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ONsSOz

Tibbi 6neme sahip bitkiler eski ¢aglardan beri gesitli hastaliklarin tedavisinde
kullaniimakta olup, gunumuizde Uretilen yeni ilaglarin yaklasik % 50’sinde

bitkilerden elde edilen fitokimyasallar kullaniimaktadir.

Mese, kavak, elma ve akgaagac gibi agaclarin Gzerinde yari parazitik yetisen
Okse otu, eski caglardan beri halk hekimliginde hipertansiyon, epilepsi,
aterosikleroz, gut, depresyon, uyku bozukluklari, bas agrisi, bogmaca, astim,

diyare gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullaniimigtir.

Gunumuzde 6kse otundan elde edilen esktraktlar gesitli ticari isimler (Iscador,
Helixor vb.) altinda kanser tedavilerinde destekleyici olarak kullaniimaktadir.
Bu ekstraktlardaki immunomodulator ve sitotoksik etkilerden sorumlu

maddelerin viskotoksinler ve ozellikle de lektinler oldugu dustunulmektedir.

Lektinler, mikroorganizmalar, bitkiler, hayvanlar ve insanlarda bulunan
monosakkarit ve oligosakkarit yapilara spesifik olarak baglanabilen

glikoproteinlerdir.

Viscum album (Okse otu)’'dan elde edilen lektinler, Mistletoe lektinleri (ML-,
ML-Il ve ML-III) veya Viscum Album Aglutininler (VAA) olarak
adlandirilmakta, birbirine disulfit baglariyla bagh iki zincirden (A ve B)
meydana gelmektedir. A zinciri mitojenik etki ve protein sentezini engelleme
Ozelligine sahipken, glikokonjugatlara baglanan B zinciri, makrofaj aktive

etme ve lenfosit salinimina neden olmaktadir.

ML-’in ribozamal dizeyde protein sentezini inhibe ettidi icin sitotoksik, TUmor
Nekroz Faktor-a (TNF-a), interferon-y (IFN-y), interldkin1 (IL-1), IL-12 ve IL-6
gibi inflamatuar sitokinlerin salinimini arttirdigi ve granulositler, dogal
olduricu (NK) hacrelerin aktive olmasini ya da ¢ogalmasini sagladidi igin

immuinomodulator etkisi bulunmaktadir.
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Bu galigmada sitotoksik ve immunomodulator etkisinin oldugu bildirilen ML-
I'in, farkh dozlarinin tavsanlara intraperitonal yolla verilmesiyle timor nekroz
faktor-a (TNF-a), nitrik oksit (NO), total antioksidan ve oksidan kapasite

(TAK, TOK) duzeylerine etkisinin arastiriimasi amaglandi.
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1. GiRi$ ve GENEL BILGILER

1. 1. Lektinler

Lektinler, dogada virUslerden bakterilere ve bitkilerden hayvanlara kadar
pek c¢ok kaynakta bulunabilen, spesifik olarak belirli monosakkaritleri ve

oligosakkaritleri baglayan, immun kaynakli olmayan proteinlerdir (98, 118).

Terminal ve/veya subterminal karbonhidrat rezidulerine spesifite gosteren,
en az iki tane seker baglama bdlgesine sahip olan lektinler hicre
ylzeyindeki karbonhidrat rezidulerini, sitoplazmik ve c¢ekirdek yapilarini,

hicre i¢i matriksin bilegenlerini tanir ve baglanirlar (28, 101).

Lektinler, oligosakkarit zincirlerinin analizi, glikozilasyondaki degismelerin
belirlenmesi, glikokonjugatlarin  miktarinin  Olclilmesi  ve  affinite
purifikasyonu ile sitoflorometrik hiicre calismalari, hicre ayirmasi gibi
histokimyada kullanilan 6nemli araglardir (12,94). Bazi lektinler
mitojenikken, bazilari sitotoksiktir veya sinir trafigini ve patojen-konakgi
etkilesimini kolaylastirir. Bundan bagska bitki lektinlerinin besinlerde yaygin
olarak bulunmasindan dolayr beslenmede oOnemli bir rol oynadigi
kaydedilmistir (12).

Bitkilerden elde edilen lektinlerin blyuk bir kismini olusturan ribozom
inaktive edici proteinlerin (RIP) en baskin Uyesi olan risin, keneotu
tohumundan elde edilen ¢ok toksik ve hemaglutine edici bir proteindir.
Risin’in yani sira Okseotundan elde edilen lektinler (Viscum album
aglutinin veya mistletoe lektinleri) volkensin, modessin, abrin ve ebulin I
de RIP lektin familyasinin bilinen tyeleridir (116, 117).

Mistletoe lektinleri ve bu grubun diger toksik lektinleri arasinda yapilan X-

ray ve amino asit dizileme c¢alismalarinda yapisal bir benzerlik



gOstermelerine ragmen biyolojik aktiviteleri yonunden oldukga farkli

olduklari gosterilmigstir (40).

Mistletoe lektin-I (ML-1)’'in elde edildigi yari parazit bir bitki olan 6kse otu,
eski caglardan beri halk hekimliginde hipertansiyon, epilepsi, aterosikleroz,
gut, depresyon, uyku bozukluklari, bas agrisi, bogmaca, astim, diyare gibi
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullaniimig (18), gunimuzde ise Okse
otunun fermente-fermente olmayan sulu ekstraktlarinin (Iscador, Eurixor,
Helixor vb.) ¢ogu ML-I igerigi yoninden standardize edilerek o6zellikle

kanser tedavisinde destekleyici olarak kullaniimaktadir (27).

Okse otunun bilegikleri Uzerinde yetistigi ajacin cinsine ve mevsimlere
gore faklhihk gostermekle birlikte (58), aktif bilesikleri viskotoksinler,
alkaloidler, monoterpen glikozidler ve lektinler (ML-I, 1l ve Ill)dir (54, 106).
Yapilan arastirmalarda sitotoksik ve immunomodulator etki yonunden en

etkili bilegigin RIP familyasina ait olan ML-I oldug@u ileri sturalmuagtur (90).

Yapilan in vitro galismalarda okse otu ekstraktlarinin, énceden uyariimis
I6kositlerden histamin salinimini inhibe etme (70), NK hicre ve
granulositlerin fagositoz aktivitelerini artirma (64, 105), radyasyondan
hasar gormus monositlerin DNA’larinin tamirine katkida bulunma (65) gibi
etkilerinin oldugu, bu etkilerin Okse otu ekstrakti igerisinde bulunan

lektinler ve viskotoksinlerden kaynaklandidi bildiriimektedir (27).

1. 2. Okse Otu (Mistletoe) Lektinleri

Okseotunda mevsimsel faktorlere ve konakgl adacin tipine gére farkl
miktarlarda olmak uUzere (15), ML-l, ML-Il, ML-Ill diye adlandirilan, Gg¢
izolektin bulunmaktadir (40).

ML-I, Il ve 1l diger tip Il RIP’ler gibi birbirlerine disilfit baglariyla
baglanmig, toksoforik A zinciri ile karbonhidrat baglayici B zincirinden
meydana gelmekte (40), bulundugu bitkiye has mannoz ve kompleks tip
seker yan zincirleri tagimaktadir (25). ML-I B-galaktozidlere, ML-IIl N-



asetilgalaktozidlere ML-Il ise hem [-galaktozidlere hem de N-
asetilgalaktozidlere baglanmaktadir (40).

1. 2. 1. Mistletoe Lektin-I

Okse otu ekstraktlarindan elde edilen ML-I (39), Viscum Album Aglutinin |
(VAA-1) (97) olarak da adlandiriimaktadir. Birbirine disulfit baglariyla
baglanmis A (254 amino asit) ve B (264 amino asit) zincirinden meydana
gelmektedir (40, 103, 104, 117).

ML-l molekulleri negatif boyama teknigi ile uranil asetat veya uranil
formiyatla lekelenerek, elektron mikroskobunda incelendiginde, cubuk
benzeri ve bunlarin yarisi kadar blyuklUkte Ug¢gen veya yuvarlak sekiller
g6rilmus, ML-lI konsantrasyonundaki artis veya azalisin bu sekillerin
sayisini degistirdigi goérulince Uggen veya yuvarlak sekillerin ML-I'in
monomer halini, cubuk benzeri sekillerin ise dimer halini gosterdigine karar

verilmigtir (71).

ML-I'in karbonhidrat kisminin, birisi alti mannoz ve 2-asetamido-2-
deoksiglukoz Unitesi, digeri bes mannoz ve 2-asetamido-2-deoksiglukoz

unitesinden olusan iki tip glikandan meydana geldigi kaydedilmigtir (126).

Risin ve diger tip-Il RIP’lerdeki gibi B zincirinin (34 kDa) hlcre ylzeyinde
bulunan galaktoz iceren glikokonjugatlara baglanarak A zincirinin (29 kDa)
endositoz ile hlicre sitozoline gecip, 28S rRNA'nin 4324 pozisyonundaki
adenozini uzaklastirarak, ribozomun 60S buyudk alt Gnitesini inaktif hale

getirdigi ve protein sentezini engelledigi dugunulmektedir (41, 125).



B zinciri ( Baglanma bélgesi ) Karbonhidrat baglama bolgeleri

Sekil 1. ML-I'in A ve B zinciri (56)

ML-l'in in vitro hicre kultir ortaminda insan ve hayvan kanser hucreleri
uzerinde mekanizmasi tam olarak aydinlatilmayan sitotoksik etkiye sahip
oldugu bildirilmis, bu konuda c¢esitli mekanizmalar ileri surdlmagtar.
Lektinin B zincirinin hedef hiicreye baglanip, A zincirinin protein sentezini
inhibe etmesi, (17, 107), NK hucre, granulosit ve lenfosit aktivasyonu
saglama (17), hicrelerdeki golgi aygitina hasar verme (126), reseptorden
badimsiz olarak mitokondrilerden sitozole sitokrom c salinimini arttirma
(5) ve telomeraz enzimini inhibe etme (72) ileri surilen mekanizmalardan

bazilarina ornek olarak verilebilir.

Hajto ve ark. (47), tavsanlara subkutan olarak 0,25-1 ng/kg araliginda ML-I
verdiklerinde NK hicre aktivitesinde, graniler lenfositlerin sayisi ve

fagositoz fonksiyonunda bir artis oldugunu saptamislardir.

Hajto ve ark. (50) W.istar cinsi ratlara tek doz 0,5 ve 1 ng/kg

konsantrasyonundaki ML-I intravendz olarak vermis ve 48 saat sonra, NK



hucrelerin sitotoksik aktivitelerinin iki katina, granuler lenfositlerin sayisinin

u¢ katina giktigini gérmuglerdir.

Beuth ve ark. (7), deneysel olarak kanser olusturduklari BALB/c farelere
subkutan6z olarak 0,79 ng/kg dozunda ML-I verdiklerinde, karaciger ve
akcigerdeki tumor kolonilerinin sayisinin azalisina paralel olarak, NK
hdcrelerin sitotoksik aktivitesinde, granuler lenfosit ve makrofaj sayisinda

bir artigin oldugunu bildirmiglerdir.

In vitro caligmalarda ML-I'in monosit/makrofaj, graniilosit ve NK gibi
hdcrelerden TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-12 ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerin
salinimini arttirdigi kaydedilmistir (48, 49).

Az miktardaki okseotu preparatinin tehlikeli olmadigi yuksek dozlarinin ise
kusma, diyare, hipotansiyon, hepatit, koma hatta 6lime neden olabilecegi,
subkutan uygulamalarda ise titreme, ates, basagrisi, bogaz yangisi,
eozinofili ve anafilaktik reaksiyonlarin gorulebilecegi kaydedilmistir (45, 99,
118).

immunomodiilatér (53, 62, 64) ve sitotoksik (42, 92) etkilerinden dolayi
Ozellikle kanser arastirma ve tedavi yontemlerinde kullanilan (7) ML-I'in.
mikroglia hucrelerinin, Alzheimer plagi glikoproteinlerinin secici olarak

boyanmasinda da faydali yontemler oldugu ileri stralmektedir (3, 100)

1. 3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, atom veya molekul orbitallerinde bir veya daha fazla
eslenmemis elektron bulunduran, hem organik (119) hem de inorganik
(109) molekdllerdir (115). Eslenmemis elektronlar serbest radikale dnemli
derecede reaktivite saglar (115). Bir molekllin veya grubun, serbest
radikal oldugunu gdéstermek igin Ust kismina bir nokta konur. Serbest
radikaller elektriksel yUk olarak pozitif yukla, negatif yUkli veya notr
olabilirler (26).



