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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SICANLARDA METOTREKSAT ILE OLUSTURULAN KARACIGER
HASARINA KARSI TRANS-3 HIROKSISINNAMIK ASIT' IN ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

Ozge ARSLAN

Agr1 [brahim Cegen Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Fazile Nur EKINCI AKDEMIR

Metotreksat (MET), c¢esitli kanser tiirlerinde ve bazi inflamatuvar hastaliklarin
tedavisinde sitotoksik kemoterapotik ajan olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu
¢alismanin amaci, bir antioksidan bilesik olarak trans-3 hidroksisinnamik asit (HS)’ in,
MET' e bagl oksidatif karaciger hasarinin tedavisinde olasi yararli etkilerini
belirlemektir.

Calismamizda her biri 200-220 gr agirliginda 24 Wistar albino rat kullanildi. Kontrol
grubu ratlara tedavi uygulanmadi. MET grubu ratlara intraperitoneal olarak tek doz 20
mg/kg MET verildi ve 5 giin sonra sakrifiye edildi. HS grubunda intraperitoneal olarak
5 giin boyunca 100 mgkg HS wverildi. MET+HS grubu ratlara birinci glin
intraperitoneal olarak tek doz 20 mg/kg MET verildi ve MET verilmesinden 1 saat
sonra 100 mg/kg dozda HS verildi ve 5 giin boyunca HS uygulamasina devam edildi.
Calismanin son giiniinde ratlar sakrifiye edildi ve karaciger dokusu alindi. Doku
orneklerinde siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ile glutatyon (GSH), malondialdehit
(MDA) seviyeleri degerlendirildi.

Biyokimyasal sonuglara gore karaciger doku oOmeklerinde MDA seviyeleri MET
grubunda anlamli olarak artarken, bu seviyelerin tedavi grubunda anlamli derecede
azaldig: tespit edildi. Ayrica SOD’ un, MET grubunda belirgin olarak azaldif1; ancak
HS tedavisiyle yiikseldigi tespit edildi. Ote yandan, kontrollerle karsilastirildiginda
MET kullaniminin, rat karacigerinde GSH seviyesi anlamli olarak azalttig: tespit edildi.

Bu sonuglar, MET' e bagh oksidatif karaciger hasarina karsi HS’ nin koruyucu bir ajan
olabilecegini gosterdi.

2016, 65 sayfa

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, oksidatif stres, karaciger hasari, trans-3
hidroksisinnamik asit.




ABSTRACT

Yiiksek Lisans Tezi

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF TRANS-3 HYDROXYCINNAMIC
ACID AGAINST LIVER DAMAGE INDUCED-METHOTREXATE IN RATS

Ozge ARSLAN

Agr1 Ibrahim Cecen Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisii
Kimya Anabilim Dali

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Fazile Nur EKINCI AKDEMIR

Methotrexate (MTX) is usually used as a chemotherapeutic agent in the treatment of
various types of cancer and some inflammatory diseases. The aim of this study was to
determine the possible beneficial effects of trans-3 hydroxycinnamic acid (HC) as an
antioxidant compound aganist oxidative liver damage induced by MTX.

In our study, we used 24 Wistar albino rats each weighing 200-220 g. The treatment
was not applied in control group. Only a single dose of 20 mg/kg of MTX was
administered intraperitoneally to MTX group rats and sacrificed 5 days later. In HC
group, we administered intraperitoneally 100 mg/kg of HC for 5 days. Intraperitoneally
a single dose 20 mg/kg of MTX was given to MTX+HC rats on the first day of the
experiment. Later, it was used 100 mg/kg dose of HC following 1 h after the MTX and
HC was continued to be given for 5 days. Rats were sacrificed on the last day and the
liver tissue was removed. Superoxide dismutase (SOD) activity and glutathione (GSH),
malondialdehyde (MDA) levels were evaluated in tissue samples.

MDA levels increased in the MTX group according to the biochemical results. but these
levels decreased significantly in group treated with HC. Also, SOD activity decreased in
group of MTX. However, this enzyme activity increased depending on HC treatment.
On the other hand, GSH level were significantly reduced in group used of MTX
compared to controls in the rat's liver tissue.

These results show that HC have a protective role against oxidative liver damage
induced-MTX.

2016, 65 pages

Keywords: Methotrexate, oxidative stress, liver damage, trans-3 hydroxycinnamic acid.
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1. GIRIS

Karaciger; viicudun en biiyiik bezi ve deriden sonra gelen en biiyiik organidir (Ozan
2004). Toplam viicut agirhigmin % 2’ si kadar bir agirhiga sahip olan karaciger koyu
kahverenginde, gevrek (travmada kolayca yirtilabilir) bir organdir (Sarsilmaz 2000).
Sindirim kanalinin hem endokrin hem ekzokrin isleve sahip bezi olan karaciger, ii¢
temel alanda merkezi bir rol oynar. Karbonhidratlarin, yaglarin ve proteinlerin
metabolizmasi ile ila¢ ve alkol gibi disaridan viicuda alinan bazi maddelerin metabolize
edilmesi ve yag sindirimi i¢in ¢ok 6nemli olan saframin yapimi ve salgilanmasidir

(William and Patrick 2009).

Karaciger hasarinda onemli mekanizmalardan biri oksidatif strestir. [lag/toksin
metabolitleri, iskemi/reperfiizyon ve alkol metabolizmasinin sonucunda ortaya ¢ikan ve
serbest oksijen tiirleri olarak bilinen stiperoksit anyonlari, hidroksil ve hidroksietil
radikalleri ile hidrojen peroksit gibi iiriinler, hepatositlerin nekroz ve apopitozu ile
ilgilidir ve hepatik stellat hiicre aktivasyonuna katkida bulunmaktadir (Prosser et al.
2006). Hiicrede serbest oksijen tiirleri (SOR)’ nin ve serbest radikallerin artis1 hiicre
hasarinin 6nemli bir nedenidir. Hiicrede olugsan SOR, antioksidanlar olarak bilinen
mekanizmalarla dengede tutulur. Oksidatif stres; hiicresel oksidan/antioksidan dengenin
oksidan lehine bozulmasi olarak tarif edilebilir (Sinclair er al. 1990). Oksidatif stres
sonucu agifa c¢ikan serbest oksijen radikallerine bagli olarak olusan lipid
peroksidasyonunun; kanser, aterosklerotik kalp hastaliklari, diabetes mellitus, romatoid
artrit, katarakt, karaciger hastaliklar1 ve toksik hiicre hasarlarmin patogenezinde rol
aldig: bilinmektedir (Halliwell and Chirico 1993; Droge 2002). Yapilan bir ¢alismada
karaciger hastaliklarinda oksidatif stres ve buna bagli olarak ortaya g¢ikan karaciger

hasari ile fibrozis arasinda iliski oldugu gosterilmistir (Shimizu 2001).

Metotreksat (MET) kan ve solid organ malignensilerinde, dermatolojik ve romatolojik
hastaliklarda, ektopik gebelik sonlandirilmasinda yaygin bir sekilde kullanilan folat
analogu olan bir antimetabolit ajandir (Smith and Nelson 2008). Akut 16semi ya da

psoriazis gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan yiiksek doz MET’ in karacigerde




ilerleyici fibrozis ve siroza kadar gidebilen hepatik toksisite ile ilgili oldugu
belirtilmistir (Hytiroglou et al. 2004). MET’ in mide-bagirsak, karaciger, bobrek ve
kemik iligi toksisiteleri en sik goriilen yan etkileridir (Sener vd 2006). Sicanlara MET
verilmesinin; kan, karaciger, bobrek ve ince bagursakta glutatyon (GSH) seviyelerini
azalttig1, inflamatuvar yanitin gostergesi olan myeloperoksidaz (MPO) aktivitesini ve
lipid peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehit (MDA) seviyelerini arttirdig:
bulunmustur (Jahovic et al 2003). Son zamanlarda g¢aligmalar MET’ in normal ve
anormal dokulardaki istenmeyen etkilerini Onleyebilecek maddeler {izerinde

yogunlasmistir (Yiincii ve Kanter 2006).

Cesitli calismalarda serbest oksijen radikallerinin olusumunu engellemek veya
oksidan/antioksidan dengeyi saglamak i¢in antioksidan olarak nitelendirilen birgok

farmakolojik madde kullanilmigtir (Liang and Akaike 2000).

Sinnamik asit a,f-doymamis aromatik yag asidi olup bitkilerde yaygin bir sekilde
bulunmakta ve tatlandirici olarak kullanilmaktadir (Hoskins 1984). Sinnamik asit ve
tirevleri dogal olarak cilek, erik, tar¢in, karanfil ve baharat olarak kullanilan bitkilerde
bulunur (Beuchat and Golden 1989). Toksititesinin diigiik olmast nedeniyle Food and
Drug Administration (FDA) tarafindan gidalarda kullanimina izin verilmis olup kabul
edilebilir giinliikk alimi 1.25 mg/kg olarak belirlenmistir (Hoskins, 1984; Kirk and
Othmer 1993). Sinnamik asit dogal bir antimutojenik ajandir (Mitscher er al. 1992; Liu
et al. 1995; www.toraks.com.tr), ancak bu bilesigin MET' in olusturdugu oksidatif

strese karsi etkilerini ortaya koyan bir ¢aligma mevcut degildir.

Bu c¢alismada siganlarda MET uygulamasina bagli olarak olusan hepatotoksisiteye karst
bir sinnamik asit tiirevi olan trans-3 hidroksisinnamik asit' in olas1 yararl etkilerinin

belirlenmesi amaglanmusgtir.




2. KAYNAK OZETLERi BOLUMU

2.1. Karaciger

2.1.1. Karacigerin embriyolojisi

Karaciger gelisimi fetal yasamin 4. Haftasinda baglar. Ventral bolgede disariya dogru

cikint1 olusturan karaciger tomurcugu ilk bu dénemde olusur (Sekil 2.1) (Arbak 2007).
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Sekil 2.1. A: 25 giinlik embriyoda kalp, mide ve karacigerin gelisimi. B: 30 giinliik
embriyoda karaciger, safra kesesi ve pankreasin gelisimi (Sadler 2005).

Karaciger hizla gelisim gostererek ve embriyonel yasamin besinci haftasindan onuncu

haftasina kadar, abdominal alanda genis bir alan1 kapsar. Oksijenden zengin kan

miktarinin,
boliinmesini  (segmentasyon)

biiytikliiktedirler, ancak sag lob,

Vena umblikalis’ ten karacigere akmasi karacigerin gelistigini ve

gosterir. Baglangigta sag ve sol loblar ayni

kisa zamanda daha biiyiik olur (Seftalioglu 1998).

Altinci haftadan itibaren olusan hematopoezis nedeniyle karaciger parlak kirmizi bir

goriinlime sahiptir; bu nedenle

yedinci ve dokuzuncu haftalar arasinda gerceklesen
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hematopoetik aktivite karacigerin biiylikliitinden sorumludur. Dokuzuncu haftaya
kadar fetiisiin toplam agirhginin % 10 unu karaciger olusturur (Moore 2002). Ancak
hematopoetik aktivite, gebeligin son iki ayinda yavas yavas azalir ve dogum ile beraber
geriye birka¢ hematopoetik hiicre adasi kalir. Bundan sonra ise asil hematopoetik
aktiviteyi kemik iligi gerceklestirir (Lauren 1998). Artik karaciger agirligi viicut
agirhiginin % 5° i kadardir (Sadler 2005). Onikinci haftada, karaciger hiicreleri safra
yapmaya baslarlar (Moore 2002).

2.1.2. Karacigerin histolojisi

Stroma; Karaciger, hilumda kalinlagan ince bir bag dokusu kapsiilii (Glisson kapsiilii)
ile ortiiliidiir. Hilumda, organa portal ven ve hepatik arter girer, sag ve sol hepatik
kanallar ve lenfatikler ¢ikar. Bu damarlar ve kanallar, klasik karaciger lobiilleri arasinda
sonlandiklar1 (ya da kéken aldiklar1) portal alanlara kadar bag dokusu ile ¢evrilmistir.
Bu noktadan itibaren karaciger lobiillerindeki hepatositlere ve sintizoidal endotel
hiicrelerine destek saglayan ince bir retikiiler lif ag1 olusur (Aytekin ve Solakoglu

2006).

