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Ozet: Bu calsmada, antikarsinojen bir madde olarak da kullanilan Viscum album Aglutinin (VAA)'nin oz a
uygulamalarinin serum, kar@er ve bobrek aspartat transaminaz (AST), alanin transaminaz (ALT), gama-
glutamiltransferaz (GGT), alkalen fosfataz (ALP) ve kreatin kinaz (CK) enzim aktiviteleri (izerine olan etkisinin
ortaya cikariimasi amaclangor. Calsmada deneme materyali olarak, 80 adet BALB/c erkek fare kullgnvieni

dort ait gruba ayrilmgtir. Dondr bir fareden 0,1ml (1,2x3)0Erlich ascites hiicresi alingve bu hiicreler kanserli
kontrol ve lektin deneme grubuna periton ici (i.p.) olarak uygulgimmUygulama giinii 0. giin olarak kabul edil-
mistir. Ayni giin, normal kontrol ve lektin kontrol gruplarina 0,1 ml. serum fizyolojik i.p. olarak vetilmiektin
kontrol ve lektin deneme grubuna, 1. ve 2. gunldnad/fare (100ng/fee) VAA verilirken, nornal kontrol ve kan-

serli kontrol gruplarina serum fizyolojik verilgtir. Tum gruplardan, kan oérnekleri 2., 7. ve 15. glnlerde g6z
venasindan kapillar tupler aragilile serum tuplerine alingtir. Tim gruplardan, 2. ginde 5 hayvan, 7. giinde 5
hayvan, 15. giinde ise 10 hayvan otopsiye gondsatitmDtopside, farelerden karger ve bobrek drnekleri alin-
mistir. Serum, karager ve bobrek Ust sivisinda AST, ALT, GGT, ALP, CK enzim aktiviteleri ol¢itiamiiBiyo-
kimyasal analizlerin sonucunda, kontrol grublarina goére lektin deneme grubunda serum AST, ALT, GGT, ALP ve
CK aktiviteleri yukselmgtir. Tum kontrol gruplarina gore lektin deneme grubunda kgeadST, ALT, GGT ve

ALP spesifik aktiviteleri yikselirken, CK spesifik aktivitesigilgnemitir. Kontrol gruplarina gore lektin deneme
grubunda bébrek AST, ALT, GGT ve ALP spesifik aktiviteleri yiikselirken, kanserli kontrol grubuna goére lektin
deneme grubundaki enzim spesifik aktivitelerinde anlamiisteler bulunamangtir. Enzim aktivitelerindeki bu
artislarin VAA'nin toksik etkisinden kaynaklanabilegeeklinde yorumlannstir.

Anahtar Kelimeler: VAA, Ehrlich ascites, Serum, Kargeir, Bobrek, Enzim aktiviteleri, Fare.

AST, ALT, GGT, ALP, CK Activities in Serum, Liver and Kidney Tissues in
Lectin Applied Normal Mice and Mice with Tumour Patient

Summary: The aim of the study was observed the effect of over dose application of Viscum album Agglutinine
(VAA) which is used as a antikarsinogenic agent on theitetivof aspartate aminotransferase (AST), alkaline
aminotransferase (ALT), gamma-glutamyltransferase (GGT), alkaline phosphatase (ALP) and creatine kinase (CK)
enzymes in serum, liver and kidney. As experimental material, 80 BALB/c male mice were used and divided into
four equal groups. 0,1ml (1,2X8CErlich ascites cells were taken from a donor mouse and those cells were given
cancer control and lectin trial groups by intraperitoneal (i.p.). Application day was accepted as day 0. In the same
day, 0,1 ml serum physiologic was given normal control and lectin control groups by i.p. While 1ml/mause
(100ng/mause) VAA was giving lectin control and lectin trial groups by i.p. on days 1 and 2. 0,1 ml/mouse serum
physiologic was given normal control and lectin control groups. From whole groups, the blood samples were taken
from ocular vena via capillary tubes into serum tubes on days 2, 7 and 15. 5 animals on days 2, 5 animals on days 7,
10 animals on day 15 were sent to autopsy. In the autopsy, samples of liver and kidney tissues were taken from
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mice. AST, ALT, GGT, ALP, CK enzymes activities were measured in serum and supernatant of liver and kidney.
At the result of biochemical analyses, serum AST, ALT, GGT, ALP, CK activities increased in lectin trial group in
comparison with whole control groups. While liver AST, ALT, GGT, ALP specific activities increased in lectin trial
group in compare with whole control groups, CK specific activity did not change. While kidney AST, ALT, GGT,
ALP specific activities increase in lectin trial group in comparison with normal control and lectin control groups, In
the enzymes specific activities did not found significant chances in lectin trial group in compare with cancer control