Hucrede normal metabolizmanin Urlnleri seklinde agiga ¢ikan radikaller
oldugu gibi, organizmanin iyonize edici radyasyona, oksitleyici 6zellik
tasiyan ajanlara ve dogal durumda serbest radikal metabolitleri olusturan

ksenobiyotiklere maruz kaldigi durumlarda da meydana gelirler (34).

Bir bilegigin bir elektron kaybetmesi, ilave bir elektron almasi veya
kovalent baginin homolitik olarak kirilmasi sonucu olugabilen (26), serbest
radikaller reaktif oksijen (ROT), nitrojen (RNT) ve klor (RKT) tarleri olarak
adlandiriimaktadir (37). Onemli reaktif oksijen turlerine siperoksit (O,"),
hidroksil (OH), alkoksil (RO"), alkil peroksi (RO2), hidroperoksi (HOy) ve
hidrojen peroksit (H205'), reaktif nitrojen turlerine nitrik oksit (NO’), nitrojen
dioksit (NO,) ve peroksinitrit (ONOQ), reaktif klor turlerine de hidrokloréz
(HOCI) érnek verilebilir (26, 30).

Vucudumuzda ve ¢evremizde sadece oksijenin dedgil, diger atom merkezli
radikaller de olusabilse de Ozellikle biyolojik sistemlerde radikal
kavramindan bahsedildiginde oksijen kaynakli radikaller akla gelmektedir.

Bu gorisun baslica nedenleri sunlardir (60).

1- Diger atom merkezli radikaller diffUzyon limitine yakin buyuk bir hizla
oksijenle tepkimeye girerek paylasiimamis elektron oksijen atomu Uzerine

kayar ve boylelikle radikalik 6zellik oksijen atomu Uzerinde devam eder.

2- Molekuler oksijen hucrelerde devamli olarak kullanildigi icin elektron
transferi ile spin kisittamasinin asilmasi gerekir. Bu nedenle de oksijen

metabolizmasi esnasinda radikal turlerinin olugsmasi kaginilmazdir.

3- Elektrofilik bir atom olan oksijen dis orbitaline elektron alarak
biyomolekulleri oksitler ve bu sirada kendisinin radikal turleri olugur. Metal
iyonlari da oksijenin bu tur oksitleyici etkilerini arttirir.

Superoksit radikali (O27), adrenalin, dopamin, askorbat ve hidroksilamini
oksitlerken, sitokrom c’yi indirger (32). O, ‘nin ortamdan bir elektron daha
almasiyla peroksi anyonu (O,?) , bunun da ortamdan iki proton almasiyla

H.O, olusur veya iki siperoksit radikali birbiri ile etkileserek H,O, ve O’i



meydana getirir (60). Gercekte H,O, molekult serbest radikal olmamasina
ragmen, ‘OH olusumuna yol acgabileceginden oksidan olarak kabul
edilmektedir. Olusan H,O,’ ye bir elektron ve bir proton eklenmesi ile son

derece reaktif olan ‘OH olusur (26).

2H* O +0y7 ——» HO0,+ 0Oy (60)

1. 3. 1. Serbest Radikal Kaynaklari

1. 3. 1. 1. Endojen Kaynaklar

Mitokondriyal ve mikrozomal elektron zinciri, aktive olmus fagositler
(polimorfoniikleer Ikositler ve makrofajlar), iskemi-reperflizyon, arasidonik
asit kaskadinin aktivasyonu, katekolaminler ve monosakkaritler gibi
molekullerin otooksidasyonu ile sitokrom p450, ksantin oksidaz ve NADPH

oksidaz’'in katalizledigi reaksiyonlar (26).

1. 3. 1. 2. EKsojen Kaynaklar

Asiri  oksijen konsantrasyonu, iyonize edici radyasyon, sigara ve

ksenobiyotikler (paraquat ve doksorubin vb.) (26).

1. 3. 2. Serbest Radikallerin Biyomolekiiller Uzerine Etkileri

Dokularda meydana gelen serbest radikaller ve ROT’lar oksidatif ataga
meyilli olan DNA, nukleik asitler, aminoasitler, proteinler, karbonhidratlar

ve lipidler gibi biyolojik agidan dnemli yapilara zarar vermektedir (115).

Serbest radikallerin olusum hizlari ile antioksidanlarin bunlar etkisiz hale
getirme hizi arasindaki denge ile hicreler oksidanlarin zararli etkilerinden

korunmaktadir. Ancak bu denge serbest radikaller lehine bozulursa



oksidatif stres meydana gelmektedir. Oksidatif stres durumunda DNA
hasari, lipid oksidasyonu, protein modifikasyonu ve hulcre reseptorlerinin

fonksiyonlarinda degismeler meydana gelmektedir (23, 37).

inflamasyon, yaslanma, aterosikleroz, hipertansiyon, iskemik hasar,
diyabet ve kanser gibi hastaliklarin serbest radikallerle alakali oldugu
dusundlmektedir (22, 26, 61)

Zararl etkilerine karsin organizma serbest radikalleri gen ekspresyonu,
apoptozisin uyarilmasi, doku olusumu ve farkllasmasi ve enfeksiyonlarla
mucadele (6zellikle NO ve O,") gibi olaylarda kendi faydasina
kullanabilmektedir (37).

Canli htcrelerde protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi biyomolekullerin
oksidasyonunu onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve
bu olaya antioksidan savunma denilmektedir (23). Serbest radikaller,
katalaz (CAT), superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
gibi enzimler ve A, E ve C vitaminleri, glutatyon (GSH), ubikinon ve
flavonoidler gibi enzim olmayan antioksidanlar ile etkisiz hale
getirilmektedir (114).

Organizmanin surekli olarak gerek endojen gerekse de eksojen kaynakh
serbest radikallere maruz kalmasi ve bunlarin gesitli hastaliklarin
etiyolojisinde rol oynamasi nedeniyle doku veya vucut sivilarindaki
oksidan/antioksidan dengesinin bilinmesi Gnem kazanmaktadir. Bu ylzden
bircok oksidan ve antioksidan olgim yontemleri tanimlanmigtir (35, 36,
57). Bu galismada Erel (35, 36) tarafindan gelistirilien TOK ve TAK dlgim

yontemleri kullaniimistir.



1. 4. Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO), renksiz, suda ve yagda g¢ozunebilen, yarilanma omru
kisa, stabil bir gazdir (24). Uzerinde yik tasimamasi ve ciftlenmemis
elektron bulundurmamasi hicre membranlarindan kolaylikla diffize
olmasini saglamaktadir (69). Tiyol gruplari ile reaksiyona girerek gerektigi

zaman kullanilmak Uzere depolanmaktadir (73).

Nitrik oksit, ilk kez 1972 yilinda Josef Priestley’in yapmis oldugu bir takim
deneyler esnasinda tanimlanmis fakat in vivo olarak varhdr 1914 yilinda
Sir Henry Dale tarafindan bildirilmigstir (33). Furchgott ve Zawadzki, 1980
yihinda saglam damar Uzerine asetilkolin uyguladiklari zaman damar diuz
kaslarinin gevsedigini, endotel tabakaya hasar verdiklerinde ise gevseme
yerine kasilmanin meydana geldigini, buna endotelden kaynaklanan bir
maddenin neden oldugunu gozlemlemis ve endotel kaynakli gevseme
faktora (EDRF: Endothelyum-derived relaxing factor) adini vermiglerdir
(14). Ancak 1987 yilinda, damar endotelinden EDRF olarak bilinen yapinin
izole edilmesi sirasinda nitrik oksit sentaz (NOS) kesfedilmis, daha sonraki
yillarda EDRF’nin  NO oldugu tespit edilmisti. NO Uzerine olan
calismalarin artmasiyla hakkinda ¢ok az sey bilinen NO’in fizyolojik ve
patolojik olaylardaki rolu anlagiimis ve 1992 yilinda, yiin molekull

secilmistir (113).

1. 4. 1. Nitrik Oksitin Sentezi

Gergek bir g¢ekirdege sahip canlilarda NO, NOS’'in (EC: 1.14.13.39) L-
arjinini okside edip L-sitrullin olusturmasi esnasinda sentezlenmektedir
(92).
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HN_ NH 0, +H' H,N. N—OH O, +12H"

Y + NADPH Y" +1/2NADPH DY

NH NH NH

NH,

+ - ' 12MADP" + H,0
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L-arjinin N-hidroksi-L-arjinin L-zitrullin

Sekil 2. L-Arjininden Nitrik Oksit Sentezinin Basamaklari (14)

1. 4. 2. Nitrik Oksit Sentaz

Memelilerin, damar endoteli, beyin, makrofaj, Uriner sistem gibi farkh
dokularindan (111) entoteliyal (eNOS), néronal (nNOS) ve uyarilabilir NOS
(INOS) olmak Uzere Ug farkli tip NOS izoformu izole edilmistir (92).

1. 4. 2. 1. Uyarilabilen NOS (iNOS, NOS II)

Uyarilabilen NOS kalsiyumdan bagimsiz, bazi sitokinler (IL-1, TNF, IF-y)
veya bakteriyel endotoksinlerle uyarilabilen (79, 82) ve ilk kez aktive olmus
makrofajlardan izole edilen bir enzimdir (80). Uyarilmasindan sonra 4-24
saat aktif kalmakta ve nanomolar dizeyde (eNOS ve nNOS’un
urettiginden 100 kat daha fazladir) NO Uretmektedir (75).

1. 4. 2. 2. Endotel NOS (eNOS, NOS IlI)

Vaskuler endotel hicreleri, hipokampal sinir hucreleri, pulmoner ve renal
epitel hucreleri ile kardiyak miyositlerde lokalize olan, eNOS 135 KDa

agiriginda, Ca*?/kalmodulin bagimli bir enzimdir (77). Hiicre membranina
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miristolat  kOprusu vasitasiyla N-terminal bolgesindeki glisin ile
baglanmaktadir (82).

Endotel kaynakli NO’nun vaskuler tonlstn surduriimesi, organlardaki kan
akiminin  duzenlenmesi ve kandaki hucrelerin  damar duvarina

adezyonunun engellenmesi gibi gorevleri vardir (93).

1. 4. 2. 3. Noronal NOS (nNOS, NOS I)

Merkezi ve periferik sinir sistemindeki hicrelerde (29) ve cizgili kaslarda
(81) bulunan, Ca* bagmh, 166 kDa agirhiginda bir enzimdir. Sinir
hiicrelerinde Ca*? nin hiicreye girebilmesi igin N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptorlerinin  uyariimasi ve bu reseptorlerin bagh oldugu katyon

kanallarinin agilmasi gerekmektedir (29).

Noéronal NOS’un Urettigi NO fizyolojik dizeydeyken sinir iletimi ve hafiza
olusumunda gorev alir. NMDA reseptorlerinin uyarilmasi sonucu olusan
yuksek duzeydeki NO mikroglia hicrelerinin nérotoksisitesinde énemli bir

rol oynar (42).

1. 4. 3. Nitrik Oksit Sentaz inhibitorleri

L-arjinin analoglari: N-monometil L-arjinin (L-NMMA), N-nitro-L-arjinin (L-
NA), N-nitro-L-arjinin metil esteri (L-NAME) (19).