Karaciger Lobiilii; Karacigerin temel yap1 eleman: karaciger hiicresi ya da hepatosittir.
Bu epitelyal hiicreler birbirleriyle baglantili plaklar halinde gruplasmislardir. Isik
mikroskobu kesitlerinde, karaciger lobiilii olarak isimlendirilen yapisal birimler
goriilebilir (Sekil 2.3). Karaciger lobiili 0.7x2 mm boyutlarinda poligonal bir doku
kitlesidir. Insan karaciger lobiiliinde 3-6 portal alan bulunur ve her bir portal alanda bir
ventil (portal venin bir dal1); bir arteriyol (hepatik arterin bir dali); bir kanal (safra kanali
sisteminin bir parcasi) ve lenfatik damarlar bulunur. Veniil siiperior ve inferior
mezenterik venler ile dalak veninden gelen kani igerir. Arteriyoldeki kan abdominal
aortun ¢olyak dalindan gelir. Kiibik epitelle ortiilii olan kanal parenkimal hiicrelerden
(hepatositler) gelen safray: tagir ve sonunda hepatik kanal igine bosalir. Lenf, bir ya da
daha fazla lenfatikle taginir ve sonugta kan dolagimina gecer. Bu yapilarin hepsi bir bag

dokusu kilifi iginde bulunur (Aytekin ve Solakoglu 2006).




Sekil 2.2. Karaciger yapisinin sematik ¢izimi (Aytekin ve Solakoglu 2006).

Karaciger lobiiltu i¢indeki hepatositler 1sinsal olarak dizilmistir. Bu hiicre plaklar
lobtiliin periferinden merkezine dogru yonlenmislerdir. Labirent seklinde ve silinger
benzeri bir yap1 olusturacak bigimde serbest¢ce anastomozlasirlar. Bu plaklar arasindaki
boslukta karaciger sinlizoidal adi verilen kapilerler bulunur (Sekil 2.2). Siniizoidal
kapilerler sadece kesintili bir pencereli endotel tabakasindan olusan diizensiz olarak
genislemis damarlardir. Pencereler yaklasik 100 nm capindadir ve kiimeler halinde

gruplasmistir (Aytekin ve Solakoglu 2006).

Endotel hiicreleri altlarinda bulunan hepatositlerden kesintili bir bazal lamina (canl
tiirtine bagli degisiklik gosterir) ve Disse araligi adi verilen endotel alti bir boslukta
ayrilmistir. Bu aralikta hepatositlerin mikroviluslar1 bulunur (Sekil 2.3.). Sonug olarak
kan sivisi endotel duvarindan kolayca gecer ve hepatosit ylizeyi ile temas eder (Aytekin

ve Solakoglu 2006).




Sekil 2.3.Si¢an karacigerinde siniizoidal kapillerin endotel ortiisiiniin taramali elektron
mikroskop resmi (Aytekin ve Solakoglu 2006).

2.1.3. Karacigerin anatomisi

Ratlarda karaciger 4 ana loba ayrilir. Caudat, sag lob, orta lob ve sol dis lobtur. Caudat
lob, caudat ¢ikinti, 6n ve arka caudat lob olmak {izere lige ayrilir. Sag lob, siiperior sag
lob ve inferior sag lob olarak ikiye ayrilir. Medial lob, sag orta lob ve sol orta lob
seklinde ikiye ayrilir (Martins et al. 2008).

kaudat lob

sol lateral lob

sol mediyal lob

Sekil 2.4. Sigan karacigeri (Snell 2008).




Kongure’ nin ¢aligmasi rat karaciger anatomisini agiklar ve Couinaud tarafindan

gosterilen insan karaciger segmentasyonu ile uyumluluk gosterir (Kogure et al. 1999).

Karaciger abdomendeki en biiyiik organdir. Biiyliklugti ve konturlar1 kisiden kisiye
degisiklik gosterir. Kadinlarda ortalama 1200-1400 gr erkeklerde ortalama 1400-1600
gr agirhiktadir. Karaciger topografik olarak sag ve sol loblara ayrilir. Karaciger ince
fibréz bir kapstil (Glisson kapsiilil) ile kaplidir. Karaciger sag lobunun altinda énden
arkaya dogru kolonun hepatik fleksurast ve sag bobrek bulunur. Bu yapilarin
medialinde safra kesesi ve posteriorunda duodenum yer alir. Sol lobun alt yiizline

midenin kii¢iik kurvaturu ve 6n ylizii komsudur (Snell 2008).

Karacigerin bir diyafragmatik (list) ylizii, bir visseral (alt) yiizli, keskin bir 6n kenar ve
bir de kiint arka kenari vardir (Sarsilmaz 2000). Karacigerin iist kenari, ksifosternal
eklem seviyesinde olup, linea medioklavikularis® te sagda 5’ inci kikirdak kaburga,
solda 5’ inci interkostal boslugu birlestiren ¢izgi tizerindedir. Diyafragmatik yiizii, area
nuda hari¢, tamamen visseral peritonla oOrtiiludiir. Diyafragma araciligiyla; her iki
akciger ve plevralari, fibroz perikardiyum ve kalbin ventrikiiler bolumiinden ayrilir.
Diyafragmatik yiiz ile diyafragma arasinda, recessus subphrenicus denilen potansiyel bir
aralik vardir. Karacigerin alt kenar1 keskindir. Sag 10’ uncu kikirdak kaburga ile linea
medioklavikularis’ in sol 5° inci kikirdak kaburgay1 kestigi nokta arasinda uzanir (Ozan

2004).

Rigm inhe Diaphragm Laudate

Iobe

Bare ares

A Fissure for —

 ecleftioie ligamentum
g . , venosum
« Fatciiarm ligament
fnderinr
4 tumm teres vena cava
e liblacitber Gallbladd

Sekil 2.5. Karacigerin anterior ve posteriordan goriiniisii (Scherlock and Dooley 2002).




2.2. Karacigerin Fizyolojisi ve Biyokimyasal Fonksiyonlar:

Karacigerin Islevleri:

1- Kan depo islevi

2- Kan Temizleme Islevi
3- Metabolik Islevleri

4- Diger Islevleri

Karacigerin Kan Depo Islevi: Karacigerin normal kan hacmi 450 ml' dir. Bununla
birlikte karaciger genisleyebilen bir organ oldugundan sag atriyum i¢i basing
yiikseldiginde hepatik venler ve siniislerde biiylik miktarlarda kan depolanabilir.
Bundan da anlasilacag: gibi karaciger, kan hacmi azaldiginda ek kan saglama yetenegi
olan, kan hacmi agirt sekilde arttiginda ise 6nemli bir kan deposu olabilen biiylik venéz

bir organdir (Guyton and Hall 2007; Capan ve Yal¢in 2010).

Karacigerin Kan Temizleme Islevi: Barsak kapillerlerinden portal vene akan kan
barsaklardan birgok bakteriyi de beraberinde karacigere getirir. Karacigere gelen bu kan
vendz siniisler iginden gegerken siniisoidleri déseyen Kupffer hiicreleri tarafindan son
derece etkili bir sekilde temizlenmektedir. Barsaklardan portal kana girerek karaciger
icinden ge¢ip sistemik dolasima ulagsmayr basaran bakterilerin sayis1 bu ylizde

muhtemelen birden fazla degildir (Guyton and Hall 2007; Capan ve Yalgin 2010).

Karacigerin Metabolik Islevleri: Karaciger de viicudun diger bolgelerinde
kullanilacak birgok madde sentez edilip, islenirken diger birgok metabolik islev de
yiirtitiiliir. Bu metabolik islevler karbonhidrat metabolizmasi, yag metabolizmasi,
protein metabolizmas1 ve digerleri seklinde siralanmaktadir (Guyton and Hall 2007;

Capan ve Yal¢in 2010).




Karacigerin Diger Islevleri:

a) Vitaminlerin depo edilmesi; Karacigerde en fazla A vitamini depo edilirken biiyiik
miktarlarda D vitamini ve B, vitamini de depo edilir (Guyton and Hall 2007; Capan ve
Yalgm 2010).

b) Karacigerde demirin ferritin seklinde depolanmasi; Viicutta demir hemoglobin
disinda, normalde en biiylik oranda karacigerde ferritin seklinde depo edilir. Viicut
stvilarinda demir miktar: arttifi zaman karacigerde apoferritin ile birleserek ferritin
seklinde bir daha kullanilmak tizere depo edilir (Guyton and Hall 2007; Capan ve
Yalgin 2010).

¢) Kan pihtilagsmasina etkisi; Bircok koagiilasyon faktorii karacigerde yapilir. Bu
faktorlerden protrombin, faktor VII, IX ve X* un olusumundaki metabolik olaylarda K
vitaminini gerekmektedir. K vitamini yoklugunda bu faktorlerin konsantrasyonu c¢ok
diiser ve pithtilasma bozulur (Guyton and Hall 2007; Capan ve Yalgin 2010).

d) Biliriibin atillimina etkisi; Hemoglobin yikimindaki son tiriinlerden biri olan
bilirubin plazmada albumine bagli olarak karacigere taginir. Bilirubin karacigerde
plazma albiimininden ayrilip yaklagik ytizde 80’ i glukuronik asitle, ylizde 10’ u stilfatla
birleserek bilirubin glukuronat ve bilirubin siilfat olusurken geri kalan ytizde 10’ u
cesitli maddelerle birlesir. Bilirubin bu sekilde hepatositlerden aktif transportla safra
kanalciklarina daha sonra da barsaklara salgilanir. Barsaklara gegen “konjuge”
bilirubinin yarisi bakteriler tarafindan suda kolay eriyen {irobilinojene c¢evrilir.
Urobilinojenin bir kism1 barsak mukozasindan kana emilir. Kana emilen {irobilinojenin
biiyilik kismi karacigerden tekrar barsaga atilirken yaklasik ytizde 5° i de bobreklerden
gecip idrar ile atilir (Guyton and Hall 2007; Capan ve Yal¢in 2010).

Ayni1 zamanda bazi ilaglar (Stilfonamid, penisilin gibi ¢esitli ilaglar), hormonlar (Ttiim
steroid hormonlar ve tiroksin) ve diger maddeler (Kalsiyum gibi) karaciger tarafindan

viicuttan uzaklastirilir (Guyton and Hall 2007; Capan ve Yalgin 2010).
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2.3. Tlaglar ve Toksik Maddelere Bagh Karaciger Hasar

Karaciger ilag ve toksinlerin biyotransformasyonunda 6nemli bir rol oynar. Bu nedenle
ilaglarla olusan hasarlarin ana hedefidir. Karaciger hasarma yol agan ve hemen hemen
her tiir karaciger hastalif1 tablosuyla sonuglanabilen 600" den fazla farkli ilag vardur.
[lagla olusan karaciger hasar1 nadir bir durum olmayip hastaneye yatan ikterli hastalarin
% 2' sinde, fulminan hepatit ve karaciger yetersizligi olanlarin % 25' inde ve patoloji
laboratuarina génderilen tiim karaciger biyopsilerinin % 5-10" unda ilaclarin rolii oldugu

belirlenmistir (Jick et al. 1981; Koch ef al. 1985; Lee et al. 1989).

Hasar ani olabilecegi gibi, haftalar, hatta aylar iginde gelisebilir. Belirgin hepatosit
nekrozu ve kolestaz ile karsilasabilecegi gibi yavas ve hafif bir karaciger fonksiyon
bozuklugu da s6z konusu olabilir. En 6énemli nokta, ilag nedenli kronik hepatitin klinik
ve histolojik olarak viral hepatitten ya da otoimmun hepatitten farksiz olmasidir. Bu
nedenle ikisi arasindaki ayrimin yapilmasinda viral enfeksiyonun serolojik

belirleyicilerinin kritik rolii vardir (Crawford 2002).