group. It was commended that the increase of enzymes activities can be from toxic ®ffekt of
Key Words: VAA, Ehrlich ascites, Serum, Liver, Kidney, Enzymes activates, Mouse.

Giri s

Lektinler genelliklesekerlere spesifik ola-
rak balanabilen protein ya da glikoprotein yapi-
sindaki maddelerdir. Lektinlerin hiicre yiizeyin-
de ve organellerindekieker kalintilarina spesifik
olarak bglanabilme 06zeliinden yararlanilarak,
normaf*® ve kanserf?!’ hiicrelere bganma
Ozelliklerini ve immunmodulator etkilerini ince-
leyen bircok cabma yapilmgtir. Calsmalar 6zel-
likle 6kse otundan elde edilen lektinler Uzerinde
yogunlasmistir®™.  Okse otundan elde edilen
lektin desisik kaynaklarda Viscum album
Aglutinin (VAA), B-galaktozid spesifik lektin ve
mistlotea lektin-1 (ML-1) olarak farkl bicimlerde
isimlendirilmistir®'®. VAA, A ve B zincirlerinden
olusmaktadir. Bu iki zincir birbirlerine distilfit
baglari ile balanmstir. B zincirinin lektinin
haptoforik kismini olgturdugu ve glikokonju-
gatlara bglanan kisim oldgu ileri stralmektedir.
A zincirinin ise toksoforik kismi okiurdugu ve
lektinin toksik etkisinin A zincirinden kaynaklan-
digi  distinilmektedif®® Beutf ve Franz
VAA'nin 0.5ng/kg’dan 300ng/kg’a kadar gigen
dozlarinda yaptiklari c¢amalarda immunmo-
dilatoér etki icin en uygun non toksik dozun
1ng/kg oldgunu ve VAA uygulamasinin ardin-
dan peritonal makrofaj sayisinda,gdb 6ldurtci
hiicre sitotoksitesinde, graniler lenfosit sayisinda,
granulositlerin fagositotik aktivitesinde, timor
nekrosiz faktéra'da, interlokin-1 ve interlokin-6
sekresyonunda agtmeydana geldini bildirmis-
lerdir. Bu c¢alsmada, antikarsenojik bir madde de
oldugu ileri surtlen VAA'nin yuksek doz uygu-
lamalarinin serum, karag@r ve bobrek AST,
ALT, GGT, ALP, CK enzim aktiviteleri Gzerine
olan etkilerinin ortaya cikariimasi ile dokularda
olusturabilecgi zararlarin belirlenmesi amaclan-
mistir. Viscum album Aglutinin’nin doku zararla-
rinin ortaya cikariimasinin yari latel dozunun
(LDsg) belirlenmesi ve toksitite c¢amalarina
katkisinin olabilecd ileri surtlebilir.