L-arjinin analogu olmayanlar: iminoetil-L-ornitin (L-NIO), N-(1-iminoetil)-
L-lizin, 1400W, merkaptoetilguanidin, aminoguanidin, L-kanavanin (daha
fazla INOS’u inhibe ederler) ve 7-nitroindazol (7-NI; bu madde daha gok
NNOS'’u inhibe eder) (19).
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1. 4. 4. Nitrik Oksitin Organizmadaki Etkileri

Serbest radikal olarak nitelendirilebilen NO, merkezi sinir sisteminde
hafiza olusumu, denge, koku alma gibi bircok fonksiyonda bir
nodrotransmitter olarak, periferik sistemde ise vazodilatasyon, solunum,
genitouriner ve gastrointestinal sistem fonksiyonlarinin dizenlenmesine
katkida bulunur. Dolagsim sisteminde trombosit agregasyonunun ve
adezyonunun engellenmesi, kalp kasilmasinin dizenlenmesi gibi olaylara
da katilmaktadir (69, 80). insan T hiicrelerinde mitokondriyal membran
potansiyelini duzenleyerek, apoptozisin uyarilmasini ya da inhibe
edilmesini saglayan NO (63), ayrica serbest radikallerle reaksiyona girerek
onlari ortamdan uzaklastirmakta ve bir antioksidan gibi islev gormektedir
(26).

Noronal ve endotelial NOS'in aksine uyarilabilir makrofaj NOS fazla
miktarda NO olusumunu sagdlar ki, bu da bakteriler, mantarlar, parazitler
dahil birgok patojenin etkisiz kilinmasini saglar. Ozellikle mycobacterium

tuberculosis gibi hicre igi patojenleri elimine eder (69).

Surekli NO Uretiminin icinde mesane kanserinin de bulundugu c¢esitli habis
tumorlere neden olabilecek inflamatuar sirecglerden sorumlu oldugu
bildiriimektedir (31, 98).

Biyolojik sistemlerde uretilen ylksek konsantrasyondaki NO’nun zararh
etkileri G¢ mekanizma ile gerceklesmektedir. Bunlardan birincisi, NO’'nun
oksijene benzer sekilde hlcre icine girerek paylasilmamis elektronlarindan
dolay! hucre igindeki proteinlerin yapisinda bulunan demir gibi gegis
metallerine baglanmasi ve ortama serbest gecis metallerinin salinmasidir.
ikincisi, otooksidasyon ile N-nitroso bilesiklerini olusturarak DNA’'ya hasar
veren N,Os olusturmasidir. Uglinclisii ise oksijen radikalleri ile reaksiyona
girerek DNA, proteinler ve hucre membran lipitlerini okside eden

peroksinitriti Gretmesidir (120).
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Tablo 1. Nitrik Oksitin Biyolojik Etkileri (120)

Koruma Duzenleme Zararl
e Antioksidan e Vaskuler tonusu e Enzim
dizenleme fonksiyonunun
e LOkosit inhibisyonu
adezyonunu o Vaskuler
inhibisyonu permeabilite e DNA’ya hasar
verme
e TUmOor Nekroz e Sinir iletimi
Faktor (TNF) e Lipid
toksisitesine e Bronkodilatasyon peroksidasyonunu
karg! koruma uyarma
e Platelet
adezyonunun e Radyasyon, alkil
inhibisyonu ajanlar ve toksik
metallere kargsi
 Renal fonksiyonlar duyarliligi arttirma

e Antioksidan
depolarinin
tuketilmesi

1. 4. 5. Mistletoe Lektin-l ve Oksidan/Antioksidan Durum

ML-I'in serbest radikaller Uzerine olan etkilerine bakilan in vivo ve in vitro
calismalar sinirh olmakla birlikte, farelerde (112) ve RAW 264.7
makrofajlarda (59) NO salinimini uyardigi, SNP ile uyarimis LLC-PK1
epitelyum hucrelerinde (61) ve LPS ile uyariimis (67) RAW 264.7
makrofajlarinda NO supurtclu aktivitesinin oldugu, dolayisiyla da NO

Uzerine duzenleyici rolunun oldugui ileri suralmustar.

ML-I ile yapilan in vitro ¢alismalarda insan hepatokarsinom hucrelerinde
reaktif oksijen miktarini arttirarak bu hdcrelerin apoptoza ugramasina
yardimci oldugu (62), nétrofillerden O," ve H,O, salinimini uyardigi
gOsterilmigtir (110, 111).
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Daha c¢ok kanser tedavisi ve arastirmalarinda kullanilan Okse otu
ekstraktlarinin antioksidan o6zelliginin (6, 84, 87), uzerinde yetistigi
konakginin tlrine, hasat zamanina (6) ve kullanilan ekstraksiyon
yontemine (sulu, etanolik veya metanolik) gore farklihk gdsterdigi
bildirilmistir (87).

Antioksidan 6zellik yonunden etken maddelerin fenolik asit ve flavonoidler
oldugu (86, 88), fenolik bilesenlerin yani sira viskolektinlerin de 6kse

otunun antioksidan 6zelligine katkida bulundugu ileri stralmustar (96).

Barbasz ve ark (6). gam, kdknar ve porsuk agaci Uzerinde yetisen Okse
otlarini farkh mevsimlerde toplayip, antioksidan icerik ve demir indirgeyici
antioksidan guc¢ (FRAP) ydnlinden incelediklerinde Okse otunun demir
indirgeyici glcunun Uzerinde yetistigi agac turtinden fazla olmakla birlikte,
en fazla kisin hasat edilenden, karotenoid igeriginin ise yazin hasat

edilenden elde edildigini bildirmislerdir.

Nwanjo, 6kse otu yapraklarindan elde ettigi sulu ekstraktlarin deneysel
olarak diyabet olusturduklari ratlarin kan ve karaciger plazmasinda MDA
dizeyini anlamli derecede dusururken, GSH, SOD ve CAT duzeylerini
yukselttigini gozlemistir (84).

Deneysel olarak diyabet olusturulmus ratlarda Avrupa Okse otunun ug¢ alt
tirinin 500 mg/kg dozundaki ekstraktlarinin GSH ve MDA dizeylerine
etkisinin O0kse otunun alt turine ve kullanilan ekstraksiyon medotuna gore

degistigi ancak bu alt turlerin bazilarinin bobrek ve kalp dokusu Uzerinde

antioksidan etkiye sahip oldugu ileri surlimustir (87).

Shi ve ark. (102) Viscum album subsp. coloratum (Avrupa 6kse otunun alt
tard) bitkisinden elde ettikleri 6kse otu alkalisinin karbontetraklorir (CCl,)
verilmis ratlarda SOD, GSH-Px ve glutatyon reduktaz (GSH-Rd)

duzeylerinde anlamli bir artis meydana getirdigini gézlemlemiglerdir.

Viscum album subsp. coloratum bitkisinin ekstraktlarindan kromotografik

yontemlerle cesitli bilesenler elde edildigi baska bir galismada, insan
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notrofil  kdltdr ortaminda O, anyon supurlcu aktivitesinin  viskolin

bileseninden elde edildigi bildiriimigtir (68).

N-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME) ile hipertansiyon olusturulmus
ratlarda Viscum articulatum Burm. (Loranthaceae)’in metanolik
ekstraktinin antihipertansif etkilerine bakildigi ¢alismada, 4 hafta sure ile
verilen L-NAME, 200 ve 400 mg/kg/gun dozundaki ekstraktlarin L-
NAME’nin tamamen baskiladigi NO dlzeylerine 6nemli bir etkisinin

olmadigi gérulmustar (4).

1. 5. Sitokinler

Molekul agirligi 8-30 kDa arasinda degisen, polipeptid yapisinda, kisa
etkili ve ¢ozunur ozellikteki molekullerdir. Hucrelerarasi haberlesmede rol

oynayan sitokinler, gesitli biyolojik fonksiyonlari diizenlerler (55, 122).

Baslangigta, sadece sitokinlerin lenfosit kaynakli oldugu dusunuldigunden
lenfokin adi verilmig, daha sonra monositlerin de bu maddeleri Urettigi
gorulmus ve monokin adi kullanilmistir (46). Glinimuzde ise anti-sitokin
ve molekuler problarin gelistiriimesiyle, bu mediyatorlerin aralarinda
endotel ve bazi epitelyum hacrelerinin de bulundugu gesitli doku hacreleri
tarafindan da sentezlenebildigi anlasiimis ve genel anlamda sitokin terimi
tercih edilmigtir. Sitokinler, sonradan kazanilmis immudn yanitin aktivasyon
fazinda lenfositlerin blyumesini ve farklilasmasini uyarirken, dogustan
gelen ve sonradan kazanilmig immuin yanitin efektér fazinda ise
mikroorganizmalari ve dider antijenleri elimine edecek farkh efektor

hicreleri aktif hale getirmektedir (1).
Sitokinlerin genel 6zelliklerini kisaca 6zetlemek gerekirse:

» Sekresyonu kisa ve kendini sinirlayict olan sitokinlerin sentezi
hicresel aktivasyon sonucu yeni bir gen transkripsiyonu ile
gerceklesir. Genellikle o6nceden olusturuimus molekuller gibi

depolanmaz.
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Etkileri pleotropik (bir sitokinin farkli hucrelere etki etmesi) ve
rebundant (birden fazla sitokinin ayni 6zellige sahip olmasi) oldugu
gibi, lokal ve sistemik olabilir. Ayrica bir sitokin fazla Uretildigi
zaman dolasim sistemine gecerek Uretildigi yerden uzaktaki

hucrelere etki (Endokrin etki) edebilir.

Sitokinler genellikle diger sitokinlerin sentez ve eftkilerini
kolaylastirmaktadir. Yani ikinci veya Uglncl sitokin birincinin

biyolojik etkisine ortam hazirlayabilir.

Hedef hucreler Uzerindeki etkilerini hiicre membraninda bulunan

Ozel reseptorlere baglanarak gergeklestirirler.

Birgok sitokin reseptorunin ekspresyonu hucre disi sinyallerle

gerceklesmektedir.

Hucrelerin sitokinlere yanitlari siki bir kontrol altinda olup, bu
yanitlari kisitlayacak feedback inhibitor mekanizmalari vardir (1,
46).
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1. 5. 1. Sitokinlerin Siniflandiriimasi

Sitokinler aralarindaki fonksiyonel benzerliklere ve etki mekanizmalarina

gore siniflandiriimaktadirlar (55).

Tablo 2. Sitokinlerin Siniflandiriimasi (55)

Familya

TUmor nekroz faktorleri; TNF-a ve TNF-3

Kemokinler; IL-8, Monosit kemotaktik faktor
(MCF)

interldkinler; IL-1q, IL-18, IL-1ra ve IL-2-IL-26

interferonlar; INF-a, INF-B ve INF-y

Koloni uyarici faktorler; Grantlosit uyarici
faktor (G-UK), Makrofaj uyarici faktor (M-UK),
IL-3,5,6ve7

Notropinler ve néropoietinler; Siliar ndrotrofik

faktor, Sinir buylime faktoru, IL-6

BlyUume faktorleri; Fibroblast buylime faktoru,

Endotel hicresi bliyime faktori

Aktiviteler

IL-1’e benzer aktivite ve

timor sitotoksisitesi

Lokositlerin kemotaksisi ve

aktivasyonu

Dogustan gelen ve sonradan
kazanilmis immunitenin

dizenlenmesi

Antiviral, immi]noregijlatuar

Miyelopoesis

Sinirlerin bluylimesi ve

farklilagmasi

Hucre buylmesinin

dizenlenmesi



18

1.5. 1. 1. Tumor Nekroz Faktor-a (TNF-a)

Carswell ve ark. 1975 yilinda BCG (Bacillus Calmette-Guerin) verilmis
farelere endotoksin verildiginde serumda olusan faktorin neoplastik
hicrelerin Gremesini inhibe ederken, embriyo fibroblastlarinin bliyimesini
inhibe etmedigini gérmusler ve bu maddeye TNF (Tumor Nekroz Faktor)
adini vermislerdir (20). 1985'te Aggarwal ve ark. (2) Molekuler agirhgr 17
kDa olan insan TNF-a’sini HL-60 hicre serisi slUpernatantlarindan
saflastirmislardir. Yine ayni yil Beutler ve ark. (9) lipopolisakkarit verilmis
farelerde olusan kaseksinin sebebinin kasektin oldugunu ve daha sonraki

calismalarinda kasektin ile TNF-a’nin ayni madde oldugunu bildirmiglerdir.