2.4. Serbest Radikaller

Stabil molekiillerin dis yériingesinde biri digerine zit yonde dénen elektron giftleri
vardir. Dig yoriingelerinde eslenmemis en az bir adet elektron igeren atom veya
molekiile serbest radikal denir. Serbest radikaller oldukg¢a reaktiftir ve elektron

giftlemek i¢in diger molekiillerle reaksiyona girme egilimindedir (Bekerecioglu vd
1998).

Serbest radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olusur (Cheeseman and Slater 1993).

1-Kovalent baglarin homolitik bélinmesi (Kovalent bagli molekiiliin béliinmesinden

sonra, her bir parcasinda ortak olan elektronlardan birinin kalmasi)
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XY —-X-+Y-

2-Normal bir molekiilden tek elektron kaybi veya bir molekiiliin heterolitik bdlinmesi
(Radikal 6zelligi olmayan bir molekiilden bir elektron kaybi sirasinda dig orbitalinde

ortaklanmamig elektron kalmast)

XY —-X+Y+

3-Normal bir molekiile elektron transferi

Organizmada serbest radikal ve serbest oksijen tiirlerinin olusmasina neden olan

endojen ve ekzojen kaynaklar bulunmaktadir (Freeman and Crapo 1982).

At+te-— A

Serbest radikallerin biyolojik etkileri;

1-DNA hasar1

2-Niikleotit yapili koenzimlerin yikimi

3-Lipid peroksidasyonu, zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi
4-Protein ve lipidlerle kovalent baglantilar olugturmak

5-Zar proteinlerinin hasart ve transport sisteminin bozulmasi
6-Protein hasari

7-Tiollere bagli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi

8-Mukopolisakkaritlerin yikimi olarak 6zetlenir (Cotran 1994).

Lipid peroksidasyonu organizmada olusan kuvvetli oksitleyici bir radikal etkisi ile zar
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinde bulunan alfa metilen gruplarindan bir

hidrojen atomu uzaklastirilmasi ile baglar. En 6nemli uyaram ise hidroksil radikalidir.
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Olusan lipit radikali bir seri reaksiyon sonucu lipit hidroksi-peroksitlere doniistir (Slater

1984).

Lipid peroksitlerinin yikim iriinlerden biri de MDA’ dir. Protein ve fosfolipidlere
capraz bag ve polimerizasyon yaparak 6zelliklerinin kaybolmasina neden olur. MDA
deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin
agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini degistirir, stlfidril iceren enzimleri
inaktive eder ve niikleik asitlerle etkilesime girerek mutasyona yol agar. Sonugta enzim
aktivite degisiklikleri, iyon transportu bozukluklari, hiicre bilesenlerinin agregasyonlart

gibi degisiklikler ortaya ¢ikar (Green et al. 1986; Cotran 1994).

Cizelge 2.1. Serbest radikallerin olusumunu artiran nedenler (Uysal 1998).

Cevresel (Sigara dumani, hava kirliligi,

radyasyon vb.)

Diyetsel (Cok doymamais yag asitlerince
zengin beslenme, agir1 alkol, demir ve bakir

EKZOJEN FAKTORLER | alimi, fazla kalorili beslenme-obezite vb.)

[laglar (Kanser ilaglari, glutatyon tiikketen

ilaglar vb.)

Diyet ile antioksidanlarin alimin: etkileyen

kosullar

(Istahsizlik, kolestaz, malabsorbsiyon vb.)

Doku hasar1 ve kronik hastaliklar
(Ateroskleroz, kanser, kronik inflamasyon
vb.)

ENDOJEN FAKTORLER | Fiziksel egzersiz/sedanter yasam

Stres

Yashlik
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2.4.1. Serbest oksijen tiirleri

Oksijenli solunum yapan organizmalar i¢in serbest radikallerin baglica kaynag:
molekiiler oksijendir. Canlilar sisteminde en 6nemli serbest radikaller oksijenden olusan

radikallerdir. Bu radikallere “Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)” de denilmektedir.

Normal metabolizma esnasinda gelisen oksidasyon-rediiksiyon olaylart sonucunda
olusan Serbest oksijen tiirevleri biyolojik bir bozukluga neden olmamasina ragmen; bazi
hiicresel metabolik bozukluklar nedeniyle (iskemi, inflamasyon, radyasyon, hiperoksi
vb.) ¢ok daha fazla miktarlarda {iretilmeleri sonucu membranlar, niikleik asitler,
enzimler ve polisakkaritler tizerinde degisik derecelerde toksik etki yaparak cesitli
dokularda hasara yol agmaktadirlar. Bunlar, elektron eksiklikleri nedeniyle baska
molekiiller ile kolayca elektron alis-verisi yapabilenler (radikaller) ve elektron
eksiklikleri olmadigi halde baska molekiillerle radikallerden daha zayif bir sekilde
birlesenler (nonradikaller) olmak tizere iki grupta toplanabilir (Cizelge 2.2) (Bulkley
1993; Yu 1994).

Cizelge 2.2. Serbest oksijen tiirleri (Akkus 1995).

Radikalik Serbest Oksijen Tiirleri Nonradikalik Serbest Oksijen Tiirleri
Siiperoksit anyon radikali (O;'*) Hidrojen peroksit (H,0,)
Hidroksil radikal (OH) Singlet Oksijen ('O,)
Peroksil radikal (ROO‘) Llpld hidroperoksit (LOOH)
Alkoksil radikal (RO®) Peroksinitrit (ONOO’)
Organik radikaller (R.) Hipoklordz asit (HOCD)
X ) - Hipohaldz asit (HOX)

Organik peroksit radikali (RCOOQO«)

Azot dioksit (NO,)
Nitrik oksit (NOe®)

Ozon (03)
Semikinon radikali (HQ) .

N- halojenli aminler (R-NH-X)
Hemoproteine baglh serbest radikaller
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2.4.2. Serbest oksijen radikallerinin etkileri

Normal sartlarda bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil, makrofaj gibi hiicrelerin
savunma mekanizmasi i¢in serbest radikaller gereklidir. Yalmiz serbest radikallerin

gereginden fazla liretimi doku hasari ve hiicre 6liimiine neden olur.

Serbest radikaller, hiicre i¢inde antioksidan kapasiteyi asan konsantrasyonlarda
bulunduklar1 zaman; bagta lipitler olmak {izere, protein, DNA, karbonhidratlar ve
enzimler gibi bircok molekiille reaksiyona girdikleri saptanmistir (Bonnefoy et al.
2002). Hiicresel serbest radikallerin etkiledigi molekiiller Cizelge 2.3° de gosterilmistir.
Sonu¢ olarak enzimlerin normal fonksiyonlarini, aerobik solunumu, kapiller
permeabiliteyi bozup, hiicrenin potasyum kaybini artirirlar. Hiicre i¢indeki birgok litik
enzimi aktif hale getirip, savunma sistemlerini inaktive ederler. Trombosit
agregasyonunu artirip, dokularda fagosit toplanmasint saglarlar (Tuliano et al. 1997).
Son zamanlarda literatiirde yer alan caligmalar, serbest oksijen radikallerinin ve lipit
peroksidasyonunun artmasinin birgok hastaligin temelinde rol oynadiini gosterir.
Serbest radikallerin damar endotel hiicrelerinde hasar yaparak vaskiiler hastaliklara

neden oldugu da saptanmistir (Halliwell 1993).

Miyokard enfarktiisii, baz1 norolojik hastaliklar, astim, romatoid artrit, kanser ve obezite
gibi birgok hastaligin oksidatif stres ile iligkisi gosterilmistir (Bal and Kasprzak 2002).
Serbest radikallerin ayrica yaslanmada da roli oldugu belirtilmektedir (Burgak ve

Andican 2004).

Cizelge 2.3. Hiicresel serbest radikallerin etkiledigi molekiiller (Akpoyraz ve Durak
1995).

Etkilenen Bilesikler Sonuglar

Doymamis amino asitler ve kiikiirt iceren | Protein denatiirasyonu
amino asitler Capraz baglanma
Enzim inhibitasyonu

Organ ve hiicre gecirgenliginde degisim
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Cizelge 2.3. (devami)

Niikleik asit bazlari Hiicre gelisiminde degismeler

Mutasyon
Karbonhidratlar Hiicre yiizey reseptorlerinde degisim
Doymamus lipitler Kolesterol ve yag asitlerinin oksidasyonu
Kofaktorler Nikotinamit ve flavin i¢eren kofaktorierin

aktifliginde azalma

Askorbat ve porfirin oksidasyonu

Antioksidanlar a-tokoferol ve p-karoten gibi

antioksidanlarin aktifliginin azalmasi

Proteinler Denatiirasyon
Peptit zincirlerinde kirilmalar

DNA Baz modifikasyonlari

Zincirde kirilmalar

Hyaluronik asit Sinovial sivinin vizkozitesinde degisim

2.4.3. Karacigerde serbest radikal hasari

SOR olarak isimlendirilen sliperoksit, serbest hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit
gibi serbest oksijen tiirleri karaciger gibi yogun fizyolojik ve metabolik olaylarin
seyrettigi bir ortamda siirekli olarak iiretilmekte ve detoksifiye edilmektedir. Oksidatif
stres, SOR ve cesitli sitokinlerle hepatosit, kupffer ve karaciger yildizsi hiicrelerin
etkilesimi neticesinde olusan proinflamatuvar olaylar hepatositlerin apopitoza
gitmesine, boylece fibrogenezin olusmasina katkida bulunmaktadir (Cassiman et al.
2001; De Minicis et al. 2006; Russo et al. 2006). Karacigerde bulunan hiicreler;
hepatositler, endotel hiicreleri, kupfter hiicreleri, stellat hiicreler ve safra kanali epitel
hiicrelerinin hepsi oksidatif stresle iliskili hiicrelerdir. Oksidatif hasarda, karaciger
stellat hiicreleri ve fibroblastlar uyarilarak bunlarin ekstraselliiler matriks ve kollajen
sentezini gerceklestirmeleri saglanir (Parola ef al. 1993; Lee et al. 1995; Poli 2000).
Ayrica hasarlarla uyarilmis olan Kupffer hiicreleri; proinflamatuar sitokinler, tiimoér

nekrozis faktér alfa (TNF-a) ve interlokin-1f (IL-1P) tretimini uyarirlar. Bundan
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dolay1, oksidatif stresin inhibe edilmesi faydali sonuglar saglayacaktir (Wang et al.
2005).

Lipid peroksidasyonu oksidatif stresin 6nemli bir sonucudur. Lipid peroksidasyonu
biyolojik membranlar da ¢esitli degisiklikleri beraberinde getirir. Hiicresel organellere
oldugu gibi, biitiin organizma i¢inde yliksek derecede yikici bir stiregtir. Biyokimyasal
fonksiyon kaybi ve/veya yapisal hasara yol agar (Manda and Bhatia 2003a). Sonug
olarak hiicre membrani ve hiicre i¢i organellerin membran yapilari tamamen bozulur.
Yapisal hasar yayilir ve hiicrelerin Sliimiine yol agar. Kronik stirecte fibrozis ve siroz
meydana gelir (Kuzu et al. 2007). Karaciger, yag asitlerinin p-oksidasyonunu
gerceklestiren mitokondrice zengin bir organdir. Yag asitlerinin oksidasyonu i¢
membrana yakin bir bolgede yer almaktadir. Organizmada enerji agiga ¢ikmasini
saglayan prosesler, metabolik stireglerde ortaya ¢ikan serbest elektronlarin bir sistemden
digerine aktariimasinin sonucudur. Bu elektronlar son olarak sitokrom sisteminde
oksijene aktarilmakta ve H,O olusturulmaktadir. Her iki H,O molekiilii olusumu igin
oksijene 4 elektron aktarilmaktadir. Elektron sayisini tamamlayarak nétral hale
gelmemis ve tek elektron ihtiva eden oksijen molekiilii olan singlet oksijen,
serbestlesmesi tehlikeli bir yapidir ve sitokrom-c sistemi iginde elektronlari
tamamlanincaya kadar siki bir sekilde tutulmaktadir (Gochee et al. 2003) Serbestlestigi
takdirde bu radikal bulabildigi her sistemden elektron kopartmaya c¢aligmakta ve
ozellikle mitokondri ve hiicre membranina lipid peroksidasyonu yoluyla hasar
vermektedir. Ancak, fizyolojik kosullarda da az miktarda serbestlesen oksijen
radikallerini fizyolojik antioksidan savunma, ciddi bir hasar olugsmadan nétralize

edebilmektedir (Aboutwerat ef al. 2003).