Materyal ve Metot

Bu calsmada, materyal olarak 8-10 hafta-
ik, ortalama 17-25 g, 80 adet BALB/c grubu
erkek fare kullaniingtir. Fareler lektin deneme
(LD), kanserli kontrol (KK), lektin kontrol (LK),
normal kontrol (NK) olmak Uzere 2@&rli 4 gruba
ayrilarak 15 gunlik uygulama - atema prog-
ramina alinnglardir. Her grubu olgturan 20
hayvan ortak kafeslerde beslegtini Kanserli
kontrol grubu ve lektin deneme gruplarina dondér
bir farenin abdominal bélgesinden alinan Ehrlich
ascites sivisi 0,1 ml (1,2 x %0.p. olarak uygu-
lanms ve bu uygulama gund 0. gin olarak kabul
edilmistir. Diger gruplardaki hayvanlara da ayni
gun 0,1 ml. serum fizyolojik i.p. olarak uygulan-
mistir. Lektin deneme ve lektin kontrol gruplarina
1. ve 2. gunlerde 1 ml (100 ng/fare) VAA i.p.
olarak uygulanngtir. Diger gruplara da ayni giin
1 ml serum fizyolojik ayni yolla verilrgiir. Hay-
vanlar ticari rat yemi ile ad libitum olarak bes-
lenmi, oda sicakfiinin 22 2°C, ortam neminin
ise % 40+ 10 olmasina 6zen gosteriktii. VAA
verilisinin son gund olan 2. glinde ve bunu taki-
ben 7. ve 15. ginlerde gb6zden, kapillar tip araci-
gl ile serum tiplerine kan ornekleri alinarak
numunelerden serum o6rnekleri elde edjtmi
Her kan aliminin ertesi guint ornekler otoanal-
izorde calgllmistir. 2. ve 7. glnlerde her gruptan
5 adet hayvan, 15. gin ise her gruptan 10 adet
hayvan eter anastezisi altinda uyutularak, otopsi-
ye alinmgtir. Otopside karager ve bébrek or-
nekleri toplanarak serum fizyolojik ile yikargni
tir. Bir gram doku orngnin 2 ml 0,25 M
sakkaroz cozeltisi ile kagtirilmasi baz alinarak
doku ornekleri hazirlanmive homojenizatérde
parcalannytir. Homojenatlar 6énce 2500- 3000
devirde 5 dakika, daha sonra 5000 devirde 15
dakika santrifij edilmitir. Elde edilen siperna-
tantlar kapakl tiplere alnarak, -20°C’lik derin
dondurucuya yerlgirilmislerdir®. Daha sonra
doku ornekleri otoanalizatérde toplu olarak cali-
siimistir. Serum, karager ve boébrekte aspartat
transaminaz (AST), alanin transaminaz (ALT),
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gama-glutamiltransferaz (GGT), alkalen fosfataz neme gruplarinda karin $agunda Ehrlich
(ALP), kreatin kinaz (CK) enzim aktiviteleri tayin  ascites sivi tumoérinin bulunglu ve timorin
edilmistir. Parametrelerin tayini Biobak firmasin-  karacger ile bobrge metastaz yag@ saptanmng-
dan temin edilen bio-clinica marka ticari kitler tir.

kullanilarak Ciba-Cornig Express Plus marka

otoanalizérde yapilngtir. Dokularda enzim spesi-  Taplo I. Farelerde serum AST, ALT, GGT, ALP ve

fik aktiviteleri, enzim aktivitelerinin total proteine CK aktiviteleri (IU/L)
bolinmesi ile hesaplangtur'”. Elde edilen verile-  Tapje |. Serum AST, ALT, GGT, ALP and CK
rin istatistiki  analizleri, Snedecor ve activities in mice (IU/L)
Cocharaff'in bildirdigi sekilde lektin deneme D T T "
grubuyla kontrol gruplari arasinda student t-testi ~so_ Ixsp 5D 5D
ile yapilmstir. VAA Ludwiy-Maximillians Uni- 2.gin | 210,25+6,74 | 158,10+3,64" |103,60+5,44™"| 55,80+3,75™
versitesi Veteriner Fakultesi Biyokimya Enstitl-  |AST[7.gun [ 32573834 |260.46£1090™ 100405 85" 57,60+302"
sinden temin edilrgiir. VAA, rat albimin 15.9in|433,70+16,31|373,10+14,56* | 98,70£3,67 | 56,30+3 52
(Sigma Chemical Co., Munich, Germany, ml'de 2.9in | 107,30+4,55 | 71,15:8,08™ | 36,3044,24™ | 2340+2,64"
50 ug) iceren 20 mM steril PBS’de 1ml'sinde 100  |ALT| 7.gin | 148534566 | 121,0044,08™ | 38,66+333™ | 25,06+2,89™
ng olacalsekilde coziilerek hazirlangtir'®. 15.giin| 184,20+8,62 | 177,904,97° | 34,80+3,67 | 24,80+332"
2.9in | 4,15+0,36 | 3,500,501 | 3,10+0,78™ | 1,85:0,74™
Bulgular GGT| 7.gin | 4,40+0,50 | 3,66+0,48™ | 346+1,12" | 1,83%0,45™
15.gin| 480+0,42 | 450052 | 3,60+0,69™ | 1,80+0,63"
Calsmada tiim gruplardan elde edilen se- 2.giin | 139,35+4,89 | 104,55+4,93™ | 60,55+4,32" | 35,10+2,88™
rum, karagier ve bobrek orneklerinde AST, |AF|7.gin | 18560656 | 15646631 | 6040+427" | 3573£2,52"
ALT, GGT, ALP ve CK aktiviteleri tespit edil- 15.giin| 195,07+9,24 | 178,4046,76™ | 65,10+4,28™ | 36,1042,51"
mistir. 2., 7. ve 15. giinlerde kontrol gruplarina 2.giin | 227,00+7,42 | 187,15+5,40" |178,55+9,53™| 170,5048,33"
gore lektin deneme grubundaki serum AST, ALT, CK| 7.giin | 291,80+8,20 | 248,80+6,35™ |174,40+5,60| 166,50+3,83"
GGT, ALP ve CK aktivitelerindeki aslar p< 15.giin| 291,80+8,20 | 248,80+6,35™ |174,40+5,60™ | 168,50+3,83"