Makrofajlar, monositler, lenfositler, NK hucreleri, beynin mikroglial
hicreleri ve karacigerin kuppfer hticreleri gibi farkh hiicrelerde sentezlenen
sitokin olan TNF-aq, infeksiyon, doku hasari ve inflamasyon patogenezinde
primer bir aracidir. Sentezini bakteriyel endotoksinler, enterotoksinler,
toksin-1, mikobakteriyel kord faktérl, virasler, C5a, mantarlar veya

parazitik ajanlar, interldkinler ve interferonlar baglatabilir (85).

TNF-a, endotel hucrelerini hicreici adezyon molekulu-1 (ICAM-1),
endoteliyal 16kosit adezyon molekuli-1 (ELAM-1) ve vaskuler hucre
adezyon molekuli-1 (VCAM-1) sentezi igin uyarir. Ayrica endotel
hlcrelerinde hlcre yuzeyi prokoagulant  aktivitesini, major
histokompatibilite kompleksi (MHC) sinif | molekullerinin ekspresyonunu
ve IL-1'in sekresyonunu uyarir. Bu aktivitelerin hepsi birlikte, artmis bir
inflamatuar yanita ve damarigi koagulasyona neden olur ve sonugta

hemorajik nekroz meydana gelir (13).

Tek cekirdekli fagositlerde, amino ucu hicre igine, karboksi grubu ise
hicreler arasi bosluga gelen TNF-a, non-glikolize tip Il membran proteini
olarak sentezlenmektedir. TNF-a’nin membran formu membranda bulunan
metalloproteinaz enzimi vasitasiyla pargalanir ve 17 kDa’luk Gg polipeptid

zinciri ve bunlarin da polimerlesmesiyle 51 kDa’luk piramit sekilli ¢ozunur
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TNF-a olugur. Reseptore baglanma bdlgeleri her bir yizin alt kisminda

bulunmaktadir ve ayni anda farkl U¢ reseptore baglanma olanagi saglar

(1),

Normal olmayan TNF-a Uretimi ve TNF reseptorleri sinyallesmesinin
romatoid artrit, Crohn’s hastalgi (43), aterosikleroz, psoriasis, sepsis,

diyabet ve obezite gibi gesitli hastaliklarla iligkisi bulunmaktadir (85, 89).

TNF-a etkilerini hiicre yluzeyinde bulunan ve hemen hemen bitin hicreler
tarafindan eksprese edilen iki farkh hticre ylzey reseptort (p55TNF-R1 ve
p75TNF-R2) sayesinde gergeklestirmektedir. p55TNF-R1 hlcrede surekli
ve dusuk bir dizeyde eksprese edilirken, p75TNF-R2 ise hilcreler arasi
uyarilara bagli olarak hem transkripsiyonel hem de post-transkripsiyonel

dizeyde kontrolll olarak eksprese edilmektedir (83).

Membran bagiml p55TNF-R1 ve p75TNF-R2 reseptorleri de proteolitik
olarak pargalanip, dolasimda c¢o6zunebilir formda bulunabilir ve yine
¢cozunebilir formdaki TNFa’lara baglanarak ya TNF-a aktivitesini bloke
eder ya da TNF-a’'nin aktivitesini stirdirmesi igin gerekli trimerik yapisini
stabilize eder. Dolayisiyla bu reseptorlerin TNF-a aktivitesini duzenleyici
rolleri de bulunmaktadir (44).

TNF-a, interlokin-1 beta (IL-1B) gibi bazi sitokinler hucre adezyon
molekullerinin ekspresyonunu, dolayisiyla da Iokosit ve endotel arasindaki
baglanmayi arttirmaktadir. Hiicre adezyon molekilleri (CAMs; Cellular
adhesion molecules) dolasimdaki I6kositlerin inflamasyon bodlgesindeki
damar endoteline baglanmasini ve ayrica |6kositlerin  kandan
inflamasyonlu bdlgeye goég¢unli saglarlar. Hicre adezyon molekdillerinin
ekspresyonunu saglayacak sinyallerin yoklugunda, I0kositler ve damar
endoteli arasindaki baglayici kuvvetler, I16kositlerin baglanmasi i¢in gerekli

esik degerin altinda kalmaktadir (76).

TNF-a, etkisini hucrelerin  sayisinin  arttirlilmasi, aktivasyonu ve
farkllagmasi seklinde gdstermekte ve apoptozisi uyarmaktadir. TNF-q,

IL-1, IL-6, granulosit makrofaj kolonisi uyarici faktér (GM-CSF), |6semi
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inhibitor faktor (LIF), donusturtct buyume faktora (TGF), prostaglandin E2
(PGEZ2) ve bazi adezyon molekullerinin (E-selektin, hucrelerarasi adezyon
molekuli-1 (ICAM-1) ve vaskuler hiicre adezyon molekuli-1 (VCAM-1))
ekspresyonunu arttirmaktadir. Asirt  TNF-a uretimi, akut bakteriyel
enfeksiyonlarda septik gsoka, kronik vakalarda ise kasektiye neden
olmaktadir (91).

1. 5. 2. Mistletoe Lektin-I ve TNF-a iligkisi

ML-I ile yapilan in vitro hdcre kdltard calismalarinda monosit/makrofaj,
grandlosit ve NK gibi hucrelerden TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-6, IL-12 gibi
inflamatuar sitokinlerin salinimini (48, 49), kullanilan hicre tipi ve hicrenin
uretildigi ortama, lektinin konsantrasyonuna ve inkibasyon suresine gore
degisen miktarda arttirdigi1 kaydedilmistir (74, 90, 95).

Hajto ve ark., (48) in vitro ortamda insan monositlerini 24 saat 0-0,5-1-10-
50-100-500-1000 ng/ml ML-I ile inkube ettikleri ve ayrica sekiz kanserli
hastaya tek sefer 1 ng/kg dozunda ML-I'i intraven6z olarak enjekte edip,
serum TNF-a, IL-1 ve IL-6 duzeylerindeki degisiklikleri inceledikleri
arastirmalarinda; TNF-a duzeyinin kultir ortaminda 10 ng/ml ML-I
konsantrasyonunda, kanserli hastalarin serumlarinda ise 3. saatte en

yuksek degerinde oldugunu goézlemlemiglerdir.

Hajto ve ark. (49) yaptiklari bagka bir ¢alismada insan monositlerini in vitro
ortamda 24 saat farkl dozlardaki (1ng/ml-1ug/ml) ML-I ile inklbe etmisler
ve hucreler igin sitotoksik olmayan ML-I dozlarinda (1 ve 10 ng/ml) IL-1q,
IL -1, IL -6, TNF-qa, IFN-y, granulosit-monosit koloni uyarici faktor ve IL-

10 saliniminda bir artis oldugu bildirmislerdir.

Ribereau-Gayon ve ark. (95), insan monositlerinin in vitro ortamda 0,02-
2000 pg/ml ML-I ile 18 saat inklibe edilmesi sonucu en ylksek TNF-a
saliniminin 0,02 pg/ml lektin konsantrasyonunda oldugunu, yuksek

konsantrasyonlarda ise TNF-a saliniminin azaldigini bildirmisler ve bunun
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lektinin toksik etkisine ve/veya artan TNF-a’nin hucreleri 6ldurebilecegi

nedenine baglamiglardir.

Sung ve ark. (108) RAW 264.7 makrofaj hicrelerini, 0, 0,25, 1 ve 2 pg/ml
dozundaki normal, radyasyona ve sicakliga maruz birakilmis Okse otu
lektini ile 24 saat inklbe ettiklerinde, normal lektin ile inkibe edilen
makrofajlarda konsantrasyon artisina bagh olarak sitotoksik etkiden dolayi
hicre sayisinda ve TNF-a duzeyinde bir azalma oldugunu ancak
calismalari icin sitotoksik doz olan 2 ug/ml lektin dozunu, 5 kGy (kilogray)
uzerindeki radyasyon ve sicakliga maruz biraktiklarinda, TNF-a dizeyinde
tekrar bir artis oldugunu bildirmiglerdir, bunun nedenini sicakligin lektinin
B zincirini tahrip etmesine, radyasyonun ise lektin Uzerinde yapisal

degisikliklere yol agmasindan kaynaklanabilecegine baglamislardir.

Go6gus kanserli 36 hasta Uzerinde yapilan bir ¢alismada 12 hafta boyunca
haftada iki kez 1ng/kg dozundaki ML-I subkutan6z olarak verilmis ve
lektinin immun sistemdeki tek c¢ekirdekli hucrelerden aralarinda TNF-

a’ninda bulundugu sitokinlerin salinimini arttirdigi bildirilmistir (53).

Boneberg ve Hartung (11) gonullilerden alinan tam kan o&rnekleri ile
yaptiklari ¢alismalarinda, 0,01-10 ng/ml arahgindaki ML-I dozlarinin tek
basina aralarinda TNF-a’ninda bulundugu sitokinlerin  salinimini
artirmadigini ancak tam kanin LPS ile uyarildiginda 2 ng/ml ML-l'in 6.
saatte TNF-a salinimi icin en etkin doz oldugunu bildirmislerdir. TNF-a
dizeyinin artmasini ML-l'in interlokin-10 Uretimini inhibe etmesine bagli

olabilecegini ileri surmuslerdir.
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2. MATERYAL VE METOT

2. 1. Materyal

Arastirma icin Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan (Karar no: KAU-HADEK/2011-16) onay alindi. Arastirma
materyalini Erzurum Atatlrk Universitesi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezin'den satin alinan, 12-18 aylik, 28 adet Yeni Zelanda irki tavsan
olusturdu. Ug¢ hafta sure ile Kafkas Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma ve Uygulama Unitesinde kafeslerde uyum siirecine alinan
tavsanlara yem ve su ad libitum olarak verildi. U¢ hafta sonunda tartilarak,
canh agirlik ortalamasi 3,55+0,53 kg olarak belirlenen tavsanlar dort gruba

ayrildi.
2. 1. 1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi
Her bir grupta 7 adet tavsan olmak Uzere asagidaki deney gruplari

olusturuldu.

Kontrol : Tavsanlara deney esnasinda bir kez olmak lGzere 0,5 ml/kg

serum fizyolojik intraperitonal (i.p) olarak enjekte edildi.

Grup | : Tavganlara deney esnasinda bir kez olmak uzere 0,5 ng/kg ML-I,

I.p olarak enjekte edildi.

Grup Il : Tavsanlara deney esnasinda bir kez olmak Uzere 1 ng/kg ML-I,

I.p olarak enjekte edildi.

Grup lll : Tavsanlara deney esnasinda bir kez olmak tzere 2 ng/kg ML-I,
I.p olarak enjekte edildi.
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2. Kan Orneklerinin Alinmasi

ML-I uygulamasindan sonra 1., 6., 12. ve 24. saatlerde tavsanlarin kulak

venalarindan heparinli tlplere alinan kanlar 3000 rpm’de 10 dakika

santrifij edilerek plazmalari ayrildi ve analizler yapilincaya kadar -20
°C’'de saklandi. Plazma TAK ve TOK diizeyleri ticari kitle (Rel Assay

Diagnostics, Gaziantep-Turkiye) kolorimetrik olarak, TNF-a duzeyi ELISA
(rabbit- TNF-a, R&D System Kkiti) kiti kullanilarak olgtldd. NO duzeyleri ise

Miranda ve ark. (78)'nin bildirdikleri ydnteme gore tayin edildi.

2. 2.

2. 2.

9.