2.5. Oksidatif Stres

Fizyolojik sartlarda insan viicudunda olusan SOR ile antioksidan savunma sistemi bir
denge halindedir. Yogun SOR iretimi ya da antioksidan defansin azalmasi,
biyomolekiillerde yapisal ve fonksiyonel modifikasyonlara yol acarak oksidatif strese

neden olur (Antmen 2005; Demir 2008).
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Temel olarak oksidatif stres, biyolojik sistemde prooksidanlarla antioksidanlar
arasindaki dengenin, prooksidanlar lehine bozulmasi olarak tanimlanir. Hiicreler hafif
oksidatif stresi tek baslarina tolere edebilseler de genellikle antioksidan enzim
sistemlerini aktive ederler. Ancak, hiicre i¢i savunma sistemlerinin yeterli olamadig1
durumlarda, oksidatif stresin taniminda belirtildigi {izere, serbest oksijen bilesikleri ile
antioksidanlar arasindaki denge bozulur, dolayisiyla oksidan hasara duyarli DNA,
protein, karbonhidratlar ve lipitler gibi hiicresel makromolekiiller zarar gériir (Romero

et al. 1998; Halliwell and Whiteman 2004; Berk vd 2008; Zadak et al. 2009).

: GSH
Excretion
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Kenobiotics
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Molecules

Sekil 2.6. Oksidatif stres mekanizmasi (Altan vd 2006).

2.6. Kanser ve kemoterapi

Kanser ifadesi Latince kokenli bir kelime olup yenge¢ anlamina gelen “Crab”
kelimesinden tiiremistir. Bu tanimlamay: hastalifin basladigi bolgeden diger alanlara

dogru yayilisini inceleyen Yunanli hekim Hipokrat yapmistir.
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Sekil 2.7. Normal hiicre ile kanser hiicresinin ¢gogalmasi (www.toraks.com.tr).

Kanser viicuttaki bir hiicre grubunun farkli bir kimlige biirtinerek, asir1 ve kontrolsiiz bir
sekilde artmasi ile olugsmaktadir. Normalde hiicrelerin biiytimesi ve ¢ogalmasi bir diizen
icerisinde gergeklesir. Bunun sonucunda viicuttaki doku ve organlar gorevlerini tam ve
dogru bir sekilde gergeklestirmektedir. Yalniz bu hiicrelerin anormal hizla biiylimesi
hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina sebep olacagindan viicutta timér diye adlandirilan
kitle olusumlarina yol agacaktir. Kiiglik bir tiimoriin olusmast i¢in sayilart ytiz binleri
bulan kanserli hiicrelerin bir araya gelmesi gerekeceginden kanser erken asamalarda

tespit edilmesi olduk¢a zor olan bir hastaliktir.

Cerrahi uygulanamayan hastalar gesitli kemoterapdtik ajanlar ve lokal-bolgesel tedaviler
ile cerrahiye uygun hale getirilmeye, bunun miimkiin olmadigi durumlarda ise kiir

saglanmaya c¢alisilmaktadir (Mahnken et al. 2013).

2.7. Metotreksat (MET)

MET losemiler, ¢esitli solid tiimorler, psoriasis, romatoid artrit ve diger bazi otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde 40 yildan daha uzun siiredir yaygin olarak kullanilmaktadir.
Son zamanlarda sarkoidoz, inflamatuar barsak hastaliklar1 ve wvaskiilitlerde de
kullanilmaktadir. MET, S fazindaki hiicreleri etkileyen folat antagonisti antimetabolittir.
Dihidrofolat anologu olan ilag, hiicre replikasyonunda anahtar enzim dihidrofolat

rediiktaz’ a baglanarak piirin ve primidin yapimi i¢in gerekli tetrahidrofolat sentezini
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inhibe eder. Piirin ve primidin sentez inhibisyonu apopitozisle sonuglanan DNA
defektlerine yol acar (Uraz vd 2005; Chabner et al. 2007). MET’ in ayn1 zamanda
kaspaz aktivasyonuna bagli mekanizma ile apopitozise neden oldugu gosterilmistir

(Papaconstantinou ef al. 2001).
2.7.1. Metotreksat' in mekanizmasi

Folata bagli enzimler tek karbon fragmanlarin transferi igeren reaksiyonlarda gereklidir.
Bunlar arasinda en &nemlisi DNA sentezi i¢in deoksiiiridilat’ in metilasyonu ile
timidilat elde edilmesidir. Bu islem sirasinda metilen tetrahidrofolat (MTHF)
dihidrofolat’ a (DHF) donisiir. Dihidrofolat (pteroil glutamik asit) ise tekrar
kullanilmasi i¢in tetrahidrofolat’ a (THF) doniismesi gereklidir. Bu déntisim i¢in
dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimine ve NADPH’ ya gereksinim vardir. MET” in (4-
amino 4-deoksi N10 metil pteroil glutamik asit) molekiiler yapist DHF’ a benzerdir
(Sekil 13 ve 14). MET’ in yapisinda birden fazla metil grubu vardir ve DHF’ deki OH
grubu yerine NH, bulunur. MET diistik dozlarda oral olarak hemen hemen tamamen
emilir. Baslangi¢ yar1 6mrii (dagilimi) 1.5-3.5 saattir. Terminal yar1 omrii 8-15 saattir.
MET ve metabolitleri biiyiik oranda bobrek yoluyla elimine olur ve hiicrelere aktif
tasima ile girer. MET, folilpoliglutamil sentetaz ile 1-4 glutamat gruplarinin
eklenmesiyle poliglutamat forma doniistiiriilen bir ilagtir. Poliglutamat yap1 muhtemelen
tiim hiicrelerde bulunur, poliglutamat formun &lgtimleri eritrosit, karaciger, fibroblastlar
ve kemik iligi myeloid serisinde Sl¢timleri yapilmistir. MET poliglutamatlar: hiicre
icinde tutulur ve DHFR enzimine baglanarak DHF ile yer degistirir (Van Ede ef al.
1998; Rubino 2001).

Céﬂ;?‘i
% I;i {?Hzi‘s
= (=M= CH=COsH
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Sekil 2.8. MET” in molekiiler yapisi (Van Ede ef al. 1998).

Sekil 2.10. Folik asitin molekiiler yapisi (Rubino 2001).

2.7.2. Metotreksat' in yan etkileri

MET toksisitesinin mekanizmalar1 héla tam olarak anlagilamamakla birlikte yan etkileri
oldukea yaygindir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bu etkiler birgok faktdre baglanmistir.
Piirin, pirimidin, poliamin ve folat gibi metabolik yollar tizerindeki inhibitor etkisiyle
dogrudan iligkilendirilmisti. MET' in  karaciger toksisitesi, metotreksat
poliglutamatlarinin birikmesiyle birlikte folat eksikliginin de bulunmasina baglanmistir
(Kremer, Galivan, Streckfuss, & Kamen, 1986). Yan etkilerin biiylik oranda bu

birikimlerden kaynaklandig: diistintilmektedir (Jahovic et al. 2003; Miyazono and Horie
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2004). MET degisik yollarla adenozin deaminazi (ADA) inhibe etmesi sonucu biriken
adenozin metabolitleri de toksik etkilidir (Baggott et al. 1993; Van Ede et al. 1998).

MET protein, lipid ve myelinin sekillenmesi i¢in Onemli olan transmetilasyon
reaksiyonlarini da etkiler. Beyin omurilik sivisinda metionin ve S- adenozilmetionin
(SAM) oraninda azalmaya, S- adenozilhomosistein (SAH) ve homosistein oraninda
artmaya neden olur. Artmis homosistein miktart endotel hiicre hasar1 ve infarktlara
neden olurken, SAM oranindaki azalma miyelinizasyon bozukluguna yol agabilir.
Azalmis SAM/SAH orani santral sinir sisteminde hipometilasyon ve demiyelinizasyon
anlamina gelir. Bu yilizden metilasyon reaksiyonlarinin inhibisyonu toksisiteye neden

olabilir (Linnebank ef al. 2005).

Antikanser ilaglarla yapilan son zamanlardaki toksisite ¢aligmalarinda oksidatif stres
tizerinde durulmaktadir. Mitokondrial enzimlerden pirtivat dehidrogenaz, 2-okzogluterat
dehidrogenaz ve nikotinamid adenindiniikleotid (NAD) bagimli enzimler ile sitozolik
nikotinamid adenindiniikleotid fosfat (NADP) bagimli dehidrogenazin metotreksat
tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir. NADPH, glutatyon rediktaz tarafindan
hiicredeki GSH oranini belirli bir seviyede tutmak i¢in kullanilir. GSH ise hiicreleri
serbest radikallerin etkilerinden korur. Metotreksat NADPH’ da azalmaya neden olarak
hiicrede GSH miktarin1 azaltir ve hiicrelerin radikallere daha duyarli hale gelmesine

neden olur (Babiak ef al. 1998).

Yapilan birgok ¢alismada MET verilmesi sonucu SOR’ un olustugu ve bunun da hiicre
membranindaki lipid komponentlerini etkileyerek lipid peroksidasyonuna neden oldugu
ve hiicreye zarar verdigi anlasilmistir. MET verilmesini takiben hiicrede lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA ve inflamatuar yanitin gostergesi olan
miyeloperoksidaz (MPO) seviyelerinde artis, hiicredeki GSH seviyesinde azalmaya
neden olarak, hiicrenin SOR’ a daha duyarli hale gelmesine neden olur (Miketova ef al.

2005).




22

Bulant1 ve kusma MET' in en sik goriilen gastrointestinal yan etkilerindendir. MET
kemik iligi supresyonu ve gastrointestinal mukozada hasarlara neden olabilmektedir.
MET' e bagli hematolojik yan etkilerin olusumunda DHFR’ nin inhibisyonu sonucu
DNA sentezindeki bozulma ve hizli hiicre degisimine sahip kemik iliginin baskilanmasi
sorumlu tutulmaktadir. Karacigerde fibrozis, kronik hepatotoksisite ve siroza neden
olabilir (Kane ef al. 2004). MET’ in 6zellikle yiiksek doz veya uzun siire kullanim ise

bobrek hasari, pulmoner infiltrasyon ve pulmoner fibrozise yol agmaktadir (Katzung

2004),

2.7.3. Metotreksat ve karaciger toksisitesi

MET kullanimindaki temel sorun hepatotoksisitedir. Romatoid artriti olan ve diistik doz
MET kullanan olgularin yaklasik % 3’ tinde ciddi karaciger fibrozisi gelismektedir
(Beyeler et al. 1997). Psoryazisi olan olgularda MET’ e bagh karaciger fibrozisi goriilme
insidans1 % 8-23 arasindadir (Boffa et al. 1995; Malatjalian et al. 1996). MET’ in
karaciger toksisitesine bagli histolojik anormallikler; yagl degisiklikler, fokal hiicre
nekrozu, portal traktiiste inflamasyon, niikleer pleomorfizm, fibrozis ve o&zellikle
perisniizoidal aralikta kollajen akiimiilasyonu olarak 6zetlenebilir (Richard et al. 2000).
MET” e bagl karaciger toksisitesinin mekanizmasi tam olarak anlagilamamigstir. MET’ e
maruz birakilan ratlarda hepatosit nekrozu, hiicre 6limi ve Kupffer hiicre aktivasyonu
gelistigi saptanmustir (Hall et @l 1991). MET’ in uzun siireli kullanimi ilacin
poliglutamat formlarinin karacigerde birikimine ve sonug¢ olarak hepatosit nekrozuna
yol acar. Hepatosit nekrozunun makrofaj stiimiilasyonu, hepatik stellate hiicre
aktivasyonu ve ekstraseliiler matriks ekskresyonundaki artisa neden oldugu saptanmistir
(Friedman 2004). Hepatik stellate hiicre aktivasyonu ve myofibroblastlara farklilagmasi
fibrozisle kuvvetli korelasyon gostermektedir (Levy ef al. 2002). MET nedenli NADP
diizeylerindeki azalma GSH seviyelerinde azalmaya neden olur. GSH seviyelerindeki
azalma hepatositleri siiperoksit anyonu, hidroksil radikalleri, hidrojen peroksit ve
hipoklorhidrid radikalleri gibi SOR' a karsi daha hassas ve korumasiz birakir (Lucas and
Solano 1992; Videla er al. 1993; Borg et al. 1996; Van Dyke et al. 2003; Cody et al.
2005).
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MET’ e bagh toksik karaciger hasar1 uzun yillar boyunca klinik olarak sessiz olabilir.
Biyokimyasal bozukluk gelismeyebilir. MET’ e baglh karaciger toksisitesini
gbstermenin en iyi yolu karaciger biyopsisidir. Uzun dénem MET kullanan ya da
kiimiilatif dozu 1.5-2.5 gr’ a ulasan olgularda karaciger biyopsisi ve histopatolojik

degerlendirme 6nerilmektedir (Gawkrodger 1997; Roenigk er al. 1998).