0,001 ve p< 0,05 dizeyinde anlamli bulugmu  *P<0,05**p<0,001, 2.giin n=20, 7.giin n=15, 15.gin n=10
ken, 15. giinde kanserli kontrol grubuna gore P<0:0°™P<000L day2n=20,day7n=15, day 15 n=10
lektin deneme grubundaki serum GGT aktivite _

artis istatistiki acidan anlamli bulunamagtm Tablo II. Farelerde karaciger AST, ALT, GGT,
(Tablo 1). Yine 2., 7. ve 15. gunlerde kagsi ALP ve CK spesifik aktiviteleri (1U/g)
AST, ALT, ALP spesifik aktivite arglarinin tim ~ Table Il. AST, ALT, GGT, ALP and CK specific
kontrol gruplarina gére lektin deneme gurubunda activities of liver tissues in mice (1U/g)

p< 0,001 ve p< 0,01 dizeyinde anlamli didu LD KK LK NK

gorulmistir. Ayni guinlerde lektin kontrol ve xSD xSD xSD xSD

normal kontrol gruplarina gore lektin deneme 2gin_ 644+045 |5,95+029" |4,95£041™ |4,49+0,21™
grubundaki karager GGT spesifik aktivite ag AST [7gin_|756:073 |6782026" |5,00£03L" [4732013"
lan p< 0,001, p< 0,01 ve p< 0,05 diizeyinde an- 15gin 5714070 [7373050" [505:0.15" _[a,74+026~
lamli bulunmyken kanserli kontrol grubuna gére [ 290n_ 342029 |31040,18" |260+0,10" |226+021"
lektin deneme grubundaki aftir istatiki acidan 7.9in_|467+028 |4154023" 264016 |247+0,14™
anlamli bulunamansiir. Tim gunler icin karaci- 15gln [548+054 |445+:4.07 |262+0,10™ |2424013"
ger CK spesifik aktivitesinde ise lektin deneme 2gin_10,13:001 |012+0,01 ]0,11+001" |0,09+0,01™
grubu ile kontrol gruplari arasinda istatistiki agi- [°C' [79in_[0.14:002 [013:003 |0.10£0,00" |0,09+001"
dan her hangi bir farkhlik saptanamatmi (Tablo 15gin 10,15+0,02 1014001  |0,11£0,01™ |0,10+0,02"
I). Deneme ginlerinde kontrol gruplarina gore 2gun_ 10,19+0,01 |0,16+0,01™ 0,13+0,02™ |0,11+0,02
lektin deneme grubundaki bobrek AST, ALT, |7 [Tgin [044:002 0344005 |01450,02 |0,114002"
GGT ve ALP SpeSiﬁk aktivite alsilarl p< 07001 15.gin {0,46+0,06 |0,35+0,05™ |0,19+0,02™ [0,12+0,02"
ve p< 0,01 diizeyinde anlamli ofsiu saptannyr 2gin [025:004 [02550,04  |0,24£002  |0,.240,03
ken, bobrek CK spesifik aktivitesinde deneme € [7:9in [024:003 |025:003 |026:003  [0.25+004
gunleri boyunca kontrol gruplarina gore lektin 15gtn_1026£005 |024+0,04  |0,26003  |0,24+0,02

