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SUMMARY This paper aimed to investigate the effect of different doses of mistletoe lectin-1 (ML-I) on the levels of tumor
necrosis factor-a (TNF-a), nitric oxide (NO), total antioxidant and oxidant capacity (TAC, TOC). The rabbits
were divided into 4 groups (Control, Group-I, Il and III) each group contained 7 rabbits. 0.5, 1 and 2 ng/kg of
ML-I were administered to treatment groups via intraperitoneal route, respectively. Plasmas of blood samples
obtained in the 1st, 6st, 12th and 24t hours following injection were seperated. TNF-a level in the group
treated with ML-I (0.5 ng/kg) was higher than that of control and other lectin receiving groups at all hours,
the highest value of TNF-a was reached at 1st hour (p<0.01). 0.5 and 1 ng/kg doses of lectin decreased NO
level at 1st hour compared to control group (p<0.05), 1 and 2 ng/kg doses of lectin increased NO levels
(p<0.05) at 12th 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 6th, 12th and 24t 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.
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OZET Tavsanlarda Mistletoe Lektin-I'in Farkli Dozlarinin Tiimér Nekroz Faktér-a, Nitrik
Oksit, Total Antioksidan ve Oksidan Kapasite Diizeylerine EtKisi

Mistletoe lektin-I (ML-I)’in, farkli dozlarinin tiimor nekroz faktor-a (TNF-o), nitrik oksit (NO), total
antioksidan ve oksidan kapasite (TAK, TOK) diizeylerine etkisinin arastirildig1 calismada, her birinde 7 adet
tavsan bulunan, birisi kontrol olmak tlizere 4 grup olusturuldu. Gruplara sirasiyla 0.5, 1 ve 2 ng/kg ML-I
intraperitonal (i.p.) olarak enjekte edildi. Enjeksiyonu takiben 1. 6. 12. ve 24. saatlerde kan 6rnekleri
alinarak plazmalari elde edildi. 0.5 ng/kg ML-I verilen grupta TNF-a diizeyinin biitiin saatlerde kontrol ve
diger lektin gruplarina gore yiiksek olmakla birlikte 1. saatte en yliksek degerine ulastig1 (p<0.01) saptandi.
0.5 ve 1 ng/kg lektin dozlarinin 1. saatte NO diizeyini azalttig1 (p<0.05), 1 ve 2 ng/kg lektin dozlariin 12.
saatte NO diizeyini arttirdig1 (p<0.05), gruplar arasinda istatistiksel olarak bir farkin olusmadig: gézlendi. 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 yiiksek (p<0.05) oldugu, TOK diizeylerinde istatistiksel olarak bir degisim
olmadig1 gozlemlendi. 0.5 ng/kg dozundaki ML-I'in TNF-a ve NO diizeylerinde degisiklik meydana getirmesi,
lektinin akut durumlarda antioksidan 6zellik gosterebilecegi kanaatini olusturdu.

Anahtar Kelimeler: Mistletoe Lektin-1, TNF-a, Nitrik Oksit, Total Antioksidan ve Oksidan Kapasite

GIRiS

Lektinler, dogada viriislerden bakterilere ve bitkilerden
hayvanlara kadar pek ¢ok kaynakta bulunabilen, spesifik
olarak belirli monosakkaritleri ve oligosakkaritleri
baglayan, immiin kaynakli olmayan proteinlerdir (Sandes
ve ark. 2005; Zorlu ve ark. 2013; Danjolli ve Aksit 2016).
Okse otunda ML-I, 1I ve Il olmak iizere 3 izolektin
bulunmaktadir (Franz ve ark. 1981). ML-I ‘in kanser

hiicreleri iizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu ve
mekanizmas1 heniiz tam olarak agiklanmis olmasa da,
lektinin B zincirinin hiicreye baglanip, A zincirinin protein
sentezini inhibe etmesi (Stirpe ve ark. 1980; Biissing ve
ark. 1999), graniilosit, lenfosit ve dogal 6ldiiriicii (NK)
hiicre aktivasyonunu saglamasi (Biissing ve ark. 1999),
golgi aygitina hasar verme (Ziska ve ark. 1979),
mitokondriden sitozole sit-c salinimini artirma (Bantel ve
ark. 1999) ve telomeraz enzimini inhibe etme (Lyu ve ark.
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2002) gibi mekanizmalar ileri siiriilmiistiir.

