1997.

Nakai A, Oya A, Kobe H, Asakura H, Yokata A, Koshino T,
Araki T: Changes in maternal lipid peroxidation levels and
antioxidant enzymatic activities before and after delivery. J
Nippon Med Sci, 67(6): 434-439, 2000.

Eteng MU, Ebong PE, Ettarh RR, Umoh IB:
Aminotransferase activity in serum, liver and heart tissue of rats
exposed to theobromine. Indian J Pharm, 30(3): 339-342, 1998.
Bolger G, Lapeyre N, Rheaume M, Kibler P, Bousquet C,
Garneau M, Cordingley M: Acute murine cytomegalovirus
infection: a model for determining antiviral activity against
CMYV induced hepatitis. Antiviral Res, 44(3)0 155-165, 1999.
Naughton BA, Moore E, Bush ME, Lapin DM, Dornfest
BS: Hemostatic alterations associated with phenylhydrazine-
induced anemia in the rat. J Med, 20(5-6): 305-30, 1989.
Demirdag K, Bahcecioglu iH, Ozercan iH, Ozden M,
Yilmaz S, Kalkan A: Role of L-carnitine in the prevention of
acute liver damage induced by carbon tetrachloride in rats. J
Gastroent Hepato, 19(3): 333, 2004.

Neuman SL, Lin TL, Hester PY: The effect of dietary
carnitine on semen traits of white leghorn roosters. Poultry
Sci, 81: 495-503. 2002.

Kokoglu E, Sonmez H, Sarioglu A: Insan beyin tiimérlerinde bir
tiimor markeri olarak sialik asit. Biyokimya Derg, XI(1): 29, 1986.
Carter A, Martin NH: Serum sialic acid levels in health and
disease. J Clin Pathol, 15: 69-72, 1962.

Taniuchi K, Chifu K, Hayashi N, Nakamachi Y, Yamaguchi
N, Miyamoto Y, Doi, K, Baba S, Uchida Y, Tsukada Y,
Sugimori T: A new enzymatic method for the determination of
sialic acid in serum and its application for a marker of acute
phase reactant. Kobe J Med Sci, 27: 91-102, 1981.

Crook M: The determination of plasma or serum sialic acid.
Clin Biochem. 26: 31-38, 1993.

Baumgartner M, Blum R: L-carnitine. Carnitine-chemistry,
biological function and deficiencies. LONZA, Folder Basel, 3-
8, 1996.

Vince GS, Dean RT: Is enhanced free radical flux associated
with increased intracelluler proteolysis? FEB, 216(2): 253-
256. 1987.

Atakisi, Karapehlivan,
Atakisi,Ozcan, Citil

Y resi (Correspondence Addre

Ars. Gor. Dr. Emine ATAKISI

Kafkas Univ. Vet. Fak. Biyokimya AD.
36100 Kars- TURKIYE

Tel: +90 4742426800-1160

Fax: +90 474 2426853

e-mail: et_tasci@hotmail.com

e