2.7.4. Metotreksat toksisitesi ve oksidatif stres

Kemik iligi supresyonu (baskilanmasi); MET’ in baslica yiiksek doz toksisitesidir.
Ozellikle koti huylu olmayan tiimorlerde, hastalarda myelosupresyon olusmasi
tedavinin ertelenmesine neden olur. Nétropeni ilag dozuyla ilintilidir. Nétrofil sayisi
MET alimindan 4-7 giin sonra en digiik diizeyine ulasir ve ortalama 14’ lincli glinde
normal diizeyine tekrar doner. Trombositopeni, nétropeni ile paraleldir. Ayrica anemi

kemik iligi baskilanmasina ikincil olarak goriiliir (Jolivet et al. 1983).

Sindirim sistemi hasari; Mukozit doz kisitlayici yan etkilerinden biridir. MET

tedavisinden sonraki 3-7° nci glinler arasinda olusur, nétropeni ve trombositopeniden

once gerceklesir. Bulanti ve kusma doza bagli olusur. Intestinal kriptlerde apopitoz ve

villoz atrofi olusur. Goblet hiicrelerindeki hasara bagli miisin sekresyonunda ve

bagirsak koruma 6zelligi olan proteinlerde azalma gergeklesir (Logan et al. 2007).

Standart dozlarda genellikle mide bulantisi ve kusma goriilmez. Olusan diyare bazen
tedaviyi kesmeye sebep olacak kadar siddetli olabilir. MET koliti ya da peptik tilseri
olan hastalarda dikkatli kullanilmalidir (Jolivet ez al. 1983).

MET!' in yaygin yan etkileri kemik iligi supresyonu ve cilt ile gastrointestinal mukozada

(mukozitis) meydana gelen hasardir. Normal hiicrelerdeki toksik etkileri Likoverin

(folinik asid) verilmesiyle azaltilabilir (Lokoverin Kurtarmasi). MET' in uzun siire
kullamimlar ise hepatotoksisite, nefrotoksisite, pulmoner infiltrasyona ve fibrozise yol

acar (Bertram 2004).
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Uriner sistem hasari; Akut bobrek yetmezligi, azotemi ve idrar retansiyonuna yol agar.
MET ve metabolitlerinin intratubuler ¢6kmesine bagli olarak renal toksisite gelisir.
MET” in kendisi tiibiiller {izerine direkt toksik etki gosterir. Yiiksek dozlarda kanamayla
birlikte renal toksisite, nadiren renal tiibiiler nekroz ve proteintiri gézlenebilir (Kovacs

et al. 1993).

2.8. Antioksidanlar

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada koruyucu mekanizmalar vardir.
Bu mekanizmalardan bir kismu1 serbest radikal olusumunu, bir kism1 ise olusmus serbest
radikallerin zararli etkilerini &nler. Bu islevleri yapan maddelerin tiimiine birden genel

olarak antioksidanlar denir (Ames ef al. 1993; Frei 1994; Yanbeyi 1999).

Antioksidanlar, selliiler lokalizasyonlarina gore intraselliiler ve ekstraselliiler olmak
tizere siiflandirilabilirler. Fonksiyonlarina gore de, radikal olusumunu 6nleyen (metal
selatorler, SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz) ve olusan radikallerin dokudaki
etkilerini Onleyen (E vitamini, ubikinon, retinoik asit, p-karoten, GSH, iirat)
antioksidanlar olarak iki kategoride incelenirler. Ayrica Cizelge 2.4° de gorildiigii gibi
enzim ve enzim olmayan (nonenzimatik) antioksidanlar seklinde de simiflandirma

yapilmaktadir (Yanbeyi 1999).
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Cizelge 2.4. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Yanbeyi 1999).

Enzimatik Antioksidanlar Nonenzimatik Antioksidanlar
Glutatyon peroksidaz (GPx) Glutatyon (GSH) Melatonin
Glutatyon-S-transferaz (GST) Flavonoidler Seruloplazmin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Askorbat (Vit. C) Transferin
Stiperoksit dismutaz (SOD) B-Karoten (Vit. A) Ferritin
Peroksidaz (PLGPx) a-Tokoferol (Vit. E) Laktoferrin
Katalaz (CAT) Urat Albumin
Fosfalipit hidroperoksit glutatyon Biluribin Lipoik asid

Antioksidanlar, yiyecek katkilari olarak, hiicresel komponentler veya plazma bilesenleri
olarak ¢ok onemli rol oynamaktadirlar. Cok sayida yiyecek katkilar glinlimiizde
koruyucular, antioksidanlar, renk vericiler, tatlandiricilar, koyulagtirict ajanlar, besleyici
olmayan sekersiz tatlandiricilar olarak kullanmilmaktadir. Yiyecek katkisi olarak
kullanilanlarin bazilarinin yasaklandigi ve bunlarin mutajenik, karsinojenik ve toksik

etkili oldugu belirtilmistir (Fujise 1982).

Antioksidanlarin oksidatif hasarlara karsi dokular1 veya hiicreleri koruyucu &zellikleri

g6z Oniine alindiginda; yaslanmaya, doku hasarlarina ve toksik ajanlar ile zehirlenmeye

kars1 koruyucu ajanlar olarak gosterilmektedir (Ito and Hirose 1989).

1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit serbest radikalinin (O’¢), H,O, ve molekiiler oksijene (O,) dontigimiini

katalizleyen bir antioksidan enzimdir.

Oy + 0Oy + 2H+ - H,0, + 0Oy
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SOD enziminin bakir-¢inko, mangan ve demir i¢eren iig tip izoenzimi bulunur. Bakir ve
¢inko igeren Cu/Zn-SOD sitoplazmada, mangan igeren Mn-SOD mitokondride
bulunarak aktivite gosterir. SOD' un fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden
hiicreleri siiperoksit radikalinin (O,’*) lipid peroksidasyonu gibi zararl etkilerine karst
korumaktir. SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler olarak 6ldiiriilmesinde de
rol oynar. Bu reaksiyon SOD enzimi tarafindan katalizlendiginde kendiliginden
olusmasina kiyasla yaklagik 4000 kat hizli olur. Dolayisiyla antioksidan savunmada
oldukca 6nemli bir enzimdir. Oksijen kullanimi yiiksek olan dokularda SOD aktivitesi

fazladir ancak ekstraselliiler sivilarda aktivitesi oldukega diistiktiir (McCord 2000).

2. Glutatyon (GSH)

GSH, bir¢ok hiicrede bulunan tripeptid yapisindaki indirgenmis glutatyondur. GSH L-
glutamat, L-sistein ve glisinden iki basamakta sentezlenir. Olusan her peptid i¢in bir
molekiil ATP harcanir. GSH, hemoglobin ve diger eritrosit proteinlerinde bulunan
sistein rezidiilerini indirgenmis halde tutarak siilthidril tamponu gorevini goriir. Eritrosit
hiicrelerinde GSH/GSSG orani yaklasik 500 civarindadir. GSH aktif bolgesinde
selenyum igeren bir enzim olan glutatyon peroksidaz enzimi katalizérligiinde, H,O, ve
organik peroksitlerle reaksiyona girerek antioksidan etki gosterir ve H,O,’ yi
alyuvarlardan uzaklastirir (Muslu et al., 2007). GSH hidrojen peroksiti veya organik
oksitleri kimyasal olarak detoksifiye edebilir. Belirli oksidaz tepkimeleriyle olusan
hidrojen peroksiti uzaklastiran enzim glutatyon peroksidaza substratlik yaparak
proteinlerin stlfhidril gruplarini da korur. GSH yoklugunda hidrojen peroksit birikir.
GSSG, glutatyon redilktaz tarafindan stirekli GSH’ ya indirgenerek GSH miktari
diizenlenir (Mercan 2004).

3. Malondialdehit (MDA)

Biyolojik sistemlerde, oksidanlarca lipid hidroperoksidasyonuyla hiicre zan
ylizeyindeki okside yag asitleri ve poliansatiire lipitlerin yikilmasi1 sonucunda aldehidler

olusur. MDA da [tiyobarbitiirik asit reaktif tirtinleri (TBARS)] ti¢ ya da daha fazla ¢ift
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bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonunda meydana gelen bir gesit aldehittir. Bu
nedenle MDA miktar1 ol¢imili dokulardaki lipid peroksidasyonunun derecesini

yansitmaktadir (Young and Woodside 2001).

Lipid peroksidasyonu yikim {irtinii olan MDA, molekiiler oksijen azalmasi yaparak
stiperoksit anyonu ve H,O, olusumuna neden olur. Bu {irtinler de hiicre ve dokularda
hasar etkisi yaparlar. Biyolojik ortamlarda MDA hem serbest hem de protein ve niikleik
asit gibi makromolekiillerin SH ve NH, gruplarina bagl olarak bulunur. Bundan dolayz,
genellikle total (serbest ve bagli)) MDA degerlendirilir. DNA ve proteinlerle
etkilesiminin potansiyel olarak mutajenik ve karsinojenik oldugu gosterilmistir (Young

and Woodside 2001).

2.9. Trans-3 Hidroksisinamik Asit

Fenolik asitler, ya benzoik asit ya da sinnamik asitlerin hidroksile olmus tiirevleridir.
Bitki alemine genis 6l¢iide yayilmis maddelerdir ve hem serbest halde hem de esterleri
veya glikozidleri ile kombine halde bulunurlar (Spacil et al. 2008). Baz1 kirmizi
meyveler, karaturp ve sogan harig, yenilebilir bitkilerde hidroksi benzoik asit igerigi ¢ok
diistiktiir (Shahidi and Naczk 1995). Ayrica, hidroksibenzoik asitler hidrolize olabilen
taninler gibi (mangoda gallotannin, ¢ilek, ahududu, bogtirtlen gibi kirmizi meyvelerde

ellagitannin) kompleks yapilarin bilegenleridir (Clifford and Scalbert 2000).

Lifli materyaller yiiksek oranda flavon ve fenolik asit igermektedirler. Kumarik asit ve
ferulik asit gibi fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri diigliktiir. Kafeik asit ve
klorojenik asit ise daha fazla hidroksil grubu tasiyan fenolik bilesiklerin ise antioksidan
aktiviteleri daha yiiksektir. Bunun disginda gallik asit ve esterleri bilinen en giiglii
antioksidanlardandir (Hudson 1990). Cay 6nemli bir gallik asit kaynagidir (Tomas-
Barberan and Clifford 2000).