Makrofajlar, monositler, lenfositler, NK hiicreleri, beynin
mikroglial hiicreleri ve karacigerin kuppfer hiicreleri gibi
farkli hiicrelerde sentezlenen sitokin olan TNF-o'nin,
sentezini bakteriyel endotoksinler, enterotoksinler, toksin-
1, mikobakteriyel kord faktori, viriisler, C5a, mantarlar
veya parazitik ajanlar, interlokinler ve interferonlar
baslatabilecegi bildirilmistir (Odeh 1990). ML-I ile yapilan
in vitro ¢alismalarda TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-6, IL-12 gibi
inflamatuar sitokinlerin salinimimi (Hajto ve ark. 1990;
Hajto ve ark. 1997), kullanilan hiicre tipi ve hiicrenin
iretildigi ortama, lektinin konsantrasyonuna ve
inkiibasyon stiresine gore degisen miktarda olmak iizere
arttirdigl kaydedilmistir (Mannel ve ark. 1991; Ribereau-
Gayon ve ark. 1996; Park ve ark. 1999).

ML-I'in serbest radikaller iizerine olan etkilerine bakilan in
vivo ve in vitro ¢alismalar sinirli olmakla birlikte, farelerde
(Timoshenko ve ark. 2001) ve RAW 264.7 makrofajlarda
(Kang ve ark. 2008) nitrik oksit (NO) salinimini uyardigy,
sodyum nitroprussid (SNP) ile uyarilmis LLC-PK1 epitel
hiicrelerinde (Kim ve ark. 2010) ve lipopolisakkarit (LPS)
ile wuyarlmis (Lee ve ark. 2007) RAW 264.7
makrofajlarinda NO siipiiriici  aktivitesinin olduguy,
dolayisiyla da NO tizerine diizenleyici roliiniin oldugu ileri
strilmustir.

Bu calismada sitotoksik ve immiinomodiilator etkisinin
oldugu bildirilen ML-I'in, farkli dozlarinin tavsanlara
intraperitonal yolla verilmesiyle tiimdr nekroz faktor-o
(TNF-a), nitrik oksit (NO), total antioksidan ve oksidan
kapasite (TAK, TOK) diizeylerine etkisinin arastirilmasi
amacland1

grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek (p<0.05) oldugu,
0.5 ng/kg ML-I verilen grubun TNF-a diizeylerinin 1, 6, 12,
ve 24. saatlerde diger gruplara gore Onemli bir artis
(p<0.01) gosterdigi gozlemlendi. Calismada kontrol ve ML-
I verilen gruplardan alinan numuneler grup i¢i saatlere
gore mukayese edildiginde, 1, 6, 12 ve 24. saatlerdeki TNF-
o diizeyleri arasinda istatistiksel olarak herhangi bir
degisimin olmadig1 saptandu.

Plazma NO  diizeyleri kontrol grubuna  gore
kiyaslandiginda; 1. saatte 0.5 ve 1 ng/kg ML-I verilen
gruplarda istatistiksel olarak azalma (p<0.05) gozlemlendi.
Grup i¢i NO diizeyleri saatlere gore kiyaslandiginda; 1 ve 2
ng/kg ML-I verilen gruplarda 12. saatte istatistiksel olarak
bir artis (p<0.05) gozlenirken, 0.5 ng/kg ML-I verilen
grupta istatistiksel olarak onemli olmayan bir artis
belirlendi.

Calismada 0.5 ng/kg ML-I verilen grupta enjeksiyondan 1
saat sonra elde edilen TAK degerlerinin 6, 12 ve 24.
saatlere gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu (p<0.05)
saptandi. Farkli dozlarda ML-I verilen gruplarin TOK
diizeyleri saatlere ve kontrol grubuna gore kiyaslandiginda
istatistiksel olarak bir degisim gézlenmedi.

