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Ozet

Yuksek doz prednizolon uygulanan ratlarda alkalin fosfataz (ALP) aktivitesi Uzerine E vitamini ve Selenyum (Se) ilavesinin etkileri arastirildi.
210 adet rat 5 gruba ayrild: (ilk grup 10 rat, diger her grup 50 rat). Ratlar normal bir diyetle beslendi, fakat 3, 4 ve 5. gruplara oral gavaj ile
sirastyla 20 mg E vitamini, 0.3 mg Se ve bunlarin kombinasyonlari 30 giin boyunca ginlik olarak icirildi. Bu uygulamadan sonraki 3 giin kontrole
(grup 1) serum fizyolgjik, diger 4 gruba (2, 3, 4 ve 5. grup) ise prednizolon (100 mg/kg canlt agirlik) intramuskular uygulandi. Prednizolonun son
uygulanmasini takiben kontrol grubu hari¢, diger her gruptan 10 adet rat 4, 8, 12, 24 ve 48. saatlerde dldurulerek, karaciger, bébrek ve
kalplerindeki ALP aktiviteleri belirlendi. Yiksek doz prednizolon, 4 ile 24. saatler arasinda, ALP aktivitesinin karaciger dokusunda énemli olarak
artmasina, kalp dokusunda énemli azalmasina sebep olmakta, bébrek dokusundaki aktiviteyi ise etkilememektedir. Vitamin E ilavesi, tim zaman
birimlerinde kontrole ve sadece prednizolon uygulanan gruba gére karaciger ve bébrek ALP aktivitesinde artisa sebep oldu. Vitamin E ilavesi
sadece prednizolon uygulanan gruba gére 6zellikle 4, 8, ve 12. saatlerde kalp ALP aktivitesini 6nemli derecede arttirarak aktiviteleri normale
doéndirdu. Se ilavesi sadece prednizolon uygulanan grupla karsilastirildiginda 4. saatten itibaren karaciger ALP aktivitesini azaltmakta ve
prednizolonun sebep oldugu ALP aktivitesindeki artislari énlemekte, 24 ve 48. saatte ise ALP aktivitesini hem kontrole hem de sadece
prednizolon uygulanan gruba gére 6nemli olarak azaltmaktadir. Se ilavesinin rat bobrek ALP aktivitesi tizerine herhangi bir etkisi saptanmadi.
Kalp dokusunda ise Se hem kontrol grubuna hemde sadece prednizolon uygulanan gruba gére ALP aktivitesinin azalmasina sebep olmaktadir.
Karaciger ve bébrekte kombine grupta tim zaman birimlerinde aktivitenin kontrol degerlerine yakin oldugu tespit edildi. Kalpte ise vitamin E ve
Se kombinasyonunun ilavesi sadece prednizolon uygulanan gruba ve kontrol grubuna gére ALP aktivitesinin 6nemli azalmasina sebep oldu.
Prednizolon uygulanan ratlarda, calisilan dokularda genelde vitamin E ilavesi ALP aktivitesini arttirici, Se ise azaltici etkiye sahipti. ALP
aktivitesinde meydana gelen azalmalar vitamin E ilavesi ile ALP aktivitesinde meydana gelen artislar ise Se ilavesi ile engellenebilir.

Anahtar sézciikler: Prednizolon, Alkalin fosfataz, Vitamin E, Selenyum, Rat

Effects of Oral Vitamin E and/or Selenium on Alkaline Phosphatase
Activity in the Liver, Kidneys and Heart of Prednisolone-Injected Rats