Metot

1. Analizler igin Kullanilan Cihazlar

. Mikroplak okuyucu (Biotek, Powerwave XS)
. Spektrofotometre (UV-1201, Shimadzu)

. Santrifuj (Hettich, Mikro 200)

. Ethv (Labart)

. Vorteks (Velp Scientifica, Zx classic)

. Mikroplak galkalayici (Biosan, PSU-2T)

. Distile su cihazi (GFL, Water Stills 2004)

. Hassas terazi (Denver Instrument, TP-214)

Manyetik karistirici (Wisestir, MSH-20A)

10. pH metre (Orion 3 Star)

11. Otomatik pipetler (Eppendorf, 10-1000 pl)

12. Multikanal pipet (Socorex)

13. Stepper pipet (Socorex)
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2. 2.

2. 2.

Kaplama (Birincil) Antikoru: 360 ug/ml fare anti-tavsan TNF-a 1 ml
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2. Analizler igin Kullanilan Kimyasallar

. Mistletoe Lektin-1 (Sigma-Aldrich)

. Cinko silfat (ZnSQg,) (Sigma-Aldrich)

. Sodyum hidroksit (NaOH) (Sigma-Aldrich)

. Vanadyum (lII) klorar (VCl3) (Merck)

. Hidroklorik asit (HCI) (Merck)

. Sulfanilamid (SULF) (Alfa-aesar)

. N-(1-Naftil)etilendiamindihidroklortr (NEDD) (Alfa-aesar)
. Sodyum nitrit (NaNO,) (Sigma-Aldrich)

. Sodyum nitrat (NaNO3) (Sigma-Aldrich)

3. TNF-a Analizi

3. 1. Deneyde Kullanilan Cozeltiler

fosfat tamponu (PBS) igerisinde ¢ozuldu.

Tespit (ikincil) Antikoru: 18 pg/ml biyotinli kegi anti-tavsan TNF-a

sulandirma ayiracli igerisinde ¢oézuldu.

Standart: 100 ng/ml rekombinant tavsan TNF-a 0,5 ml sulandirma ayiraci

icerisinde ¢ozuldu.

Streptavidin-HRP:

kullanildi.

1ml streptavidin baglanmis horseradish-peroxidaz
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Fosfat Tamponu (PBS): 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Nay;HPOy,
1,5 mM KH;PQ,, distile su icerisinde pH 7,2-7,4 olacak sekilde ¢ozulerek,
filtre edildi.

Yikama Tamponu : % 0,05 Tween 20 PBS’de c¢oOzulerek, pH 7,2-7,4’e

ayarlandi.

Sulandirma Ayiraci: % 1 Sigir Serum Albumin (BSA) PBS’de ¢ozllerek,
pH 7,2-7,4 olarak ayarlandi ve filtre edildi.

Substrat Cozeltisi: Ayiragc A (H20,) ile ayirag B (Tetramethylbenzidine)

1:1 oraninda karistirildi.

Durdurma ¢odzeltisi olarak 2 N H,SO, ¢ozeltisi kullanildi.

2. 2. 3. 2. Mikroplaklarin Kaplanmasi

Mikroplagin her bir kuyucuguna 2 pl kaplama antikoru pipetlendi ve Ustleri
kapatilarak bir gece oda isisinda inkibasyona birakildi. Ardindan her bir
kuyucuga 400 ul yikama tamponu konularak mikroplaklar toplam U¢ kez
yikandi. Daha sonra kuyucuklara 300 pl sulandirma ayiraci pipetlenerek
bir saat oda 1sisinda inkube edildi ve mikroplaklar tekrar yikama tamponu

ile g kez yikandi.

2. 2. 3. 3. Standart Egrinin Hazirlanmasi

100 ng/ml rekombinant tavsan TNF-a, 0,5 ml sulandirma ayiraci igerisinde
¢6zuldu ve bu g¢ozeltiden 8000 — 4000 — 2000 — 500 — 125 - 62,5 - 31,25 -
15,625 pg/mllik g¢ahsma standartlari hazirlandi. TNF-a &lgiminde
kullanilan reaktifler eklendikten sonra 450 nm’de okuma yapildi ve

standart grafigi cizildi.
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Grafik 1. TNF-a Dizeyinin Saptanmasinda Kullanilan Standart Grafigi

2. 2. 3. 4. Deneyin Yapiligi

Kuyucuklara 100 ul standart ve 100 ul numune pipetlendi. 2 saat oda
Isisinda inkUbasyondan sonra ylkama tamponu ile ¢ kez yikanip kalinti
kalmamasi igin iyice aspire edildi. Butin kuyucuklara 100 ul tespit antikoru
pipetlenerek tekrar oda i1sisinda 2 saat inkubasyona birakildi. Mikroplak,
ylkama tamponu ile U¢ kez yikandiktan sonra aspire edildi. 100 pl
streptavidin-HRP bltlin kuyucuklara pipetlendi ve 20 dakika oda isisinda
inkibasyona biraktiktan sonra yine yikama iglemi ¢ kez tekrarlandi. 100
Ml substrat ¢ozeltisi batin kuyucuklara eklenerek 20 dakika oda isisinda
birakildi. Daha sonra 50 ul durdurma ¢ozeltisi eklenerek calkalandi ve
mikroplak okuyucuda 450 nm dalga boyunda kuyucuklarin absorbans
degerleri okundu ve standart grafijinden faydalanarak konsantrasyonlar
kaydedildi.
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Tablo 3. TNF-a Analizi

Standart Test

Standart 100 pl -

Plazma - 100 pl

Oda isisinda 2 saat inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile G¢ kez yikandi
Tespit Antikoru 100 pl 100 pl

Oda isisinda 2 saat inkibasyondan sonra yikama tamponu ile U¢ kez yikandi
Streptavidin-HRP 100 pl 100 pl

Oda 1sisinda 20 dakika inkibasyondan sonra yikama tamponu ile G¢ kez

Substrat Cozeltisi 100 pl 100 pl

Durdurma Cozeltisi 50 pl 50 pl

450 nm’de okuma

2. 2. 4. Nitrik Oksit Analizi

2.2.4. 1. Deneyin Prensibi

Nitrat, Vanadyum (lll) klortr ile nitrite donustirilmekte ve nitritle
sulfanilamidin asidik ortamda N-(1-Naftil)etilendiamindihidroklortr ile
reaksiyonu sonucu kompleks diazonyum bilesigi olugsmaktadir. Olusan bu
renkli kompleks 540 nm’de olgulir. Nitrat ve nitrit dizeyleri ayri ayri

belirlendikten sonra ikisinin toplami NO miktarini géstermektedir (78).
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2. 2. 4. 2. Deneyde Kullanilan Gozeltiler

Cinko Sulfat (% 10): 10 g cinko sulfat (ZnSO,) distile suda ¢dzllerek

hacim 100 mI'ye tamamlandi.

Sodyum Hidroksit (0,3 M): 1,2 g sodyum hidroksit (NaOH) distile suda

¢Ozulerek hacim 100 ml'ye tamamlandi.

Vanadyum (lll) Kloriir (% 0,8): 800 mg vanadyum (lll) klordr (VCls) 1 M

HCl'de ¢ozulerek hacim 100 mI'ye tamamlandi.

1 M HCI: iginde bir miktar distile su bulunan balon jojeye 8,29 ml HCI (d:
1,19; % 37; MA: 36,46) ilave edilerek karistirildi ve hacim 100 mlye

tamamlandi.

Sulfanilamid (% 2): 2 g sulfanilamid % 5’lik HCI'de ¢ozulerek hacim 100

ml'ye tamamlandi.

NEDD (% 0,1): 100 mg N-(1-Naftil)etilendiamindihidroklorir distile suda

¢ozulerek hacim 100 ml'ye tamamlandi.

Griess Ayiraci: 50 ml % 0,1 NEDD ve 50 ml % 2 sdlfanilamid esit
miktarda karistirildi.

Stok Nitrit Cozeltisi (1 mM): 6,9 mg NaNO, distile suda ¢ozulerek hacim

100 ml'ye tamamlandi.

Stok Nitrat Cozeltisi (1 mM): 8,5 mg NaNO; distile suda ¢dzllerek hacim
100ml’ye tamamlandi.
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2. 2. 4. 3. Standart Egrinin Hazirlanmasi

1 mM’lik stok nitrit ve nitrat ¢ézeltilerinden 200 — 100 — 50 — 25 — 12,5 —
6,25 — 3,125 uM’lik galisma standartlari hazirlandi. Her bir standarttan iki
kuyucuk olmak Uzere 100 pl pipetlendikten sonra nitrit ve nitrat
Olcumlerinde kullanilan reaktifler (VCl; ve Griess ayiraci) eklenip, 540
nm’de kore karsl absorbanslari okundu. Ortalama degerleri alinarak
standart egrileri gizildi. Nitrit ve nitrat icin standart egrileri Grafik 2 ve Grafik

3’te sunuldu.

2.2.4.4. Numunelerin Deproteinize Edilmesi

400 pl serumun tzerine 200 ul 0,3 M NaOH ilave edilerek vortekslendi ve
5 dakika beklendikten sonra 200 yl % 10’luk ZnSO,4 eklenerek tekrar
vortekslendi. Numuneler 14000 rpm’de 10 dakika santrifij edildikten sonra

ustteki berrak sivi analiz i¢in ayrildi.

2.2.4.5. Nitrat Analizi

Mikroplak kuyucuklarina 100 pl distile su, 100 pl numune, 100 pl VaCl; ve
100 pl Griess ayiraci pipetlendi. 30 dakika 37°C’de etiivde inkiibe
edildikten sonra absorbanslar 540 nm dalga boyunda okundu. Nitrat

standart grafiginden yararlanarak konsantrasyonlar kaydedildi.
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Tablo 4. Nitrat Analizi

Kor Test

Distile Su 100 pl -
Plazma - 100 pl
Vanadyum(lll) Kloriir 100 pl 100 pl
Griess Ayiraci 100 pl 100 pl

37°C’de 30 dakika inkiibasyon

540 nm’de okuma

y = 0,0045x + 0,1066
2 =0,9966

Absorbans
o o o o o
N w H (0] (o)}
1 1 1 1 ]

o
=
I

O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon (uM)

Grafik 2. Nitrat Duzeyinin Saptanmasinda Kullanilan Standart Grafigi
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2.2.4.6. Nitrit Analizi

Mikroplak kuyucuklarina 100 pl distile su, 100 pyl numune ve 100 pl griess
ayiraci pipetlendi. 30 dakika 37°C‘de etiivde inkiibe edildikten sonra
absorbanslar 540 nm dalga boyunda okundu. Nitrit standart grafiginden

yararlanarak konsantrasyonlar kaydedildi.

Tablo 5. Nitrit Analizi

Kor Test

Distile Su 100 pl -
Plazma - 100 pl
Griess Ayiracli 100 pl 100 pl

37°C’de 30 dakika inkiibasyon

540 nm’de okuma

0,45 - y = 0,0036x + 0,0369
R?=0,9997
0,4 -

0,35 -
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Absorbans
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0,15 -
0,1 -
0,05 -
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Konsantrasyon (uM)
Grafik 3. Nitrit Dlzeyinin Saptanmasinda Kullanilan Standart Grafigi
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2.2.4.7. Sonuglarin Hesaplanmasi
Kalibrasyon egrisinden nitrat ve nitrit konsantrasyonlari bulundu ve nitrik
oksit konsantrasyonu hesaplandi.

Nitrik Oksit (uM) = Nitrat (M) + Nitrit (uM)

2. 2. 5. Total Antioksidan Kapasite (TAK) Analizi

2.2.5. 1. Deneyin Prensibi

Numunede bulunan antioksidan maddelerin mavi-yesil renkli ABTS [2,2'-
azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonik asit)] radikali ile reaksiyona girerek
bilesigin renginde azalmaya ya da rengin kaybolmasina neden olmasi
prensibine dayanmaktadir. Renk degisimi ile numune igindeki antioksidan
miktari arasinda ters iliski bulunmaktadir. Standart olarak E vitamini
analogu olan trolox kullaniimakta ve sonu¢ mmol Trolox equiv./L olarak
ifade edilmektedir (35).