MATERYAL ve METOT

Calisma materyalini olusturan 12-18 aylik, 28 adet Yeni
Zelanda 1rki tavsan, {i¢ hafta siire ile Kafkas Universitesi
Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Unitesi'nde
uyum siirecine alindi. Yem ve su ad libitum olarak verildi.
U¢ hafta sonunda tartilarak, canli agirhk ortalamasi
3.55£0.53 kg olarak belirlenen tavsanlar her birinde 7 adet
olmak tizere dort gruba (Kontrol, Grup-I, II ve III ) ayrildi.
Kontrol grubundaki tavsanlara 0.5 ml/kg serum fizyolojik,
grup-I, grup-II ve grup-III'teki tavsanlara sirasiyla 0.5, 1 ve
2 ng/kg ML-I intraperitonal (i.p.) olarak verildi. ML-I
uygulamasindan sonra 1., 6., 12. ve 24. saatlerde
tavsanlarin kulak venalarindan heparinli tiiplere alinan
kanlar 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
plazmalari ayrildi ve analizler yapilincaya kadar -20 °C’de
saklandi. Plazma TAK ve TOK diizeyleri ticari kitle (Rel
Assay Diagnostics, Gaziantep-Tiirkiye, Katalog No: RL0017,
RL0024) kolorimetrik olarak, TNF-a diizeyi ELISA (rabbit-
TNF-a, R&D System kiti, Katalog No: 5670-TG-025 ) Kkiti
kullanilarak ol¢tldii. NO diizeyleri ise Miranda ve ark.
(2001)’'n1n bildirdikleri ydnteme gore tayin edildi.

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel analizinde
SPSS.16 paket programi kullanildi. Gruplar arasindaki
ortalama degerler tek yonlii varyans analizi (ANOVA),
gruplar arasi farkliliklar Duncan testi ile belirlendi.

BULGULAR

Degisik dozlarda (0.5, 1 ve 2 ng/kg) ML-I verilen
tavsanlarda 1, 6, 12 ve 24 saat sonra alinan érneklere ait
elde edilen sonuglar Tablo 1'de ortalama (%) ve standart
hata (x + Sx) olarak sunulmustur.

Farkli dozlarda ML-I verilen gruplar kiyaslandiginda;
biitiin gruplarin 12. saatteki TNF-a diizeylerinin kontrol
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TARTISMA ve SONUC

Okse otu ekstraktlarindaki ML-I'in TNF-a {iretimini
uyardigl (Mannel ve ark. 1991) bu lektinin uzaklastirilmasi
ile sulu ekstraktin immiinomodiilatér aktivitesini
tamamen yitirdigi bildirilmistir (Beuth ve ark. 1995).

Yapilan ¢alismada 0.5 ng/kg ML-I verilen grupta TNF-a
diizeyinin biitiin saatlerde kontrol grubuna gore yiiksek
olmakla birlikte 1. saatte en yiiksek degerine (p<0.01)
ulastig), diger deneme gruplarinda ise 12. saatte yiiksek
oldugu (p<0.05) gozlendi. TNF-a diizeyinin ML-I etkisiyle
ylukselmesinin yapilan in vivo ve in vitro g¢alismalarla
(Hajto ve ark. 1990; Mannel ve ark. 1991; Ribereau-Gayon
ve ark. 1996; Hajto ve ark. 1997; Park ve ark. 1999;
Boneberg ve Hartung 2001) uyumlu oldugu ancak
etkileyen ML-I konsantrasyonlarinda bir farklilik oldugu
gozlendi.