Summary

The effects of dietary intake vitamin E and Se on alkaline phosphatase (ALP) activity in rats treated with high doses of prednisolone were
investigated. 210 rats were divided into five groups (50 rats per groups, except for the first group with 10 rats). The rats were fed a normal
diet, but groups 3, 4, and 5 received a daily supplement with oral gavage the 20 mg vitamin E, 0.3 mg Se, and a combination of vitamin E and
Se, respectively, for 30 days. For 3 days subsequently, the control group (group 1) was given a placebo, and the remaining 4 groups (groups 2,
3, 4, and 5) were injected intramuscularly with 100 mg kg' body weight prednisolone. After the last administration of prednisolone, 10 rats
from each of the groups other than the control were killed at 4, 8, 12, 24, and 48h and the activity ALP enzyme in the liver, kidneys and heart
was measured. In the group treated with prednisolone alone, ALP activity in the liver was significantly increased between 4 and 24 h, in the
heart were significantly decreased. ALP activity in the kidneys was not affected by prednisolone. Compared to the control and prednisolone
groups, ALP activity in the liver and kidneys of the vitamin E supplemented groups was found to be increased at all time periods. Compared to
the prednisolone group, ALP activity in the heart was significantly increased in the vitamin E administered group between 4 and 12 h,
recovered to the control level at 24 and 48 h. Compared to the prednisolone groups, ALP activity in the liver was decreased significantly in the
Se administered group after 4 h. The increment in the liver ALP activity induced by prednisolone was reduced by Se supplementation. But
compared to both the control and prednisolone groups, the ALP activity was significantly decreased in the Se administered group at 24 and 48
h. ALP activity in the kidneys was not affected by Se supplementation. Compared to both the control and prednisolone groups, ALP activity in
the heart was decreased in the Se administered group at all time periods. No significant differences were found at any time period in the liver
and kidneys ALP activity in the combination group compared to the control. Compared to both the control and prednisolone groups, ALP
activity in the heart was significantly decreased in the combination group. The present study demonstrates that in rats treated with
prednisolone, generally, vitamin E supplementation increases ALP activity, but Se supplementation decreases. Therefore, vitamin E
supplementation may prevent the decreases in ALP activity, Se supplementation may prevent the increases.
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GIRiS

Alkalin fosfataz (EC 3.1.3.1; ortofosforik-monoester
fosforilaz, ALP) alkali ortamda (pH: 8-10) fosforik asit
esterlerinin sentezini ve fosforik asidin ayrilmasini kata-
lizler. Alkalin fosfataz membran transport mekanizma-
lari, kalsifikasyon ve gelisme, DNA ve karbonhidratlarin
metabolizmasi ve farklilasmasi gibi fonksiyonlara sahiptir *.

Membrana birlesmis bir enzim olan ALP karaciger,
bobrek, kemik, plasenta, bagirsak gibi bircok dokuda
mevcuttur. Rat alkalin fosfataz aktivitesinin en yiliksek
seviyesi kemik, bobrek ve bagirsakda tespit edilmistir 2.

Vitamin E hiicrelerde homeostazisi saglar *. Hayvan
beslenmesinde selenyumun (Se) 6nemi ve onun vitamin
E ile yakin metabolik iliskisinden dolay ratlarda, kara-
ciger nekrozunun diyetsel dnlenmesinde, Se’un vitamin
E ile yer degistirebilecegi 6nerilmistir *. Vitamin E ve
Se’un karaciger hasarina karsi koruyucu etkisinin oldugu,
karaciger hasarini ve hasar sonucu plazmada yukselmis
ALP seviyelerini 6nemli olarak azalttigi bilinmektedir **°.

Glikokortikoitlerin etkisi ile rat karaciger dokusu veya
karaciger kaltir hicrelerinde ve rat serumunda ALP
aktivitesinin arttig1 bilinmektedir ***. Yiksek doz gliko-
kortikoitlerin karaciger ALP aktivitesini nasil etkiledigi
hakkinda herhangi bir bilgi yoktur. Bu nedenle ylksek
doz prednizolonun karaciger ALP aktivitesi Gzerine etki-
siyle beraber muhtemel enzim artisi tizerine vitamin E ve
Se’un koruyucu etkisinin olup olmadigi da arastirildi.