deneme grubunda istatistiki agidan anlaml farkli- *p< 0,05 * p< 0,01 ** p<0,001, 2.giin n=5, 7.giin n=5, 15.giin

liklar bulunamartir (Tablo IIl). Histopatolojik f;l% 05 * p< 0,01 " pe 0,001, day 2 n=20, day 7 =15, day 15
incelemelerde ise kanserli kontrol ve lektin de- -9 ’ o ’ ’



96

Tablo lll. Farelerde bobrek AST, ALT, GGT, ALP
ve CK spesifik aktiviteleri (1U/g)

Table Ill. AST, ALT, GGT, ALP and CK specific
activities of kidney tissues in mice (1U/g)

LD KK LK NK
x SD x SD x SD x SD
2g0n | 3,00£0,20 | 301+0,14 | 2,48+0,19" | 2,36+0,13™
AST | 7gin | 3224011 | 3,20+022 | 249+0,31™ | 2,32+0,10™
15.gin | 551+0,41 | 55340,32 | 242+0,15" | 2,3240,21™
290n | 1,9340,13 | 1,95+0,09 | 1,53+0,10" | 1,48+0,05™
ALT | 7gin | 2424017 | 2,31+0,13* | 153£0,10™ | 1,48+0,05™
15.gin | 2,79+0,24 | 2,074#0,16 | 152+0,06™ | 1,42+0,16™
290n | 4,6540,20 | 4824021 | 4,07+0,37" | 3,85+0,28™
GGT | 7gin | 487+0,25 | 504+0,38 | 4,14+046" | 3,82+0,14™
15.gin | 549+0,43 | 5424040 | 4,15+0,21" | 3,83+0,35™
290n | 6,80£0,49 | 6,72+0,34 | 576+0,47" | 544+0,32"
ALP | 7gin | 683040 | 7,0240,46 | 572+0,66™ | 548+0,37"
15.gin | 7,49+0,66 | 7,50£0,54 | 585+0,30" | 5,42+0,43™
290n | 052#0,03 | 053+0,09 | 047+0,04 | 0,50+0,09
CK | 7.gin | 050+0,03 | 0,53+0,06 | 042+0,09 | 0,450,06
15.gin | 051+0,06 | 0,51%0,07 | 048+0,07 | 0,48+0,09

** pn<0,01 ** p< 0,001, 2.gun n=5, 7.guin n=5, 15.glin n=10
**p< 0,01 ** p< 0,001, day 2 n=20, day 7 n=15, day 15 n=10

Tarti sma ve Sonug

Aspartat transaminaz karger, dalak ve
diger organlarda ygun bir sekilde bulundgun-
dan, bu dokularda ojan hicre yikimhmlarinda
da serum AST aktivitelerinde yikselmeler gori-
lebilecgginden dolayl hepatoseliler kargei
harabiyetinin belirlenmesinde ALT daha blyuk
onem kazanit’ Bu argtirmada serum AST
duzeylerinin yukselmesinde literatir verilerine
uygun olarak karager ve karager dsi doku ve
organlardaki, 6zellikle iskelet kasindaki hasarlar-
dan ileri gelebilec& dustintlmektedir. Organiz-
mada bir¢cok doku ve organda bulunan GGT'nin
en ygun bulundgu doku bdbrekler ve ka-
racigerdir*? Safra kesesinden safraningbaasa
aksinin engellendii kronik hepatoselller hasta-
liklar ya da karager yikimlanmasina yol acan
hastaliklarda plazma GGT duzeyinin girtklasik
bulguduf*2 Ayrica son yillarda primer hepatik
neoplastik hastaliklarda plazma GGT aktivitesi-
nin daima yuksek bulungu ve GGT'nin hepatik
tumorlerin tanisinda ger enzimlere gore daha
guivenilir bir kriter oldgu éne sirilmektedi.