Yapilan baz1 c¢alismalarda (Biberstein ve ark. 1995;
Kurokawa ve ark. 2002) kanserli hastalarin TNF-a
diizeylerinin normal bireylere gore yiiksek oldugu
bildirilmistir. Hajto ve ark. (1990) sekiz kanserli hastaya
1ng/kg dozundaki ML-I'i i.v. olarak enjekte ettiklerinde bu
hastalarin kanlarinda TNF-a diizeyinin 3. saatte en yiiksek
degerine ulastigini gérmiislerdir. Yapilan ¢alisma ile Hajto
ve ark. (1990) yaptiklar1 ¢alisma arasindaki olusan doz
farkinin lektin enjekte edilen kisilerin kanser olmasindan
kaynaklanabilecegi kanaatini olusturdu.

ML-I'in immiinomodilatér ve sitotoksik etkilerinin olup
olmadigin1 arastirmak amaciyla yapilan in vitro hiicre
killtiiri  denemelerinde lektin dozuna dair farkh
konsantrasyonlar bildirilmis, ML-I etkinliginin, hiicre serisi
(Timoshenko ve ark. 1995; Biissing ve ark. 1997; Park ve
ark. 1999) ve kullanilan katkilara (Timoshenko ve ark.
1995; Park ve ark. 1999), ortamin pirojen faktorlerle
kontamine olup olmamasina (Boneberg ve Hartung 2001)
gore degisebildigi ileri stiriilmiistiir.

Hajto ve ark. (1997), yaptiklan in vitro hiicre kiiltliri
calismada, aralarinda TNF-a’'ninda bulundugu cesitli
sitokinlerin salinimindaki en fazla artisin10 ng/ml ML-I
dozunda oldugunu gozlemlemislerdir. insan
monositlerinin in vitro ortamda 0.02-2000 pg/ml ML-I ile
18 saat inkiibe edilmesi sonucu en yiiksek TNF-a
salinimimin 0.02 pg/ml lektin konsantrasyonunda oldugu
bildirilmis, yliksek konsantrasyonlarda TNF-a saliniminin
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azalmasinin ise lektinin toksik etkisine ve/veya artan TNF-
o’'nin hiicreleri 6ldiirebilecegi nedenine baglanmis ayrica
kiltir ortaminda sigir serumu kullanilmamasinin ¢ok
diisiik lektin konsantrasyonunda olumlu sonug¢ elde
edilmesinin bir sebebi olabilecegi ileri siirtilmiigtiir
(Ribereau-Gayon ve ark. 1996).

Yapilan ¢alismada TNF-a salinimini en fazla etkileyen 0.5
ng/kg'lik lektin dozunun Ribereau-Gayon ve ark. (1996)
yaptigl calismadaki lektin dozunun c¢ok {izerinde olmasi

lektinin in vivo ortamda baglanabilecek daha fazla
glikoligandin oldugu kanaatini olusturdu, yine Timoshenko
ve ark. (1995) nétrofil kiiltiir ortamina kan plazmasi
eklediklerinde notrofil agregasyonunda ve iiretilen H20:
miktarinda azalma olmasinin, ML-I'in kiiltiir ortamindaki
hiicrelerden baska baglanabilecek glikoligandlarinda
oldugunu ileri siirmeleri bu kanaati destekledi.