MATERYAL ve METOT

Arastirmamizda agirhklari 250425 g, 2-3 aylik, klinik
olarak saglikh 210 adet erkek Wistar Albino rat kullanildi.
Ratlar her kafeste 5 adet olacak sekilde ve isisi 20°C olan
bir odada tutuldu. Hayvanlar ¢alismaya baslamadan 14
glin 6nce alinarak ortama adapte olmalari saglandi. Bu
siire boyunca hayvanlara yem ve su ad libitum olarak
verildi. Bu sirenin sonunda ratlar 5 gruba (birinci grupta
10 rat, diger gruplarda 50 adet olacak sekilde) ayrildi.
Birinci ve ikinci gruplara normal rat yemi verilirken 3, 4
ve 5. gruplara ise bir ay (30 glin) boyunca giinliik olarak
sirastyla E vitamini (20 mg dl-o. tokoferil asetat 0.2 ml
misir yaginda ¢6ziildi), Se (0.3 mg Na2SeOs %0.9’luk
NaCl soliisyonunda ¢ozlldi) ve E vitamini ve Se kom-
binasyonu (20 mg dl-a tokoferil asetat ve 0.3 mg
Na2Se0s) agizdan verildi. Bu stirenin sonunda 100 mg/kg
canh agirlik (CA) prednizolon ilk grup disindaki diger
gruplarin timune 3 giin siresince IM olarak enjekte
edildi. Kontrol olarak kullanilan birinci gruba ise diger
gruplarla esitligi saglamak igin ayni miktar ve siirede
serum fizyolojik enjekte edildi. En son prednizolon

enjeksiyonundan sonraki 4, 8, 12, 24 ve 48. saatlerde
her gruptan 10 rat olacak sekilde hayvanlar eter aneste-
zisinde uyutularak karaciger, bobrek ve kalpleri ¢ikarildi.

Doku ornekleri iki stizge¢ kagidi arasinda kurutul-
duktan sonra 1 g tartilip, pH’si 7.4 olan ve %1.15 KCl ice-
ren 10 mM sodyum-potasyum fosfat tamponu ilave
edilip (1/10, w/v) kirilmis buz icerisinde Potter-Elvehjem
cam-cam homojenizatérle homojenize edildi, elde edi-
len homojenatlar sogutmali santrifijde (Sorvall RC-5B)
14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra sliper-
natantlar enzim kaynagi olarak kullanildi *°. Stipernatant-
lardaki ALP aktiviteleri 405 nm’de para-nitrofenolfosfatin
para-nitrofenole déntisimine dayali metotla olguldu *.
Calismada bir Gnite ALP aktivitesi; 1 saatte 1 umol para-
nitrofenol olusturan enzim aktivitesidir.

istatistiksel analiz: Gruplar arasindaki farkin kont-
roliinde SPSS istatistik programi kapsaminda varyans
analizi ve Duncan testinden faydalanildi, sonuglar
ortalama * standart hata olarak verildi.

BULGULAR

Sadece prednizolon uygulamasinin karaciger ALP
aktivitesini tim zaman birimlerinde arttirdigi, 4 ve 24.
saatler arasinda 6nemli olarak arttirdigi, en fazla artisa
8. saatte sebep oldugu saptandi. Vitamin E ilavesi, kont-
role ve sadece prednizolon uygulanan gruba gore kara-
ciger ALP aktivitesinde 6nemli artisa sebep oldu. Se ila-
vesi sadece prednizolon verilen grupla karsilastirildi-
ginda 4. saatten itibaren karaciger ALP aktivitesini azaltti
ve prednizolonun sebep oldugu ALP aktivitesindeki
artislari 6nledi, 24 ve 48. saatte ise ALP aktivitesini hem
kontrole hem de prednizolon uygulanan gruba gére
onemli olarak azaltti. Kombine grupta ise tim zaman
birimlerinde aktivitenin kontrol degerlerine dondigi
tespit edildi (Tablo 1).

Prednizolon uygulamasi ve Se ilavesinin rat bébrek
ALP aktivitesi Uzerine herhangi bir etkisi saptanamadi.
Vitamin E ilave edilmis grupta, ALP aktivitesi tiim zaman
birimlerinde kontrole gore artti, sadece prednizolon
uygulanan gruba gore ise 6nemli olarak artti. Kombine
grupta ise aktivitenin genelde kontrol degerlerine doén-
digi tespit edildi (Tablo 2).