En sik tiiketilen sebzelerin i¢erdigi antioksidanlar arasinda askorbik asit, tokoferoller,

karotenoidler, flavanoller ve fenolik asitler gibi fenolik bilesikler sayilabilmektedir.
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Ancak meyvelerle karsilastirildiginda sebzelerin genellikle daha disiik oranda
antioksidan bilesik icerdikleri bilinmektedir (Heinonen 2002).

Ferulik asit, basglica besin kaynagimizi olusturan tahillarda en fazla bulunan fenolik
asittir (Sosulski er al. 1982; Lempereur et al. 1997). Ferulik asit bilhassa tahilin dig
kisminda bulunur. Bugday tanesinin aleuron tabakasi ve perikarbi toplam ferulik asidin

% 98’ ini icerir (Lempereur et al. 1997).

Fenolik asitler genelikle serbest halde bulunmamaktadir. Serbest halde bulunan fenolik
asitler, ince ve kalin bagirsaktan absorbe edilmektedir. Ancak alkoller, sekerler veya
organik asitler ile esterlesen, aktif hidroksil grubu iceren fenolik asitler ise ince
bagirsakta esteraz enzimi bulunmamasindan dolay1 ince bagirsak tarafindan absorbe
edilememektedir. Fakat kalin bagirsakta bulunan bazi bakteriler tarafindan metabolize

edilerek absorbe olmaktadirlar (Acar ve Gokmen 1998; Vallejo et al. 2004).

0\ OH o. JOH
" J
Rs R3
Ry
Rs Rs
Ry
Benzoik Asit Sinnamik Asit

Sekil 2.11. Fenolik Asitlerin Temel Kimyasal Yapisi1 (Spacil et al. 2008).
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Sekil 2.12. Baz1 benzoik asitlerin kimyasal yapilari (Spacil ef al. 2008).

0 O 0
Of\\\/\LOH " "OH /@A\/‘LOH
HO HO
HO OH OCHg
p-kumarik asit Kafeik Asit Ferulik asit

Sekil 2.13. Bazi sinnamik asitlerin kimyasal yapilar1 (Spacil et al. 2008).

Hidroksisinamik asitler, hidroksibenzoik asitlerden daha yaygindir. Bu asitler
dondurma, sterilizasyon veya fermantasyona ugrayarak islem gérmiis gidalar haricinde,

nadiren serbest formda bulunurlar (Macheix et al. 1990).

Hidroksisinamik asitler, fenil-propanoid tiirevleridir ve genellikle bitkisel gidalarda
bulunur (AbuAmsha et al 1996). Hidroksisinamik asitler, bitkilerin fenolik
metabolizmalarinda merkezi rol oynayan ve fenil alaninin biyosentetik tiirevi olan
fenolik bilesenlerdir. Bu bilesikler ayn1 zamanda flavonoidlerin dnciistidiir ve bitkilerde
hiicre duvarinin yapisina katilirlar (Heller and Forkmann 1993). Genellikle bu tiir
fenolik asitler bitkilerde esterleri halinde veya sekerlerle, organik asitlerle veya yaglarla
birlesmis halde bulunurlar (Wallace and Fry 1994). Hidroksisinamik asitler trans
konumunda daha kararlidirlar. Ancak UV 1sinlarina maruz birakildiklarinda trans

izomerinden cis izomerine dontsiirler (Spanos and Wrolstad 1992). Bu bilesenler

B
|
I*
I
[,7.’
|
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meyve, sebze, ¢icek, findik, tohum ve sarap, ¢ay, kahve ve zeytinyagi gibi bitki-ttirevli
iirtinlerde bulunurlar (Herrmann 1989;Cadenas and Packer 2002). Kafeik asit, p-
kumarik asit ve kafeik asidin kuinik asit esteri olan klorojenik asit, elma, armut ve izim
gibi meyvelerde ve bitkilerde en ¢ok bulunan Hidroksisinamik asitlerdir (Cadenas and

Packer 2002).

Cogu meyvenin toplam hidroksinnamik asit igeriginin % 75-100 araliginda oldugu

belirtilir (Manach et al. 2004).

\/U\OH

OH

Sekil 2.14. trans-3 Hidroksisinamik asit’ in kimyasal yapist
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=trans+3-+hydroxycinnamic+asit
&interface=All&N=0&mode=match®20partialmax&lang=en&region=TR&focus=product).




31

3. MATERYAL ve YONTEM

Bu deneysel calisma Atatiitk Universitesi Deney Hayvanlart Arastima Merkezi,
Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Laboratuar: ve Agri Ibrahim Cegen
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuarinda gergeklestirilmistir. Caligma ile ilgili
olarak Atatiirk Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu' nun onayi alindi
(04/11/2016 Tarihli Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Toplanti Sayr No:7-Karar
No:148).

3.1. Materyal

3.1.1. Deney hayvanlan

Bu projede agirliklart 200-220 gram arasinda degisen, Wistar Albino cinsi 24 adet erkek
sican kullanildi. Deneyde kullamlan siganlar, Atatiirk Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma Laboratuarindan temin edildi. Sicanlar c¢aligma siiresince standart 1s1
(25+1°C) ve 151k (12 saat aydinlik, 12 saat karanlk), nem (% 55+5) ortaminda, yeteri
kadar su ve yem (Standart Sigan Yemi) verilerek 1 hafta stireyle beslendiler. Siganlara

deneyden 24 saat 6nce su serbest olmak tizere a¢ birakildi.

3.1.2. Kullanilan ilaclar

Metotreksat  (Emthexate-S 50 mg 1 Flakon-MED ILAC), Sevofluran 100 ml Kogak
Farma flag A.S. Tiirkiye, Pentotal (Thiopental sodium) Ulugay A.S. Tirkiye ve trans-3

hidroksisinnamik asit ise Sigma-Aldrich, USA temin edildi.




3.2. Metot

3.2.1. Deney plam
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Calismamizda, 6 adet sican igeren 4 grup olusturuldu. Gruplar; Kontrol, Metotreksat (1

giin-tek doz), trans-3 Hidroksisinnamik asit (5 glin-5 ardigik doz) ve Metotreksat+trans-

3 Hidroksisinnamik asit seklinde olusturuldu.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan gruplar ve gruplara uygulanan tedaviler.

Deney Gruplarimiz | 1.Giin 2.Giin (3. Giin |4.Giin [5.Giin
Kontrol Grubu - - - - Sakrifikasyon
yapildi.
Metotreksat 20 mg/kg i.p - - - Sakrifikasyon
(MET) Grubu MET verildi. yapild.
trans-3 100 mg/kgip |100 100 100 100 mg/kg i.p
Hidroksisinnamik |HS verildi mg/kg i.p |mg/kg i.p |mg/kg i.p |HS verildi
asit (HS) Grubu HS HS HS daha sonra
verildi verildi  |verildi  |Sakrifikasyon
yapildi.
Metotreksat+trans-|20 mg/kg i.p 100 100 100 100 mg/kg i.p
3 MET verildi. mg/kg i.p |mg/kg i.p |mg/kg i.p |HS verildi
Hidroksisinnamik |Daha HS HS HS daha sonra
asit MET+HS) sonrasinda verildi verildi ~ |verildi  |Sakrifikasyon
Grubu 100 mg/kg i.p yapildi.
HS verildi.

Kontrol Grubu: Kontrol grubu olan bu hayvanlara hi¢gbir madde verilmedi.

Metotreksat (MET) Grubu: Bu gruptaki hayvanlara uygulanan sivi formdaki MET,

calismanin ilk giinii 20 mg/kg dozda i. p. olarak tek doz uygulandu.
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trans-3 Hidroksisinnamik Asit (HS) Grubu: Bu gruptaki hayvanlar, sadece 5 giin
boyunca 100 mg/kg dozda ve i.p. olarak trans-3 hidroksisinnamik asit verildi. Bunun
icin 100 mg/kg trans-3 hidroksisinnamik asit, % 20 oraninda etanol iginde ¢ozdiirtilerek
bir soliisyon hazirlandi ve bu soliisyon, 100 mg/kg dozunda 1 cc kadar intraperitoneal

yolla uygulandi.

Metotreksat+trans-3 Hidroksisinnamik Asit (MET+HS) Grubu: Bu gruptaki
hayvanlara, ilk giin 20 mg/kg tek doz MET i.p yoluyla verildi, daha sonra 100 mg/kg
trans-3 Hidroksisinnamik asit, 5 giin boyunca her giin taze olarak hazirlanip siganlara

uygulandi.

Deney ilk ve son giinii sicanlarin agirliklar tartildi. [lag uygulamalari siganlarn
agirliklarina gore yapildi. Tiim gruplarin enjeksiyonlari i.p. sekilde ayn1 giin baslandi ve
5 giin boyunca yapilarak yine ayni glin sonlandirildi. Siganlar sakrifiye edildikten sonra
doku biyokimyasal dl¢timler yapilmak tizere karaciger doku ornekleri alindi. Alinan

doku 6rnekleri daha sonra ¢aligilincaya kadar -80 °C’ de saklandi.

3.2.2. Doku érneklerinin alinmasi ve hazirlanmasi

Sicanlar, son enjeksiyondan 12 saat sonra, yani deneyin besinci glinii sonunda, deneyler
icin gerekli olan doku &rnekleri inhalasyon yoluyla sevofluran anestezisi altinda alinip
yiikksek doz i.p. olarak uygulanan Thiopental sodyum 400 mg/kg doz uygulanarak
sakrifiye edildi.

Sicanlar sakrifiye edildikten sonra doku biyokimyasi i¢in karaciger doku oOrnekleri
alindi. Alinan bu doku ornekleri MDA, SOD ve GSH tayini i¢in ¢alisilacaklar1 giine
kadar enzim aktivitelerini korumak tizere -80 °C de derin dondurucuya muhafaza edildi.
MDA ve antioksidan enzim Ol¢timlerinin yapilacagi giin dokular sivi azotta muamele
edilerek 6gitiliip vidali ependorf tiiplere 100 mg tartilarak konuldu. Daha sonra PBS
tampon eklenerek 5000 devirde 15 dk santrifiij edilerek homojenize edildi. Bu
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dokulardan homojenatlar hazirlanip, bu homojenatlardan elde edilen stipernatanlar doku

biyokimyasi ¢alismast i¢in ayrildi.

3.3. Yontem

3.3.1. Dokularmin biyokimyasal analizi

Ayrilan stipernatantlar SOD enzim aktivitesi, GSH ve MDA miktarlar1 l¢timii igin
kullanildi. Her bir parametre igin homojenize edilmis dokularin siipernatantlarin da
protein seviyesi olgiildii ve ortalamatstandart sapma seklinde gosterildi. SOD enzim
aktivitesi Sun ve arkadaslarinin gelistirmis oldugu y6ntemin Elisa’ ya modifiye edilerek
96> lik well plate’ te her bir sican dokusu ig¢in, lipit peroksidasyon iirtinii MDA
seviyeleri Ohkawa ve arkadaslarinin gelistirdigi yontemin yine Elisa’ ya modifiye
edilerek 96’ lik well plate’ te her bir sigan dokusu i¢in ve GSH seviyesi ise Sedlak ve
arkadaglarmin gelistirmis oldugu yontemin Elisa’ ya modifiye edilerek 96 Lk well

plate’ te her bir sican dokusu i¢in ikiger tekrarlamali olarak &l¢tildii

3.3.2. Doku numunelerinin hazirlanmasi

Her bir sigandan alinan doku teker teker sivi azot ile bilyeli 6glitlictiye konularak
(Qiagen Tissuelyser II) (Sekil 3.21) toz haline getirildi. Dokular toz haline geldikten
sonra her biri yaklasik 100 mg tartilarak vidali ependorf tiiplere aktarildi ve icerisine 1
ml fosfat tamponu (PBS) eklendi ve iyice karigtirildi. Elde edilen karisim yine Qiagen
Tissue Lyser II homojenizatériiniin 48 1i adaptori ile homojenize edildi (30 hz 3 dk).
Daha sonra literatlirlere uygun olarak her 6l¢lim i¢in sogutmali santrifiijde belirtilen

hizlarda +4 °C’ de santrifiij edildi. Olgtimler de stipernatant kismi kullanildi.