Tablo 1. ML-I Verilen Tavsanlarda TNF-a, NO, TAK ve TOK Diizeyleri,

Table 1. TNF-a, NO, TAC and TOC Levels in ML-I Given Rabbits

Parametre %Z?ﬁ:lﬁffﬁ‘ Kontrol (O.Gsr:g/-ll(g) (f l;lllgi;i(l;) (grrfé’/ig) P
1. saat 304.12+38.664P 1904.78+420.9342 867.53+259.78A b 717.98+98.494b ok
6. saat 244.08+74.86AP 1458.99+£499.5842 884.91+66.22A b 541.16+92.78Ab *
(;E/Fr;xol() 12. saat 253.11+46.534P 1645.21+£340.2042 951.29+134.64A¢ 954.23+£149.89A¢ *
24. saat 238.04+20.354P 1265.13+£380.174 606.34+54.467 b 889.97+188.804 2 *
P Ns Ns Ns Ns
1. saat 49.91+£6.9542 29.67+2.988.b 30.87+6.718.b 42.68+4.128.ab *
6. saat 38.09+4.8848.2 34.46+3.5548.2 34.66+3.528.2 45.81+£5.63B2 Ns
(urrl:]:l)/L] 12. saat 42.41+3.2248.2 50.65+7.6042 54.21+2.8742 59.95+2.3542 Ns
24. saat 31.92+5.578a 35.73+6.0848.2 38.78+6.754B.2 43.01+4.12Ba Ns
P Ns Ns * *
1. saat 0.22+0.0144 0.33+0.0542 0.24+0.0542 0.25+0.0742 Ns
6. saat 0.19+0.0242 0.17£0.0482 0.18+0.0242 0.26x0.0442 Ns
(mmol Tr;ﬁ)}quuiv./L) 12. saat 0.17+0.0242 0.16+0.02B.2 0.20£0.0442 0.13+£0.0142 Ns
24. saat 0.17£0.0342 0.16+0.03B2 0.16+0.0242 0.20£0.0242 Ns
P Ns * Ns Ns
1. saat 9.68+1.26A2 7.29+0.6342 7.93+0.3642 6.99+0.8542 Ns
6. saat 9.38+0.7842 7.81+0.7242 8.29+0.5844 8.75+1.6144 Ns
(umol HzT(‘)(zl]f:quiv./L) 12. saat 7.35+0.3340 8.14+0.464 b 9.06+0.6142 7.84+0.28A2b Ns
24. saat 7.19+0.5542 7.93+0.5542 8.64+1.19A4 7.16+0.4542 Ns
P Ns Ns Ns Ns

A, B harfleri ayni siitundaki, a, b, c harfleri ayn1 satirdaki istatistiksel farklar1 gostermektedir, *: Aym satir ve siitundaki farklhiliklar
istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05), **: Aym satirdaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01), Ns: Ayn satir ve siitundaki

farkliliklar istatistiksel olarak 6nemsizdir.

Yapilan in vitro calismalar goz ontlinde
bulunduruldugunda, ML-I'in tavsanlara ip. olarak
verilmesiyle 0.5 ng/kg'llk dozun istiindeki lektin
dozlarinin 6zellikle monosit ve makrofajlar iizerinde
sitotoksik etki yapmis olabilecegi (Ribereau-Gayon ve ark.
1996; Sung ve ark. 2013) ayrica lenfositlerinde bu
konsantrasyonlardan etkilenebilecegi (Hajto ve ark. 2005)
kanaatini olusturdu.

H202, 02~ ve NO- gibi reaktif oksijen tiirlerinin immiin
sistemdeki hiicrelerin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde
onemli bir yere sahip oldugu bildirilmektedir (Finkel
1998). ML-I ile yapilan in vitro ¢alismalarda, insan
hepatokarsinom hiicrelerinde reaktif oksijen miktarini
arttirarak bu hiicrelerin apoptoza ugramasina yardimci
oldugu (Kim ve ark. 2004), notrofillerden Oz~ (Timoshenko
ve Gabius, 1993) ve H202 (Timoshenko ve ark. 1995),
makrofajlardan NO (Kang ve ark. 2008) salinimini uyardigi
gosterilmistir.

Yapilan ¢alismada, 0.5 ve 1 ng/kg lektin dozlarinin 1.
saatte NO diizeyini kontrol grubuna gore azalttig1 (p<0.05)