Sadece prednizolon uygulanan grubun kalp dokusu
ALP aktivitesinde 4 ile 24. saatler arasinda 6nemli azal-
ma saptandi. Vitamin E ilavesi sadece prednizolon uygu-
lanan gruba gore ozellikle 4, 8 ve 12. saatlerde kalp ALP
aktivitesini 6nemli derecede artirdi. Se’un tek basina ve
vitamin E + Se kombinasyonunun ilavesi sadece predni-
zolon uygulanan gruba ve kontrol grubuna gore ALP akti-
vitesinin 6nemli azalmasina sebep oldu (Tablo 3).
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Tablo 1. Prednizolon uygulanan ratlarin karacigerindeki ALP aktivitesi (U/L) lizerine diyetsel vitamin E ve Se aluminin etkisi

Table 1. Effects of dietary vitamin E and selenium on alkaline phosphatase activity (U/L) in the liver of rats treated with prednisolone

Kontrol n Siire (saat) Prednizolon Vitamin E Se Kombinasyon P

17.05+1.74 = 10 4 2491+147° 44.85+3.03 18.41+3.552F 14.35+0.79 <0.001
10 8 66.45+7.70 ® 67.29+2.18" 39.94+287 23.40+1.06° <0.001
10 12 37.97+3.19° 52.90+4.54 < 28.07+3.24 ¢ 248411452 <0.001
10 24 26.03+1.72° 48.00+1.95¢ 9.80+0.61¢ 19.68+1.72* <0.001
10 48 22.35+2.15° 46.90+2.89 * 10.32+0.59 17.08+2.07 * <0.001

a,b,c,d : Ayni satirda farklt harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark énemlidir

Tablo 2. Prednizolon uygulanan ratlarin bébregindeki ALP aktivitesi (U/L) lizerine diyetsel vitamin E ve Se alimunn etkisi

Table 2. Effects of dietary vitamin E and selenium on alkaline phosphatase activity (U/L)in the kidneys of rats treated

with prednisolone

Kontrol n Siire (saat) Prednizolon Vitamin E Se Kombinasyon P

1474.50+84.35=* 10 4 1340.50+74.69 =» 1789.50+154.09 < 1585.50+93.24 < 1202.50+89.47°*  <0.01

1474.50+84.35=* 10 8 1388.00+£110.53= 1707.50+36.90° 1410.50+91.33> 1560.00+90.23**  <0.05

1474.50+84.35° 10 12 1698.50+129.81 ¢ 2327.50+222.59 < 1517.00+127.85° 2024.50+173,14 < <0.001

1474.50+84.35=* 10 24 1238.00+109.54 = 1660.00+95.32° 1276.00+65.20° 1582.00+116.45°" <0.05

1474.50+84.35 >* 10 48 1285.50+61.78 = 1822.00+132.36°< 1287.00+90.86° 1706.50+65.48 > <0.001

a,b,c : Aynt satirda farklt harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir

Tablo 3. Prednizolon uygulanan ratlarin kalbindeki ALP aktivitesi (U/L) lizerine diyetsel vitamin E ve Se aliminn etkisi

Table 3. Effects of dietary vitamin E and selenium on alkaline phosphatase activity (U/L) in the heart of rats treated with prednisolone

Kontrol n Siire (saat) Prednizolon Vitamin E Se Kombinasyon P

146.06+14.45 = 10 4 36.58+1.97°" 7890+£3.70 ¢ 29.02+1.49°* 20.26+1.05°* <0.001
10 8 50.34+6.03 ® 80.40+10.17 © 29.96+1.65" 28.31+398" <0.001
10 12 80.14+8.59 " 114.80+109 ¢ 24.26+1.67 ¢ 15.38+0.93 ¢ <0.001
10 24 118.00+8.98 = 120.40+12.8* 19.92+0.80 " 1791+2.61° <0.001
10 48 140.32+12.21°* 134.80+8.25* 1590+1.32°" 14.12+2.40° <0.001

a,b,c,d : Ayni saturda farkli harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir

TARTISMA ve SONUC

Zernik ve ark.?, ratlarda kemik ve bobreklerde en
ylksek, karaciger ve plasentada daha dustk ALP akti-
vitesini tespit etmistir. Benzer olarak bu ¢alismada da en
yliksek ALP aktivitesi bobreklerde bulunmustur. Kalp ve
karaciger dokusundaki ALP aktiviteleri ise daha dusuktir.

Glikokortikoitlerin ratlarda karaciger ALP aktivitesini
artirdig bilinmektedir >, Ratlarda 1 mg kortizoliin
inflizyonundan 22 saat sonra karaciger ALP aktivitesinde
yaklasik 4 misli artis oldugu ve enzim molekilinin
sentezinin arttig bildirilmistir **. Yine ratlara oral olarak
verilen deksametazon (20 mg/kg) serum ALP dizeyle-
rinin 3 ve 12. giinlerde artmasina sebep olmustur *.
Mevcut calismada da yliksek doz prednizolon tim
zaman birimlerinde karaciger ALP aktivitesinde artisa
sebep olup, ozellikle prednizolonun uygulanmasindan

sonraki 8. saatte yaklasik 4 misli artisa sebep olmustur.
Ayrica hipofizektominin ratlarda serum ALP diizeylerinin
azalmasina sebep oldugu da bildirilmistir *.

Ratlarda en azindan iki ALP geni tanimlanabilmistir.
Biri karaciger, bobrek, kemik ve plasentadaki ALP’yi
digeri bagirsaklardakini ifade eder 2. Zernik ve ark.? rat
karaciger, bobrek, kemik ve plasenta ALP geninin biri
indiiklenebilen (upstream promotor) digeri baskilana-
bilen (downstream promotor) iki alternatif promotoru
bulundugunu ve bdébrek ALP’sinin tercihen downstream
promotor tarafindan ifade edildigini ve downstream pro-
motordan transkriptlerin seviyesinde kiicik degisiklikler
oldugunu tespit etmislerdir. Ratlarda, karaciger ve bob-
rek ALP’si ayni gen tarafindan ifade edilmesine ragmen,
bizim ¢alismamizda yiksek doz prednizolon tarafindan
karacigerdeki ALP aktivitesinin 6nemli olarak arttigi fakat
bobrek ALP aktivitesinin etkilenmedigi saptanmistir.
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Dokular arasindaki bu farkhlik, ALP geninin bu iki alter-
natif promotorunun transkripsiyonunun dokuya 6zel ve
hormonla uyarilabilen regiilasyonunun farkhligiyla iliski-
lendirilebilir.

Adrenalektomi rat bobrek ALP aktivitesini degistir-
mez *. Melani ve ark.’, normal ve adrenalektomili
ratlarin bobreklerindeki ALP aktivitesinin, tek doz kor-
tizol (3 mg/100 g IP) enjeksiyonundan sonraki 4, 12 ve
24. saatlerde etkilenmedigini ve rat bébrek ALP’sinin
kortizole cevapsiz oldugunu bildirmislerdir. Benzer ola-
rak bu calismada da yuksek doz prednizolon ile mua-
mele edilen ratlarin bobreginde ALP aktivitesinde 6nem-
siz farkliliklar saptandi. Maymun bobrek korteksinden
elde edilen kultir hicrelerinde deksametazon *, emme
doénemindeki fare bébreginde kortikosteron * ve insan
fetus bobrek kiltirlerinde hidrokortizon *° ALP aktivitesi
Uzerine etkisizdi. Gorildiugu Gzere farkh glikokortikoitler
farkli turlerde bobrek ALP aktivitesi lizerine ayni etkiye
sahiptir.