2. 2. 5. 2. Kullanilan Reaktif ve Standartlar

Reaktif 1. Asetat Tamponu

Reaktif 2: Renklendiriimis ABTS [2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-

sulfonik asit)] radikal solusyonu
Standart 1: Kor solisyonu (deiyonize su)

Standart 2: 1,0 mmol Trolox Equiv./L solisyonu
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2. 2. 5. 3. Deneyin Yapiligi

Kor, standart ve test olmak Uzere igaretlenen tum kuyucuklara 250 pl
reaktif 1’den pipetlendikten sonra koér kuyucuguna 15 pl standart 1,
standart kuyucuguna 15 pl standart 2 ve test kuyucuguna 15 pl plazma
eklenerek, 660 nm’de ilk okuma yapildi. Kuyucuklara reaktif 2’den 37,5 pl
pipetlenerek 37°C’'deki 5 dakikalik inkiibasyonu takiben 660 nm'de ikinci

okuma yapildi ve absorbanslar kaydedildi.

Tablo 6. Total Antioksidan Kapasite (TAK) Analizi

Kor Standart Test
Standart 1 15 ul - -
Standart 2 - 15 ul -
Plazma - - 15 ul
Reaktif 1 250 pl 250 pl 250 pl

660 nm’de ilk okuma

Reaktif 2 37,5 pl 37,5 pl 37,ul

37°C’de 5 dakika inkiibasyon

660 nm’de ikinci okuma
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2. 2. 5. 4. Sonuglarin Hesaplanmasi

Sonug = [(AAbs Std1) - (AAbs Ornek)] / [(AAbs Std1) - (AAbs Std2)]

A Standart 1’in absorbansi = (Std 1’in ikinci absorbansi - Std 1’in ilk

absorbansi)

A Standart 2'nin absorbansi = (Std 2’in ikinci absorbansi - Std 2’in ilk

absorbansi)

A Ornegin absorbansi = (Testin ikinci absorbansi - Testin ilk absorbansi)

2. 2. 6. Total Oksidan Kapasite (TOK) Analizi

2.2.6. 1. Deneyin Prensibi

Ornekte bulunan oksidanlar Fe*?-o-dianisidin kompleksini ferri (Fe*®) iyona
oksitlerler. Fe™ asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks
olusturmaktadir. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iliskili olan rengin
siddeti spektrofotometrik olarak oOlgulmektedir. Standart olarak H,O,

kullaniimakta ve sonu¢ pmol H,O, Equiv./L olarak ifade edilmektedir (36).
2. 2. 6. 2. Kullanilan Reaktif ve Standartlar
Reaktif 1. 25 mM H,SO, igerisinde ¢ozunmus 150 uM xylenol orange, 140

mM NaCl ve 1,35 M gliserol ¢ozeltisi

Reaktif 2: 25 mM H,SO, icerisinde ¢dziinmis, 5 mM Fe*? ve 10 mM o-

dianisidin ¢ozeltisi
Standart 1: Kor sollsyonu (deiyonize su)

Standart 2: Stabilize edilmis standart stok solisyonu (SSSS) (800 mM
H.O2Equiv./L)
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Teste baslamadan once standart solUsyonunu hazirlamak igin, SSSS
40.000 kat sulandirildi. 50 pl stok solisyonu, 10 ml deiyonize su igerisine
katildi ve vortekslendi (birinci basamak dilisyonu). Daha sonra hazirlanan
bu solisyondan tekrar 50 pl alinarak 10 ml deiyonize su ilave edildi ve
vortekslendi (ikinci basamak dilusyonu). Boylelikle final konsantrasyonu 20

mikromolar olan H,0O, standart solisyonu hazirlanmis oldu.

2. 2. 6. 3. Deneyin Yapiligi

Mikroplagin kuyucuklari kor, standart ve test olmak Uzere igaretlendi ve
batin kuyucuklara 250 pl reaktif 1 pipetlendikten sonra kér kuyucuguna
37,5 ul standart 1, standart kuyucuguna 37,5 standart 2 ve test
kuyucuklarina 37,5 pl plazma eklenerek, 530 nm’de ilk okuma yapildi.
Kuyucuklara reaktif 2’den 12,5 pl pipetlenerek 37°C’deki 5 dakikalik
inkibasyonu takiben 530 nm’de ikinci okuma yapildi ve absorbanslar
kaydedildi.
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Tablo 7. Total Oksidan Kapasite (TOK) Analizi

Kor Standart Test
Standart 1 37,5 ul - -
Standart 2 - 37,5 ul -
Plazma - - 37,5 ul
Reaktif 1 250 pl 250 pl 250 pl

530 nm’de ilk okuma

Reaktif 2 12,5 pl 12,5 pl 12,5 pl

37°C’de 5 dakika inkiibasyon

530 nm’de ikinci okuma

2. 2. 4. Sonuglarin Hesaplanmasi

Sonug =[(AAbs Ornek) / (AAbs Std2)] x 20 (Std 2 degeri)
AAbs Ornek = Testin ikinci absorbansi — Testin ilk absorbansi

AAbs Std2 = Standart 2'nin ikinci absorbansi — Standart 2’nin ilk

absorbansi

Std 2 degeri = 20 ymol H,O,Equiv./L
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2. 2. 7. Istatistiksel Analizler

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel analizinde SPSS.16 paket
programi kullanildi. Gruplar arasindaki ortalama degerler tek yonlu
varyans analizi (ANOVA), gruplar arasi farkliliklar duncan testi, gruplardaki
negatif (-) ya da pozitif (+) iliskinin arastirilmasi korelasyon analizi ile

belirlendi. Sonuglar; ortalama () ve standart hata (x + Sx) olarak verildi.
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3. BULGULAR

Calismadan elde edilen plazma TNF-a, NO, TAK ve TOK duzeylerine ait
veriler ve istatistiksel 6nemi Tablo 8, bulgularin grafiksel dederlendirmesi
ise Grafik 4, 5, 6, 7 ve 8'de sunuldu.



Tablo 8. ML-1 Verilen Tavsanlarda TNF-a, NO, TAK ve TOK Duzeyleri

Gruplar
Ornek Alim

Parametre Zamanlan Kontrol Grup-I Grup-Il Grup-lll P
1.Saat 304,12+38,66™°  1904,78+420,93"%  867,53+259,78" " 717,98+98,49M ° o
INE 6.saat 244,08+74,86™°  1458,99+499,58"%  884,91+66,22" * 541,16+92,78™° *
(09 m‘ﬁ‘) 12.saat 253,11+46,53%°  1645,21£340,20"®  951,29+134,64™°  954,23+149,89"° *
24.saat 238,04+20,35™°  1265,13+380,17%  606,34+54,46™%°  889,97+188,80™ %" *

P Ns Ns Ns Ns
1.Saat 49,916,952 29,67+2,98%° 30,87+6,71%° 42,684,125 2 *
6.saat 38,09+4,88"% 2 34,46+3,55"% 2 34,66+3,52% 2 45,81+5,63% 2 Ns
NOI " 12.saat 42,4143 22°8 2 50,65+7,60™ 2 542142 872 59 95+2 35" 2 N

(umol/L) B, a AB, a AB, a B, a

24.saat 31,92+5,57 35,73+6,08 38,78+6,75 43,01%4,12 Ns

P Ns Ns * *
1.Saat 0,22+0,01*2 0,33+0,05™ 2 0,240,052 0,25+0,07*2 Ns
TAK 6.saat 0,190,022 0,17+0,04% 2 0,180,022 0,26+0,04™2 Ns
| Trolox Equiv/L 12.saat 0,170,022 0,16+0,02% 2 0,20+0,04™2 0,13+0,01*2 Ns
(mmol Trolox Equiv./L) 24.saat 0,17+0,03"2 0,16+0,03% 2 0,160,022 0,200,022 N
. il -\ E) ——\ il —_\y L] -\, S

P Ns * Ns Ns
1.Saat 9,68+1,26™2 7,29+0,63" 2 7,93+0,36™ 2 6,99+0,85™ 2 Ns
ToK 6.saat 9,380,782 7,810,722 8,29+0,58™ 2 8,751,612 Ns
. 12.saat 7,35+0,33" " 8,14+0,46" 2 9,06+0,61"2 7,84+0,28" Ns

(mmol H,O, Equiv./L) A A A A

24.saat 7,19+0,55" 2 7,93+0,55™ 2 8,64+1,19"2 7,16+0,45" 2 Ns

P Ns Ns Ns Ns

6€

A, B harfleri ayni siitundaki, a, b, ¢ harfleri ayni satirdaki istatistiksel farklari gostermektedir, *: Ayni satir ve situndaki farkliliklar istatistiksel
olarak 6nemlidir (p<0,05), **: Ayni satirdaki farkhliklar istatistiksel olarak énemlidir (p<0,01), Ns: Ayni satir ve sutundaki farkhliklar istatistiksel olarak
onemsizdir.
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3. 1. Tumor Nekroz Faktor-a (TNF-a) Duzeyleri

Yapilan galigmada kontrol ve deneme gruplarinda plazma TNF-a duzeyleri
sirasiyla 1. saatte 304,12, 1904,78, 867,63, 717,98, 6. saatte 244,08,
1458,99, 884,91, 541,16, 12. saatte 253,11, 1645,21, 951,29, 954,23, 24.
saatte 238,04, 1265,13, 606,34, 889,97 pg/ml olarak bulundu.

2500 -+
2250 - a
2000 -
1750 - a
1500 -
1250 - b ab c
1000 - ;b T ab & Grup-ll
750 - H Grup-lIl
500 1 b b b b

250 -+

a H Kontrol

B Grup-I

TNF-a (pg/ml)

1. Saat 6. Saat 12. Saat 24. Saat

Grafik 4. ML-I Verilen Tavsanlarda Gruplar Arasi TNF-a Degerleri

Farkli dozlarda ML-I verilen gruplar kiyaslandiginda; batin gruplarin 12.
saatteki TNF-a duzeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak ylksek
(p<0,05) oldug@u, 0,5 ng/kg ML-I verilen grubun TNF-a duzeylerinin 1, 6, 12,
ve 24. saatlerde diger gruplara goére 6nemli bir artis (p<0,01) gdsterdigi

gozlemlendi.

GCalismada kontrol ve ML-I verilen gruplardan alinan numuneler grup igi
saatlere gore mukayese edildiginde, 1, 6, 12 ve 24. saatlerdeki TNF-a
duzeyleri arasinda istatistiksel olarak herhangi bir degisimin olmadigi

saptandi.
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3. 2. Nitrik Oksit (NO) Diizeyleri

Kontrol ve deneme gruplari plazma NO dizeyleri sirasiyla 1. saatte 49,91,
29,67, 30,87, 42,68, 6. saatte 38,09, 34,46, 34,66, 45,81, 12. saatte 42,41,
50,65, 54,21, 59,95, 24. saatte 31,92, 35,73, 38,78, 43,01 pmol/L olarak

bulundu.

100 -+
90 -
80 -

H Kontrol

B Grup-I

NO (uM)

 Grup-ll
u Grup-lll

1. Saat 6. Saat 12. Saat 24. Saat

Grafik 5. ML-I Verilen Tavsanlarda Gruplar Arasi NO Degerleri

Gruplarin plazma NO duzeyleri kontrol grubuna goére kiyaslandiginda; 1.
saatte 0,5 ve 1 ng/kg ML-I verilen gruplarin NO duzeylerinin istatistiksel

olarak azaldidi (p<0,05) g6zlemlendi.
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100 +
90 -

—_ H 1. Saat

b

2 M 6. Saat

g m 12. Saat
W 24, Saat

Kontrol Grup-| Grup-II Grup-lll

Grafik 6. ML-I Verilen Tavsanlarda Grup igi NO Degerleri

ML-I verilen gruplarin, grup ici NO diUzeyleri saatlere gore kiyaslandiginda; 1
ve 2 ng/kg ML-I verilen gruplarda 12. saatte istatistiksel olarak bir artis
(p<0,05) go6zlenirken, 0,5 ng/kg ML-I verilen grupta 12. saatte istatistiksel

olarak 6nemli olmayan bir artis belirlendi.
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3. 3. Total Antioksidan Kapasite (TAK) Duzeyleri

Kontrol ve deneme gruplarinin plazma TAK diuzeyleri sirasiyla 1. saatte 0,22,
0,33, 0,24, 0,25, 6. saatte 0,19, 0,17, 0,18, 0,26, 12. saatte 0,17, 0,16, 0,20,
0,13, 24. saatte 0,17, 0,16, 0,16, 0,20 mmol trolox equiv./L olarak bulundu.