2 ng/kg lektin verilen grupta ise istatistiksel olarak bir
degisimin olmadigl, daha sonra her iig¢ lektin grubunda da
grup i¢ci NO miktarinin zamanla arttigl, 12. saatte 1 ve 2
ng/kg lektin verilen gruplarin NO diizeyini 1 ve 6. saatlere
gore arttirdigr (p<0.05) gozlemlendi. Biitlin gruplar
arasinda 12. saat ve sonrasinda istatistiksel olarak bir
degisimin olmadig1 goriildi. 1. saatte NO miktarinin 0.5 ve
1 ng/kg lektin verilen gruplarda azalmasi ML-I'in NO
lizerine stpiiriici etkisinden (Lee ve ark. 2007; Kim ve ark.
2010) 2 ng/kg lektin verilen grupta ise istatistiksel olarak
bir degisimin olmamasi lektinin sitotoksik etkisinden
(Kang ve ark. 2008), 1. saatten sonra lektin verilen
gruplarda NO miktarinin artmasi ve 12. saatte kontrol
grubu ile ayni diizeye gelmesi B zincirinden (Kang ve ark.
2008) kaynaklanabilecegi kanaatini olusturdu. Baz
sitokinlerin (IL-1, TNF, IF-y) iNOS aktivitesini artirdig1
(Ignarro 2010) bildirilse de c¢alismada NO ve TNF-a
diizeyleri arasinda bir korelasyon bulunmamasi, NO
diizeylerini ML-I'in 6zellikle de B zincirinin degistirdigi
diistincesine neden oldu (Kang ve ark. 2008).
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Daha ¢ok kanser tedavisi ve arastirmalarinda kullanilan
okse otu ekstraktlarinin antioksidan o6zelliklerine ydnelik
in vitro (Oluwaseun ve Ganiyu 2008; Roman ve ark. 2009;
Papuc ve ark. 2010; Barbasz ve ark. 2012) ve in vivo
(Cebovic ve Popovic 2006; Shi ve ark. 2006; Nwanjo 2007)
calismalar yapilmis, in vitro calismalarda 6kse otunun
antioksidan 6zellik yoniinden etken maddelerinin fenolik
asit ve flavonoidler oldugu (Oluwaseun ve Ganiyu, 2008;
Papuc ve ark 2010), fenolik bilesenlerin yani sira
viskolektinlerin de 6kse otunun antioksidan ozelligine
katkida bulundugu (Roman ve ark. 2009), 42 pg/ml
dozundaki lektinin DPPH’a karsi antioksidan odzellik
gosterdigi (Kim ve ark. 2010) ileri siirtilmiigtiir.

Literatiirde 6kse otu bitkisinden elde edilen ekstraktlarin
bazi oksidan ve antioksidan parametrelere olan etkisine
bakilan ¢alismalarin (Orhan ve ark. 2005; Cebovic ve
Popovic 2006; Leu ve ark. 2006; Shi ve ark. 2006; Nwanjo
2007) olmasina ragmen, ML-I'in in vivo olarak total
antioksidan ve oksidan kapasite lzerine olan etkilerine
bakilan ¢alismalara rastlanmadi. Yapilan c¢alismada, ML-
I'in TAK ve TOK diizeylerine 6nemli bir etkisinin olmadig),
sadece 0.5 ng/kg ML-I verilen grupta 1. saatteki TAK
diizeyinin diger saatlerdekine gore istatistiksel olarak
onemli bir artis gosterdigi, NO diizeyinin de azaldig1
gozlendi. Diisiik konsantrasyondaki ML-I'in akut olarak
antioksidan etki gosterebilecegi (Kim ve ark. 2010)
kanaatine varildi.

Sonug olarak 0.5 ng/kg dozundaki ML-I'in TNF-a ve NO
diizeylerinde degisiklik meydana getirdigi, akut olarak
antioksidan ozellik gosterebilecegi gozlendi. Literatiirdeki
in vivo ve in vitro ¢alismalar incelendiginde, ML-I'in etkin
dozuna dair verilerin farkhliklar gosterdigi ve bu
farkhiliklarin gesitli etmenlerden (kullanilan hiicre tipi,
kiltiir ortaminin katkilari vs) etkilendigi ileri stirtilmiistir.
Gerek immiin sistemin yap1 ve isleyis mekanizmasinin
gerekse ML-I in immiin sistem ilizerindeki etkilerine dair
mekanizmalarin tam olarak aydinlatilamamis olmasi ML-I
ile ilgili daha fazla ¢alismanin yapilmas: gerektigi, in vivo
olarak yapilan bu ¢alismanin yapilacak ¢alismalara katki
saglayabilecegi sonucuna varildu.
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