35

Sekil 3.1. Deneyde kullanilan doku homojenizatérii ve bilyeli 6giitiicii.

3.3.3. Protein tayini

Deney Prensibi: Lowry metoduna gore ticari protein standartlari kullanilarak protein

konsantrasyonlari tespit edildi. (Sigma Aldrich, Total protein kit-TP0300-1KT-USA).

Kullanilan Reaktifler

1) Lowry Reagent Soliisyonun Hazirlanmasi: lyice karistirlacak sekilde bir siseye
Lowry Reagent i¢ine 40 ml saf su eklenerek soliisyon hazir hale getirilir.

2) Folin & Ciocalteu’s Phenol Reagent (Working) Soliisyonun Hazirlanmasi: 4.75
ml saf su igerisine 450 ul Folin&Ciocalteu’ s Phenol Reagent eklenerek hazirlanir. ;
3) Protein Standart Soliisyonun Hazirlanmasi: 20 ml saf su igerisine 32 mg BSA

ile ¢cozlintir hale getirerek hazirlanir.
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Deney Prosediirii

1. Tim kuyulara 95 pl saf su konur (Standartlar harig).

2. Her bir numune 5 pl olacak sekilde kuyulara (well) eklenir. Standartlar kuyulara
100 pl eklenir.

3. Plate’ i shaker ile 10 dakika boyunca sallayarak inkiibe edilir.

4. Standart ve kor kuyularda dahil olmak tizere her bir kuyuya 50 ul Lowry Reagent
soliisyonu karigtirilir.

5. Oda sicakliginda (25+1 °C) 20 dakika inkiibe edilir.

6. Tim kuyulara 50 pl Working soliisyonu eklenir.

7. 30 dk oda sicakliginda (25+1 °C) inkiibe edilir.

8. Elisa’ da 750 nm’ de (standart deger) 6lgtim yapilir.

3.3.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivite Tayini

Deney Prensibi: Yontem olarak Sun ve arkadaglarmin gelistirmis oldugu metot esas
alinarak gergeklestirilmistir (Sun ez al. 1988). Bu metodun prensibi stiperoksit tireticisi
olan ksantin-ksantin oksidaz sistemi nitroblue tetrazolium’ u (NBT) indirgenmesi
esasimna dayanmaktadir. Yontemin esasi, ksantinin oksidasyonu ile ksantin oksidaz

b

sirasinda acifa ¢ikan O, ¢ nin NBT’ yi rediikleyerek, farmazon meydana getirme
esasma dayanmaktadir. SOD aktivitesi yiikseldikge, NBT ile reaksiyona giren O, ¢

miktar1 azalacak ve sonug olarak formazon olusumu da azalacaktir.

Kullanilan Reaktifler

1) PBS homojenat tamponu olarak kullanildi.

2) Karisim igerisinde 0.3 mM Xanthine, 0.6 mM EDTA, 150 uM NTB, 0.4 M Na,COs3
ve 1.2 g/lL BSA maddeleri bulunur.

3) Xanthine Oxidase.

4) 50 mM pH: 0.8 Tris-HCL

5) SOD standart.
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Deneyin Yapilisi
Doku homojenizasyonu,

1. Dokularin homojenize edilmesi s1iv1 azot altinda olusturuldu.

2. Dokulan kandan uzaklastirmak i¢in PBS ile yikandi.

3. Her bir dokuya 1 ml PBS olacak sekilde Qiagen Tissue Lyser [ homojenizatorii ile
homojenize edildi (30 hz 3 dk).

4, +4°C’ de 1500 g’ de 15 dakika stiresince santrifiij edildi.

5. Uste kalan stipernatant (s1v1) kisminda 6l¢tim yapildi.

Calisma toplam 96 kuyucuklu plate'lerde gerceklestirildi. Olciim asagidaki siralamaya
gore yapilds;

1. 50 pl numune ve standartlar kuyulara eklendi.

2. Plate’ in kor kismina 50 pl homojenat tamponu konuldu.

3. Tim kuyulara 200 pl olacak sekilde 6l¢tim karigimi eklendi.

4. 20 pl olacak sekilde tiim kuyulara Xanthine Oxidase eklendi.

5. 1Ilk kuyulara Xanthine Oxidase eklendikten sonra 20 dakika boyunca ve 25 °C
sicaklikta inkiibasyona birakildi.

6. Inkiibe edildikten sonra Elisa reader da 560 nm’ de okutuldu.

SOD Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi: Meydana gelen mavi-mor rengindeki
formazon boyasindaki absorbans miktarlart 560 nm’ de 96 lik well plate kullanilarak
okundu ve seyreltme katsayilari dikkate alinarak daha 6nceden hazirlanan SOD stok
¢ozeltisi ile hazirlanan standart grafikten yararlanarak Gl¢imler hesaplandi.
Numunelerin SOD aktivitesi, U/mg protein seklinde tarif edildi. 2 kez tekrar yapilarak

her bir doku faktdriiniin etkisi belirlendi.
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3.3.5. Total Glutatyon (GSH) Seviyesi Ol¢iimii

Deney Prensibi: Yontem olarak Sedlak ve arkadaglarimin gelistirdigi metot esas
alinarak gerceklestirildi (Sedlak and Lindsay 1968). Ol¢iim ortaminda bulunan DTNB
5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) distilfit bir kromojendir ve siilthidril gruplu

bilesikler tarafindan kolayca indirgenir. Olusan sar1 renk 412 nm spektrofotometrik

olarak olgiilebilir.

Kullanilan Reaktifler

1. PBS homojenat tamponu olarak kullanildi.

2. Olgiim tamponu; 0.2 mM EDTA igeren 200 mM Tris-HCI, pH: 8.2
3. 10 mM DTNB, methanol

4. Standart GSH stok

Deneyin Yapilisi

Doku homojenizasyonu;

BN

0.1 g (100 mg) dokuya 1 ml PBS eklendi.

Qiagen Tissue Lyser II homojenizatorii ile karisim homojenize edildi (30 hz 3 dk).

+4°C” de 12000 rpm’ de 15 dk da homojenatlar santrifiij edildi.

GSH o6l¢timii i¢in meydana gelen siipernatantlar kullanildi.

Olciim 96 tane kuyucuklu plate’te asagidaki gibi yapilds;

BN

Kuyulara 25 ul olacak sekilde numune ve standartlar eklendi.
Homojenat tamponu plate’ in kor kismina 25 pl kadar konuldu.
Tiim kuyulara 6lgiim tamponu 150 pl eklendi.

DTNB 10 pl pipetlenerek tiim kuyulara karistirildi.
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5. Plate’ e gerekli yiiklemeler yapildiktan sonra 37 °C’ de 30 dakika inkiibasyona
birakildi.

6. Son olarak 412 nm de Elisa’ da 6l¢tim alindi.

GSH Miktarmin Hesaplanmasi: Meydana gelen sari renk miktarlar1 412 nm’ de 96’
lik well plate kullamilarak olgtildii ve seyreltme katsayilart dikkate alinarak daha
onceden hazirlanan GSH stok ¢ozeltisi ile olusturulan standart grafikten faydalanarak
Olgtimler hesaplandi. Numunelerin GSH miktarlari, nmol/mg protein olarak belirtildi.

Her bir doku faktoriiniin etkisi 2 kez tekrar edilerek belirlendi.

3.3.6. Lipit peroksidasyon Seviyesi Ol¢iimii

Deney Prensibi: Yontem olarak Ohkawa ve arkadaslarinin gelistirdigi metot esas
alinarak olglim gerceklestirildi (Ohkawa 1979). Lipit peroksidasyonun gostergesini
MDA' nmm miktar1 belli etmektedir. Tiyobarbitiirik asit reaktif tiirlerinin
konsantrasyonuna gore, lipit peroksidasyon miktar dl¢tiliir. MDA, tiyobarbiitirik asit ile

90-95 °C’de tepkime vererek pembe renkli kromojen olusturur.

Kullanilan Reaktifler

1. PBS homojenat tamponu olarak kullanildi.
2. Olgiim tamponu; % 8 SLS, % 0.08 TBA ve % 20 Asetik asit.
3. 1,1,3,3-Tetraecthoxypropane (MDA) stok standart.

Deneyin Yapihisi

Doku homojenizasyonu;

1. 1 ml PBS olusturulan 100 mg dokular ile kapal: tiiplere konuldu.
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2. Qiagen Tissue Lyser I homojenizatorii tiiplerdeki karigim ile homojenize edildi (30
hz 3 dk).
3. Elde edilen homojenat +4 °C’ de 4000 rpm’ de 15 dk santrifiijlenir.

4. Tupteki stipernatant kisim (stvi) MDA 6l¢timii igin kullanilir.

96 well plate’ te dlglim su sekilde yapildi;

50 pl numune ve 10 pl standartlar kuyulara eklendi.
Plate’ in k6r kismina 10 pl homojenat tamponu konuldu.
Tiim kuyulara 6l¢tim tamponu 190 pl eklendi.

100 °C’ de 1 saate kadar karisim inkiibasyona birakild:.

Inkiibasyondan sonra plate’ in biraz sogumasi i¢in beklendi.

AN et

Ve son olarak 532 nm de Elisa’ da 6lgtim alindi.

MDA Miktarmmm Hesaplanmasi:: 100 mM stok standart ¢o6zeltisinden farkh
konsantrasyonlarda hazirlanan standartlar, numunelerle aym sartlarda ¢aligildt ve
meydana gelen pembe renk miktarlart 532 nm’ de 96’ lik well plate kullanilarak Elisa’
da okundu ve elde edilen sonuglar ile standart grafigi ¢izildi. Bu grafikten elde edilen
egim sabiti numunelere uygulanarak MDA miktar1 yas, gram ve doku basina nanomol
olarak hesaplandi. Daha sonra numunelerin MDA miktarlari, nmol/mg protein olarak

belirtildi. Her bir doku faktoriiniin etkisi 2 kez tekrar edilerek belirlendi.

3.4. istatistiksel Analiz

Yapilan bu ¢alisma sonucunda istatistiksel analizler ve karsilagtirmalar IBM SPSS
Statistich 19.0 software programi kullanilarak hazirlandi. Deneylerden elde edilen
sonuclar ortalamatstandart sapma olarak verildi ve 0.05' in altindaki P degerleri,
istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi. One-Way ANOVA testinde Post Hoc
Coklu karsilastirmali testlerden Duncan’ a gore gruplar arasi farkin 6nemlilik derecesi
belirlendi. Her bir farkli harf diger gruptan istatistiksel olarak farkli, ayni harfler ise

anlamsiz oldugunu gostermektedir.




4. ARASTIRMA BULGULARI
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Cizelge 4.1. Tiim gruplarn SOD (U/mg protein) aktivitesi, GSH (nmol/mg protein) ve MDA
(nmol/mg protein) seviyelerine ait Ortalama+Standart Sapma (Ort£SS) degerleri tablo halinde

sunulmustur.
SOD (U/mg GSH (nmol/mg | MDA (nmol/mg
protein) protein) protein)
KONTROL (n=6) | 35.18+5.49 3.89+0.58 1.79+0.27
MET (n=6) |20.91£3.37 1.53£0.31 2.68+0.56
HS (n=6) | 31.51+£6.48 3.77£0.85 1.74+0.39
MET+HS (n=6) | 26.04+4.52 2.90+0.45 2.20+0.54
SOD (U/mg protein)

45 -

40 c

. b,c

| b
30 -
a

25 -

20 -

15

10

5 .

0

KONTROL MET HS MET+HS

Sekil 4.1. SOD (U/mg protein) aktivitesine ait gruplar arasi karsilastirmalar.