Daha 6nce belirtildigi gibi ratlarda biri karaciger,
bobrek, kemik ve plasentadaki digeri bagirsaklardaki
ALP’yi ifade eden en azindan iki ALP geni tanimlana-
bilmistir 2. Prednizolon uygulanan ratlarda karaciger ALP
aktivitesi 6nemli derecede artarken, kalp dokusundaki
ALP prednizolononun etkisi ile 6nemli derecede azal-
maktadir. Bu durum ratlarda kalp dokusundaki ALP’nin
de farkli bir gen tarafindan ifade edildigine isaret ede-
bilir. Farkli gen Urilnlerinin elektroforetik gogii, kimyasal
ve IsI inhibisyonu, spesifik antikor reaksiyonlari, yari
omdirleri farkli oldugu gibi farkli dokulardaki ALP genle-
rinin steroidlere cevabi da farkl olabilir.

Vitamin E ve Se’un karaciger hasarina karsi koruyucu
etkisinin oldugu, karaciger hasarini ve hasar sonucu
plazmada yikselmis ALP seviyelerini dnemli olarak azalt-
tig1 bilinmektedir **°.

Kadmiyum, kromiyum veya aluminyum uygulanan
farelerin karaciger, bobrek, testis dokularinda ALP
aktivitesindeki azalmalar vitamin E ilavesi ile minimize
edilmistir *****, Mevcut ¢alismada da vitamin E ilavesinin
genelde calisilan tiim dokularda ALP aktivitesini arttirici
etkisi saptanmistir. Ozellikle kalp dokusunda pred-
nizolonun sebep oldugu ALP aktivitesindeki azalmalar
Uzerine vitamin E’nin etkili oldugu saptamistir. Bununla
beraber, vitamin E ile muamale edilen ekstra-hepatik
safra kanali baglanmis ratlarin serum ALP degerlerinin
sadece ekstra-hepatik safra kanali baglanmis ratlarin-
kinden yaklasik iki misli oldugu bildirilmistir *. Biz de
karacigerde prednizolonla indiklenmis ALP aktivitesini
vitamin E’'nin daha arttirdigini saptadik.

Farelerde vanadyum, kadmiyum veya aluminyum ile
olusturulan karaciger, bobrek ve testis hasarinda, ALP

aktivitelerindeki azalma Se ilavesi ile engellenmistir %%,
Mevcut ¢alismada kalp dokusunda prednizolonun etki-
siyle olusan ALP aktivitesindeki azalma Se ilavesi ile
engellenememis, fakat karaciger dokusunda prednizo-
lonun sebep oldugu ALP aktivitesindeki artma Se ilavesi
ile engellenebilmistir. Se’un genelde ALP aktivitesini
azaltici etkisi saptanmistir.

Vitamin E ve Se hiicrelerde bir¢ok sinerijistik fonksi-
yonlara sahiptir *. Fakat bu ¢alismada Se ve vitamin
E'nin ALP aktivitesini farkli olarak degistirdigi saptan-
mistir. ilging olarak, vitamin E ve Se kombinasyonunun
etkisi daha farkh olup, prednizolonun etkisiyle ALP akti-
vitesinin farkl olarak degistigi kalp ve karaciger doku-
sunda vitamin E ve Se kombinasyon grubunda ALP akti-
vitesi prednizolon uygulanan gruba goére énemli disus
gOstermistir.

Sonug olarak yliksek doz prednizolon ALP aktivite-
sinin dokuya 0Ozel farkli degisimlerine neden olmakta,
karaciger dokusunda ALP aktivitesini artirmakta, kalp
dokusunda azaltmakta, bobrek dokusunda ise etkile-
memektedir. Prednizolon uygulanan ratlarda, ¢alisilan
dokularda genelde vitamin E ilavesi ALP aktivitesini
arttirici, Se ise azaltici etkiye sahipti. ALP aktivitesinde
meydana gelen azalmalar vitamin E ilavesi ile, ALP
aktivitesinde meydana gelen artislar ise Se ilavesi ile en-
gellenebilir.
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