0,4 -
a

—~ 0,35
—
~
2 03
&
ﬁ 0,25 H 1. Saat
o
° 02 M 6. Saat
E
g 0,15 W 12. Saat
£ 0,1 W 24. Saat
ﬁ ’
= 0,05

0

Kontrol Grup-I Grup-Il Grup-lll
Grafik 7. ML-I Verilen Tavsanlarda Grup i¢i TAK Degerleri

Cahsmada 0,5 ng/kg olacak sekilde ML-I verilen gruptan alinan numuneler
saatlere gére mukayese edildiginde, enjeksiyondan 1 saat sonra elde edilen
degerlerin 6, 12 ve 24. saatlere gore istatistiksel olarak yiksek (p<0,05)
oldugu, ML-I verilen gruplarin TAK duzeyleri kontrol grubu ile
kargilastirildiginda 1, 6, 12 ve 24. saatlerde alinan numunelerde istatistiksel

olarak dnemsiz degisimlerin oldugu saptandi.
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3. 4. Total Oksidan Kapasite (TOK) Duzeyleri

Kontrol ve deneme gruplarinin plazma TOK duzeyleri sirasiyla 1. saatte 9,68,
7,29, 7,93, 6,99, 6. saatte 9,38, 7,81, 8,29, 8,75, 12. saatte 7,35, 8,14, 9,06,
7,84, 24. saatte 7,19, 7,93, 8,64, 7,16 mmol H,O, equiv./L olarak bulundu.

16 -
E 14 -
g 12 41 3
o H 1. Saat
w
o~
ON M 6. Saat
T
© m 12, Saat
€
3
= W 24. Saat
¥
[e]
-

Kontrol Grup-I Grup-Il Grup-lll

Grafik 8. ML-I Verilen Tavsanlarda Grup i¢i TOK Degerleri

Farkli dozlarda ML-I verilen gruplarin TOK dlzeyleri saatlere ve kontrol

grubuna gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir degisim gézlenmedi.
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4. TARTISMA ve SONUG

Genig bir cografyada yetisen Okse otu, eski ¢aglardan beri halk hekimliginde
hipertansiyon, epilepsi, aterosikleroz, gut, depresyon, uyku bozukluklari, bas
agrisi, bogmaca, astim, diyare gibi g¢esgitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmig, kanser arastirmalarinda kullanimi ise 1917 yilinda Rudolf Steiner

tarafindan gergeklestirilmistir (18).

Okse otu ve preparatlarindan elde edilen bir lektin olan ML-I'in (39), sitotoksik
etkilere sahip oldugu, monositler/makrofajlar, granulositler ve NK htcrelerinin
aktive olmasini saglayarak, TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-6, IL-12 gibi inflamatuar
sitokinlerin salinimini artirdid1 ve bu yonden immunomodulator etkisi oldugu
bildirilmigtir (49, 52).

immiin hastaliklarin ézellikle de kanserin tedavisinde kullanilabilmesi igin ML-
I'in toksik olmayan en etkin immuinomodulatér dozunu belirlemek amaciyla in
vivo ve in vitro deneylerde farkli konsantrasyonlar calisiimistir. Ornegin;
Beuth ve ark. (7) 0,5-5 ng/kg araligindaki lektin konsantrasyonlarindan en
etkin dozun 1 ng/kg oldugunu, Hajto ve ark. (52), 0,5-3 ng ML-I/kg araliginda
olumlu sonuglar alindigini, Ribereau-Gayon ve ark. (95) ise hucre kultlr
ortaminda TNF-a saliniminin en yuksek oldugu lektin konsantrasyonunun

0,02 pg/ml oldugunu bildirmislerdir.

Bu amagla, sitotoksik ve immunomodulator etkisinin oldugu bildirilen ML-I'in
farkli dozlarinin tavsanlara intraperitonal yolla verilmesiyle, TNF-a, NO, TAK

ve TOK duzeylerine olan etkisi arastirildi.

ML-Iin in vivo sitotoksik ve immunomodulator etkilerine bakilan galismalar
Ozellikle kanser hlcreleri Uzerine olan etkilerine yogunlasirken, in vivo olarak
tumor gelisimini azalttigi, tavsanlarda ve ratlarda NK hucre aktivitesinde ve
granuler lenfositlerin sayisinda bir artisa neden oldugu kaydedilmigtir (7, 47,
50).
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TNF-a, monosit/makrofaj, NK hucreleri, beynin mikroglial htcreleri ve
karacigerin kuppfer hucreleri gibi farkh hucreler tarafindan sentezlenen
proinflamatuar bir sitokin olup ( 85), 6kse otu ekstraktlarindaki ML-I'in TNF-a
dretimini uyardigi (74) bu lektinin uzaklastirlmasi ile sulu ekstraktin

immunomodulator aktivitesini tamamen yitirdigi bildirilmistir (8).

Yapilan bir galismada rat peritonundan elde edilen makrofaj kaltir ortaminin
Kore Okse otunun sulu ekstraktinin 10 pg/ml dozu ile 24 saat inklbe
edildiginde, 30. dakikadan itibaren makrofajlardan TNF-a saliniminin arttigi
bildirilmistir (123).

Yapilan galismada tavsanlara farkl dozlarda (0,5, 1 ve 2 ng/ml) ML-I verildi
ve 1, 6, 12 ve 24. saatlerde alinan kan numunelerinde TNF-a dlzeylerine
bakildi. 0,5 ng/kg ML-I verilen grupta TNF-a dizeyi butin saatlerde kontrol
grubuna gore yuksek (p<0,01) olmakla birlikte 1. saatte en yuksek degerine
ulastigl, diger deneme gruplarinda ise 12. saatte yuksek oldugu (p<0,05)
g6zlendi. TNF-a duzeyinin ML-I etkisiyle yukselmesinin yapilan in vivo ve in
vitro calismalarla (11, 48, 49, 74, 90, 95) uyumlu oldugu ancak TNF-a

salinimini etkileyen ML-I konsantrasyonlarinda bir farkhlik oldugu gozlendi.

Hajto ve ark.(48) sekiz kanserli hastaya 1ng/kg dozundaki ML-I'i i.v. olarak
enjekte ettiklerinde bu hastalarin kanlarinda TNF-a duzeyinin 3. saatte en

yuksek degerine ulastigini gdérmuslerdir.

Yapilan bazi calismalarda (10, 66) kanserli hastalarin TNF-a dizeylerinin
normal bireylere gore yuksek oldugu bildirilmigtir. Yapilan ¢alisma ile Hajto ve
ark. (48) yaptiklari ¢calisma arasindaki olusan doz farkinin lektin enjekte

edilen kigilerin kanser olmasindan kaynaklanabilecegi kanaatine varildi.

ML-I'in immunomodulator ve sitotoksik etkilerinin olup olmadigini arastirmak
amaciyla yapilan in vitro hicre kiltiri denemelerinde lektin dozuna dair farkli
konsantrasyonlar bildirilmis, ML-I etkinliginin, hucre serisi (16, 90, 111) ve
kullanilan katkilara (90, 111), ortamin pirojen faktorlerle kontamine olup
olmamasina (11) gére degisebildigi ileri surtimustar.
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Hajto ve ark. (48), in vitro ortamda insan monositlerini 24 saat 0-0,5-1-10-50-
100-500-1000 ng/ml ML-I ile inkube edip, serum TNF-a, IL-1 ve IL-6
duzeylerindeki degigsiklikleri inceledikleri arastirmalarinda; TNF-a duzeyinin
kaltar ortaminda 10 ng/ml ML-1 konsantrasyonunda en ylksek degerinde

oldugunu gozlemlemislerdir.

Hajto ve ark. (49) yaptiklari baska bir calismada insan kanindaki monosit ve
lenfositleri in vitro ortamda 24 saat farkli dozlardaki (1ng/ml-1pg/ml) ML-I ile
inkiibe etmisler ve htcreler igin sitotoksik olmayan ML-I dozlarinda (1 ve 10
ng/ml) IL-1a, IL -1B, IL -6, TNF-a, IFN-y, granulosit-monosit koloni uyarici

faktor ve IL-10 saliniminda bir artis oldugunu bildirmislerdir.

insan monositlerinin in vitro ortamda 0,02-2000 pg/ml ML-I ile 18 saat inkiibe
edilmesi sonucu en yiksek TNF-a saliniminin 0,02 pg/ml lektin
konsantrasyonunda oldugu bildiriimig, yuksek konsantrasyonlarda TNF-a
saliniminin azalmasinin ise lektinin toksik etkisine ve/veya artan TNF-a’nin
hicreleri 6ldUrebilecegi nedenine baglanmis ayrica kultir ortaminda sigir
serumu kullanilmamasinin ¢ok duguk lektin konsantrasyonunda olumlu sonug

elde edilmesinin bir sebebi olabilecegi ileri surulmustar (95).

Yapilan calismada TNF-a salinimini en fazla etkileyen 0,5 ng/kg’lik lektin
dozunun Ribereau-Gayon ve ark. (95) yaptigi ¢calismadaki lektin dozunun ¢ok
uzerinde olmasi lektinin in vivo ortamda baglanabilecek daha fazla
glikoligandin oldugu kanaatini olusturdu, yine Timoshenko ve ark. (111)
notrofil kaltdr ortamina kan plazmasi eklediklerinde nétrofil agregasyonunda
ve uretilen H,O, miktarinda azalma olmasinin, ML-I'in kdltdr ortamindaki
hlcrelerden baska baglanabilecek glikoligandlarinda oldugunu ileri sirmeleri

bu kanaati destekled.i.

Yapilan in vitro ¢alismalar goéz onunde bulunduruldugunda, ML-I'in tavsanlara
i.p. olarak verilmesiyle 0,5 ng/kg’lik dozun uUstlindeki lektin dozlarinin 6zellikle
monosit ve makrofajlar Uzerinde sitotoksik etki yapmig olabilecegdi (95, 108)
ayrica lenfositlerinde bu konsantrasyonlardan etkilenebilecegi (51) kanaatini

olusturdu.
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Zararli etkilerine karsin organizma serbest radikalleri gen ekspresyonu,
apoptozisin uyarilmasi, doku olusumu ve farklilagsmasi, enfeksiyonlarla
mucadele (6zellikle NO ve O,”) gibi olaylarda kendi faydasina kullanabildigi
(38), H,O, O, ve NO' gibi reaktif oksijen tarlerinin immun sistemdeki
hdcrelerin fonksiyonlarinin dizenlenmesinde 6nemli bir yere sahip oldugu
bildiriimektedir (39).

ML-I ile yapilan in vitro ¢alismalarda, insan hepatokarsinom hucrelerinde
reaktif oksijen miktarini arttirarak bu hUcrelerin apoptoza ugramasina
yardimci oldugu (62), nétrofillerden O,” (110) ve H,O, (111), makrofajlardan
NO (59) salinimini uyardigi gosterilmistir.

ML-I'in NO salinimi Uzerine olan etkilerine bakilan bazi in vivo ve in vitro
calismalarda, farelerde (112) ve RAW 264.7 makrofajlarda (59) NO
salinimini uyardigi, SNP ile uyariimis LLC-PK1 epitelyum hucrelerinde (61)
ve LPS ile uyariimig (67) RAW 264.7 makrofajlarinda NO supuricu
aktivitesinin oldugu, dolayisiyla da NO Uzerine dizenleyici rolinin oldugu

ileri suralmustar.