Bu calsmadaki lektin deneme grubu serum GGT
enzim aktivitesindeki arflar yukaridaki literatir
verileriyle uygmaktadir. Fakat bu agtn daha
¢ok Ehrlich ascites sivi tumoérinin safra kanallari
Uzerine olgturdusu kismi basingtan ve kargere
yapms oldugu metaztastan ileri gelebilegiedi-

sintlmektedir. Lektin deneme gurubundaki se-
rum GGT aktivitelerinin normal kontrol ve lektin
kontrol gurubuna gore yiksek bulunmasi bu di-
sinceyi destekler niteliktedir. Alkalen fosfataz
aktivitesinde karsinomlar gibi primer karper
neoplazilerinde normal sinirlardan en fazla 10
katl kadar, sekonder neoplazilerde (metastazik)
orta dereceli yiikselmeler gozlehirFahim ve
ark®da solid ascites karsinomu bulunan farelerde
karacgere 6zgl serum ALP izoenzim aktivitesi-
nin % 82,3 oraninda argini saptanglardir. Chen

ve ark® hepatoseliiler karsinomlu, Boydne-
tastazik karager neoplazili hastalarda serum
ALP duzeylerinin yani sira AST, ALT ve GGT
duzeylerininde yikseldini bildirmektedirler. Bu
calsmada da lektin deneme grubundaki farelerin
ALP dizeyindeki yikselmeler Ehrlich ascites sivi
tumoriinden ileri gelebilir ve bu olgu Boy@hen

ve ark? ve Fahim ve arRnin bulgularini destek-
ler niteliktedir. Travmalar CK aktivitesinde ai
neden olan en yaygin sebeplerdir. Ayrica serum
CK enzim arglari toksik ve metabolik kas hasta-
liklarinda, malign hiperpiroksi karsinoma durum-
larinda da gérilebilfr? Normal kontrol ve lektin
kontrol grubuna gore lektin deneme grubundaki
serum CK aktivitesinin yiukselmesinin karingbo
lugundaki timdrin ve VAA enjeksiyonlarinin
kaslarda travmatik etki ojturmasindan kaynak-
lanabilecgi sdylenebilir. Kanserli kontrol grubu-
na gore lektin deneme grubundaki serum CK
aktivitesindeki artlarin VAA'nin toksik etkisin-
den kaynaklanabilege distnulebilir. Karacger

ve bobrek CK spesifik aktivitelerinde kontrol
gruplarina gore lektin deneme grubundakgide
simlerin istatistiki acidan anlamh bulunamamasi-
nin, bu enzimin karager ve bobrek dokusuna
spesifik olmamasindan kaynaklagdisaniimak-
tadir.

Viscum album Agglutinin'nin immunmo-
dulatér dozundan daha ylksek dozlariite
hiicre populasyonlarinda tanimlanamayan toksik
bir etkiye neden oldgu bildirilmistir "®*3 Bu
calsmada, kanserli kontrol grubuna gore lektin
deneme grubundaki enzim aktivitelerinde gortlen
artglarin VAA'nin toksik etkisinden kaynaklana-
bilecezi dustintlebilir, keza bu arin bir bgka
nedenininde VAA'nin  hicre mebrani
organellerindeki'® seker kalintilarina banma-
sinin bu organellerin aktivitelerinde ve fonksiyon-
larinda dgisikli ge yol acmasi olabilege séyle-
nebilir. Bu da kanserli kontrol grubuna gore
lektin deneme grubundaki enzim aktivitelerinin
artsinin bir bgka nedeni olabilir. Normal kontrol

ve



ve lektin kontrol grublarina goére lektin deneme 7.
grubundaki bobrek AST, ALT, ALP ve GGT
spesifik aktivite artlari, Ehrlich ascites sivi ti- 8.
morinin bobreklere metastaz yapmasidan kay-
naklanabilir.

Sonug¢ olarak, VAA'nin serum, karger
ve bobrek enzim aktivitelerinde anlamli dizey-
lerde yikselmelere yol agmasinin, VAA'nin yuk-
sek dozda kullaniminin zararl etkilerini gosterdi-
gi ve VAAnin immunmodulatér dozunun da
serum ve doku enzim aktiviteri Gzerine etkilerinin
belirlenmesinin zorunlu oldiu kanisina varilngt
tir.

9.
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