Kim ve ark. (61) in vitro ortamda LLC-PK; bébrek epitel hicrelerinde sodyum
nitroprussid, pirogallol ve 3- morfolinosidnonimin ile oksidatif stres olusturmus
ve Kore okse otu lektininin  10-50-250-500 pg/ml  dozundaki
konsantrasyonlarinin oksidatif stres Uzerindeki etkilerine bakmiglardir. 500
pg/ml lektinin en etkin doz oldugunu, lektinin bu radikaller tzerinde iINOS,
Siklooksijenaz-2 (COX-2) ve NF-kB aktivitelerini inhibe ederek supuruci

etkiye sahip oldugunu bildirmiglerdir.

Kang ve ark. (59) kultir ortaminda sigan RAW 264.7 makrofaj hucrelerini
farkli dozlarda dkse otu lektini ile 24 saat inklbe ettiklerinde 40 ng/ml lektin
dozuna kadar iNOS aktitivitesindeki artisa paralel olarak NO dizeyinde bir
artis, bu dozun uzerinde lektinin sitotoksik etkisinden dolayr NO miktarinda
bir azalma oldugunu, ayrica B zincirinin lektinin letal dozunun Uzerindeki
dozlarda bile doza bagl olarak NO miktarini artirmaya devam ettigini

g6zlemlemisglerdir.



49

Yapilan calismada, 0,5 ve 1 ng/kg lektin dozlarinin 1. saatte NO duzeyini
kontrol grubuna gore azalttigr (p<0,05) 2 ng/kg lektin verilen grupta ise
istatistiksel olarak bir degisimin olmadigi, daha sonra her g lektin grubunda
da grup i¢ci NO miktarinin zamanla arttigi, 12. saatte 1 ve 2 ng/kg lektin
verilen gruplarin NO duzeyini 1 ve 6. saatlere gore arttirdigi (p<0,05)
gOzlemlendi. Butin gruplar arasinda 12. saat ve sonrasinda istatistiksel
olarak bir degisimin olmadigi gérulda. 1. saatte NO miktarinin 0,5 ve 1 ng/kg
lektin verilen gruplarda azalmasi ML-I'in NO Uzerine supurtcu etkisinden (61,
67) 2 ng/kg lektin verilen grupta ise istatistiksel olarak bir degisimin olmamasi
lektinin sitotoksik etkisinden (59), 1. saatten sonra lektin verilen gruplarda NO
miktarinin artmasi ve 12. saatte kontrol grubu ile ayni dizeye gelmesi B

zincirinden (59) kaynaklanabilecegi kanaatini olusturdu.

Okse otu eksraktlarinda antioksidan 6zellige fenolik bilesenlerin yani sira
viskolektinlerin de katkida bulundugu (96), 42 pg/ml dozundaki lektinin

DPPH’a kars! antioksidan 6zellik gosterdigi (61) ileri strGlmustar.

Yapilan ¢alismada 0,5 ng/kg lektin verilen grupta 1. saatte TAK seviyesinin
diger saatlere gore yuksek olmasi lektinin akut olarak antioksidan etki
gosterdigi (61), 1. saatte TAK ile NO arasinda onemli olmayan negatif
korelasyonun (r= -0,674 p>0,05) bulunmasi antioksidan sisteminde azalan
NO miktarina etkisinin olabilecedi, yine 6 ve 12. saatlerde TAK ile NO
arasinda negatif korelasyonlarin (sirasiyla r= -0,902 p<0,05, r= -0,657
p>0,05) olusmasi artan NO miktarina lektinin B zincirinin katkida
bulunabilecegi diusuncesini olusturdu. Birinci saatte TAK ile NO arasinda
1ng/kg lektin verilen grupta onemli olmayan negatif korelasyon (r= -0,561
p>0,05), 2 ng/ kg lektin verilen grupta dnemli olmayan pozitif korelasyon (r=
0,494 p>0,05) olusmasi, 1ng/kg lektin dozunun kismen antioksidan etki ettigi,

2 ng/kg lektin dozunun boyle bir etkisinin olmadigi kanaatini olusturdu.

Bazi sitokinlerin (IL-1, TNF, IF-y) iNOS aktivitesini artirdigi (79, 82) bildirilse
de calismada NO ve TNF-a dizeyleri arasinda bir korelasyon bulunmamasi,
NO duzeylerini ML-I'in 6zellikle de B zincirinin degistirdigi dusuncesine neden
oldu (59).
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Serbest radikallerin olusum hizlari ile antioksidanlarin bunlari etkisiz hale
getirme hizi arasinda bir denge bulunmaktadir. Bu denge hucreleri

oksidanlarin zararl etkilerinden korumaktadir (23, 37).

Herbir oksidani ve antioksidani ayri ayri 6lgmek yerine numunedeki toplam
oksidan ve antioksidan miktarini 6lgmenin daha uygun oldugu, bu ylzden
Erel'in gelistirdigi TAK ve TOK o6lgcme yonteminin kolay, hassas, guvenilir ve

ucuz bir yontem oldugu kaydedilmistir (35, 36).

Daha ¢ok kanser tedavisi ve arastirmalarinda kullanilan Okse otu
ekstraktlarinin antioksidan 6zelliklerine yonelik in vitro (6, 86, 88, 96) ve in
vivo (21, 84, 87, 102) calismalar yapilmis, in vitro calismalarda dkse otunun
antioksidan 6zellik yoninden etken maddelerinin fenolik asit ve flavonoidler
oldugu (86, 88), fenolik bilesenlerin yani sira viskolektinlerin de 6kse otunun
antioksidan Ozelligine katkida bulundugu (96), antioksidan 6zelligin Uzerinde
yetistigi konakginin turline, hasat zamanina (6) ve kullanilan ekstraksiyon
yontemine (sulu, etanolik veya metanolik) gére farklilik gdsterdigi bildirilmistir
(87).

Literatirde okse otu bitkisinden elde edilen ekstraktlarin bazi oksidan ve
antioksidan parametrelere olan etkisine bakilan ¢alismalarin (21, 68, 84, 87,
102) olmasina ragmen, ML-l'in in vivo olarak total antioksidan ve oksidan

kapasite Uzerine olan etkilerine bakilan galismalara rastlanmadi.

Yapilan calismada, ML-I'in TAK ve TOK duzeylerine énemli bir etkisinin
olmadigi, sadece 0,5 ng/kg ML-I verilen grupta 1. saatteki TAK dizeyinin
diger saatlerdekine gore istatistiksel olarak 6nemli bir artis gdsterdigi, NO
duzeyinin de azaldigi gézlendi. Dusuk konsantrasyondaki ML-I'in akut olarak
antioksidan etki gosterebilecegi kanaatine varildi.

Sonu¢ olarak 0,5 ng/kg dozundaki ML-'in TNF-a ve NO duzeylerinde
degisiklik meydana getirdigi, akut olarak antioksidan ozellik gosterdigi
gOzlendi. Literatlrdeki in vivo ve in vitro galismalar incelendiginde, ML-I'in
etkin dozuna dair verilerin farkliliklar gdsterdigi ve bu farkhliklarin gesitli

etmenlerden (kullanilan hicre tipi, kaltir ortaminin katkilari vs) etkilendigi ileri
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surtlmastur. Gerek immun sistemin yapi ve isleyis mekanizmasinin gerekse
ML-I in immudn sistem GUzerindeki etkilerine dair mekanizmalarin tam olarak
aydinlatilamamis olmasi ML-I ile ilgili daha fazla calismanin yapilmasi
gerektigi, in vivo olarak yapilan bu ¢alismanin yapilacak calismalara katki

saglayabilecegi sonucuna varildi.
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5. OZET

Imminomodilator ve sitotoksik 6zelliklerinin oldugu bildirilen 6kse otu
preparatlari guniumuzde ozellikle kanser aragtirmalari ve kanser tedavisinde
destekleyici olarak kullaniimaktadir. Bu preparatlarda immunomodulator ve
sitotoksik etkiden sorumlu maddenin Mistletoe Lektin-1 (ML-1) oldugu

dusunulmektedir.

Calismada ML-I'in, farkh dozlarinin timoér nekroz faktér-a (TNF-a), nitrik oksit
(NO), total antioksidan ve oksidan kapasite (TAK, TOK) dlzeylerine etkisinin
arastirimasi amagclandi. 0,5 ng/kg ML-I verilen grupta TNF-a dlzeyinin butin
saatlerde kontrol ve diger lektin gruplarina gore yuksek olmakla birlikte 1.
saatte en yuksek degerine ulastigi (p<0,01), 0,5 ve 1 ng/kg lektin dozlarinin
1. saatte NO dizeyini kontrol grubuna goére azalttigi (p<0,05), 12. saatte ise 1
ve 2 ng/kg lektin dozlarinin NO duzeyini arttirdig1 (p<0,05) gruplar arasinda
istatistiksel olarak bir farkin olusmadigi, yine 0,5 ng/kg ML-I verilen gruptan
alinan numunelerde, 1 saat sonra elde edilen TAK degerlerinin 6, 12 ve 24.
saatlere gore istatistiksel olarak yulksek (p<0,05) oldugu, TOK duzeyinin
lektin verilen gruplarda istatistiksel olarak bir degisim gostermedigi

g6zlemlendi.

Sonu¢ olarak 0,5 ng/kg dozundaki ML-Iin TNF-a ve NO duzeylerinde
degisiklik meydana getirdigi, akut olarak antioksidan o6zellik gosterdigi
gOzlendi. Literatlrdeki in vivo ve in vitro galismalar incelendiginde, ML-I'in
etkin dozuna dair verilerin farkliliklar gosterdigi ve bu farkhliklarin cesitli
etmenlerden (kullanilan hucre tipi, kultur ortaminin katkilari vs) etkilendigi ileri
surdlmustir. Gerek immun sistemin yapi ve isleyis mekanizmasinin gerekse
ML-I'in immuan sistem Uzerindeki etkilerine dair mekanizmalarin tam olarak
aydinlatilamamis olmasi ML-I ile ilgili daha fazla calismanin yapilmasi
gerektigi, in vivo olarak yapilan bu ¢alismanin yapilacak ¢alismalara katki

saglayabilecegi kanaatini olusturdu.

Anahtar Kelimeler: Mistletoe Lektin-I, Tumor Nekroz Faktor-a, Nitrik OKksit,
Total Antioksidan ve Oksidan Kapasite
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6. SUMMARY

Immunomodulatory and cytotoxic properties of mistletoe preparations are
used today, especially in support of cancer research and in the treatment of
cancer. Mistletoe Lectin-I (ML-I) in this preparations is thought to be the

responsible agent for immunomodulatory and cytotoxic effects.

In this study, it was aimed to investigate the effect of different doses of ML-I
on the levels of tumor necrosis factor-a (TNF-a), nitric oxide (NO), total
antioxidant and oxidant capacity (TAC, TOC). TNF-a level in the group
treated with ML-1 (0.5 ng/kg) was higher than that of control and other lectin
receiving groups at all hours, the highest value of TNF-a were reached at 1%
hour (p<0.01). 0.5 and 1 ng/kg doses of lectin decreased NO level at 1% hour
compared to control group (p<0.05), 1 and 2 ng/kg doses of lectin increased
NO levels (p<0.05) at 12™ hour, no statistically significant difference was
found between the groups. In addition, TAC levels in samples obtained from
the group given 0.5 ng/kg ML-I after 1 hour was statistically higher (p<0.05)
than the samples taken at 6™, 12" and 24" hours. No statistically significant

change was found in the level of TOC among lectin receiving groups.

In conclusion, ML-I at 0.5 ng/kg dose caused alterations in the levels of TNF-
a and NO and showed an acute antioxidant effect. In vivo and in vitro studies
show that, the effective dose of the ML-I shows variations and the differences
in these doses could be due to many factors (cell type used in the culture,
medium, additives, etc.). Because of the fact that both the structure and the
functioning mechanism of the immune system as well as the mechanisms of
the effects of ML-1 on the immune system have not been fully clarified, it is
expected that further studies should be done on the ML-I and in this sense

this study carried out as in vivo can contribute to the further researchs.

Key Words: Mistletoe Lectin-I, Tumor Necrosis Factor-a, Nitric Oxide, Total

Antioxidant and Oxidant Capacity
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