¢: Kontrol ve hidroksisinnamik asit gruplar1 diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosteriyor (p<0.05). Kontrol ve hidroksisinnamik asit gruplari arasinda anlamli bir fark yoktur.

a: MET diger gruplardan istatistiksel olarak anlaml farklilik gosteriyor (p<0.05)

b: MET+HS asit grubu kontrol ve metotreksat gruplarindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosteriyor (p<0.05). HS ve MET+HS gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir.
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GSH (nmol/mg protein)

5 -
45 -

4 g

b

3,5 A

3 i
2,5 A

a

2 -
1,5 +

1 =
0,5 4

0

KONTROL MET MET+HS

Sekil 4.2. GSH (nmol/mg protein) seviyesi i¢in gruplar arasi karsilastirmalar.

a: MET diger gruplardan istatistiksel olarak anlaml farklilik gosteriyor (p<0.05)

b: MET+HS grubu diger gruplardan istatistiksel olarak anlaml farklilik gosteriyor (p<0.05)

c: Kontrol ve HS gruplar1 diger gruplardan istatistiksel olarak anlamh farkhlik gosteriyor (p<0.05).
Kontrol ve HS gruplar1 arasinda ise anlamli bir fark bulunmamaktadir.

MDA (nmol/mg protein)

3,5 5

3
2,5

5 |
1,5

.
0,5

0

KONTROL MET+HS

Sekil 4.3. MDA (nmol/mg protein) seviyesi i¢in gruplar arasi karsilastirmalar

a: kontrol ve HS gruplari diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteriyor (p<0.05).
Kontrol ve HS gruplar1 arasinda anlamli bir fark yoktur.

b: MET+HS grubu diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteriyor (p<0.05)

c: MET diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteriyor (p<0.05)
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4.1. Tartisma

Metotreksat (MET), kanser tedavisinde etkin olarak kullanilan ilaglardan birisidir. Bir
folik asit antagonisti olan MET karaciger iizerine toksik etkileri oldugu bilinmektedir.
MET' in toksik etkilerinin azaltmak amaciyla yeni ilaglarin gelistirilmesi 6nem arz
etmektedir. Bununla ilgili olarak hasari azaltacak ve karacigeri koruyacak ilaglarin
uygulanmasi faydali bir yaklagim olacaktir. Bu nedenle MET sonucu olusan serbest
radikallerin zararini en aza indirmek i¢in antioksidan kapasitelere sahip maddelerin

sigan karaciger hasar modelinde olasi yararli etkilerinin aragtirilmasi planlandi.

[laglara bagl gelisen toksik olaylar, karaciger hasarinin en sik sebeplerinden biri olarak
tanmimlanmaktadir. Bunun da nedeni karacigerin birgcok ilag veya kimyasal ajanin
metabolizmasi i¢in temel organ olmasidir. Toksik hepatit nedenleri genel olarak ti¢
baslik altinda incelenir. Bunlar; ilaglar, dogal toksik ajanlar ve kimyasal maddelerdir.
[laglarin karacigerde biyotransformasyon mekanizmalar1 toksik etkinin daha iyi
anlagilabilmesi i¢in kisaca ilaglarin normal metabolizmasina bakmak gerekir (Arici

2008).

[laca bagli hasar gelisiminde ilk basamak siklikla p450 aracili reaktif metabolit
olusumudur. Reaktif metabolitler genellikle ilag metabolizmasinin mindr {irtinleridir ve
reaktif yapilari sebebi ile de ¢ok kisa omdurliidiir. Reaktif metabolitlerin emniyetli
uzaklastirilmasinda major yol GSH ile konjugasyondur. GSH organizmada tiim hiicreler
tarafindan sentezlenmekle birlikte major sentez yeri karacigerdir. Toksik metabolitler
pek ¢ok mekanizma ile karaciger hiicresinde hasara yol agabilir. Ancak en 6nemli iki
mekanizma kovalent baglanma ve oksidatif strestir. Reaktif metabolitler igin kritik
hedef mitokondridir. Reaktif metabolitler, mitokondrinin idamesinden sorumlu anahtar
proteinlere kovalent baglanabilir veya mitokondri DNA' sin1 hasarlar. Mitokondri GSH
sentezleyemez ve sitozolden gelen GSH' a bagimlidir. Olusan reaktif oksijen
metabolitlerini glutatyon peroksidaz ile uzaklastirir. Mitokondri tarafindan serbest
oksijen metabolitleri devamli yapildigindan, mitokondri GSH miktarinin azalmasina

dzellikle duyarhidir (Besisik 2007).
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Lipid peroksidasyonu oksidatif stresin 6nemli bir sonucudur (Manda and Bhatia 2003b).
Lipit peroksidasyonu, serbest radikallerin ¢oklu doymamis yag asitleriyle etkilesmesi
sonucu baglar. MDA lipid peroksidasyonunun son trtintidiir ve lipit peroksidasyonunun
en yaygin kullanilan belirleyicilerinden biridir. Oksidatif strese maruz kalan dokularda
MDA seviyesinde artis goriiliir. Bagka bir deyisle plazma MDA seviyesi oksidatif stres

i¢in potansiyel bir biyomarker olarak kullanilabilir (Kovacic and Jacintho 2001).

MET ¢esitli kronik inflamatuar hastaliklarda ve neoplastik durumlarda kullanilan bir
folik asit antogonisti olup, sitotoksik kemoterapotik bir ajandir. Uzun yillardan beri
16semi, lenfoma, osteosarkom, akciger kanseri, meme kanseri, bag ve boyun tlimorleri
gibi c¢esitli hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Ayrica immunsiipresif ve
antienflamatuar 6zelikleri nedeniyle MET, kanser tedavisinin diginda; romatoid artrit,
psoriasiz, sarkoidoz, vaskulit ve diger otoimmun rahatsizliklarda da kullanilan etkili bir
ilagtir (Totan vd 1999; Sendur vd 2002). Ancak bu ajanin etkinligi genellikle ciddi yan
etkileri ve toksik durumlar dolayisiyla smurlanmistic (Jahovic et al. 2003). MET, S
fazindaki hiicreleri etkiler. MET ve metabolitleri hiicrelere aktif tasima ile girer ve
biiyiik oranda bobrek yoluyla elimine olur. MET bobreklerde haftalar, karacigerde ise
aylar boyunca kalmaktadir (Hardman and Limbird 2001). Sigan ve farelerde uygulanan
MET dozunun % 50° den fazlasi karacigerden safra ile elimine olmaktadir (Henderson

et al. 1965).

MET gibi sitotoksik 6zellige sahip ilaglar yalmiz kanser hiicrelerine kars1 degil, saglikli
ve malign biitlin hizli béliinen hiicreleri etkilerler. Bu nedenle yaygin toksik etkileri
vardir (Reide and Taylor 2000). Klinikte genis kullanim alanlari olmasiyla birlikte,
karaciger lizerine toksik etkisinden dolay1 daha fazla 6nem kazanmistir (Uraz vd 2005).
MET Kkaracigerde enzimatik bir sistem araciligtyla major ekstraselliiler metaboliti olan
7-hidroksimetotreksat’ a doniistir (Kuzu vd 2007). MET hiicre iginde poliglutamat
formunda tutulur. MET kullanimu ile hiicre i¢indeki poliglutamat formunun miktar: artar
ve folik asit seviyeleri diiser. Bu da hepatosit nekrozuna sebep olur (Gochee ef al.
2003). Poliglutamat formunun seviyesinin artmasi intraselliiler alanda ilacin varligim

artirir. Bu  mekanizmanin - MET’ in  hepatotoksik etkisinin sebebi oldugu
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diistiniilmektedir (Aboutwerat et al. 2003). Kronik disiik doz MET, fibrozis ve siroza
yol agarken, yiiksek doz karaciger fonksiyon testlerinde bozulmaya yol acar (Sahan ve

Oztiirk 2003).

Literatiir taramalarinda; Krokower ve Kamen (1983), 10 mg/kg (diisiik doz) i.p. MET’
in rat beyninde hizli bir sekilde birikip bir hafta boyunca MET poliglutamatlarin yiiksek
seviyelerde bulundugunu gostermislerdir. Kobaylarda deneysel olarak diisiik doz MET?
in serebellumun purkinje hiicrelerinde dejenerasyona yol agtifn El-Badawi ve

arkadaslar1 (1990) tarafindan gosterilmistir.

Deneysel olarak MET” in noral tiip defekti yaptig1 bilinmektedir (Vatansever vd 2003).
Klinik olarak hastalarda MET’ in paraparezi, ndrojen mesane, afazi, hemiparezi, biling
bulanikligi ve polinéropati, kauda equina sendromu, radikiilit gibi periferik sinir sistemi
semptomlarina neden olabilmektedir. MET” in bu yan etkileri kanser hastalarinda

tedaviye uyumu bozmaktadir (Cinbis vd 2003; Birtas vd 2004).

Serbest radikaller, hiicre ic¢inde antioksidan kapasiteyi asan konsantrasyonlarda
bulunduklar1 zaman; basta lipitler olmak tizere, protein, DNA, karbonhidratlar ve
enzimler gibi birgok molekiille reaksiyona girdikleri saptanmistir (Bonnefoy et al.
2002). Serbest radikallerin zararli etkilerine kars1 organizmada koruyucu mekanizmalar
vardir. Bu mekanizmalardan bir kismi serbest radikal olusumunu, bir kismi ise olusmus
serbest radikallerin zararl etkilerini 6nler. Bu islevleri yapan maddelerin tlimiine birden

genel olarak antioksidanlar denir (Fujise 1982; Yanbeyi 1999).

Glutatyon, enzimatik olmayan antioksidan sistemin Snemli bir pargasidir. Serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur.
Rediikte glutatyon/okside glutatyon orami, oksidatif durumlarda azalir (Ames et al.
1993).
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SOD' un fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri O,*’ in hasarlayici
etkilerine ve lipid peroksidasyonu gibi zararl etkilere karst korumaktir. Dolayisiyla

antioksidan savunmada oldukca nemli bir enzimdir (McCord 2000).

Son zamanlarda yapilan deneysel calismalarda MET' in karaciger hasarinda 6nemli bir
rol oynayan oksidatif stres ve antioksidan tedaviler yoluyla bu olumsuz etkide azalma
gosterilmistir. Vardi ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada, MET' in
ratlarda intestinal sistemde olusturdugu oksidatif hasara kars1 kayis1 ve beta karotenin
koruyucu etkilerinin arastirtldigi bir ¢alismada MET uygulamasi ile ratlarin intestinal
dokusunda MDA ve MPO aktivitesinin arttigi; SOD, CAT (katalaz) ve GSH igeriginin
ise azaldig1 tespit edilmistir (Vardi et al. 2008). Yine ratlarda MET' e bagli hepatik
oksidatif hasarin curcumin verilmesiyle azaltildiginin gosterildigi, Hemeidan ve
arkadaslart (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada MET, oksidan/antioksidan dengesini
anlamli bir sekilde degistirmis, MDA seviyesinde artis ile birlikte GSH igerigi ve SOD
ile CAT aktivitelerini azaltmistir. Bizim ¢alismamizda da MET kullanimimin oksidatif

doku hasarina neden oldugunu gézlemledik.

Daha Once yapilan ¢aligsmalara gore; folik asit, ayn1 zamanda bir antioksidan ajan olup,
etki mekanizmasi ile iliskili olarak MET’ in toksik etkilerini azaltmak i¢in yaygin
olarak kullamlir. Eslik eden folik asit kullanimimmin MET' in etkinligini azaltabildigi
yoniinde tartigmalar vardir. Dolayistyla yeni antioksidan ajanlar MET toksisitesine kars1
deneysel olarak kullanilmigtir. Bu antioksidan maddelerden biri melatonin olup, MET
in yol actig1 hepatorenal ve ince barsak oksidatif hasarma kars1 yararl etkileri
gosterilmistir. Ayrica bazi arastirmacilar, MET ile olusturulan oksidatif hasara karst
lokosit, karaciger ve bobrek {izerinde taurin ve L-karnitinin yararli etkilerini
gostermislerdir (Ames ef al. 1993). Yine yapilan bir¢ok calismada metotreksat verilmesi
sonucu SOR’ un olustugu ve bunun da hiicre membranindaki lipid komponentlerini
etkileyerek lipid peroksidasyonuna neden oldugu ve hiicreye zarar verdigi anlagilmistir.
Metotreksat verilmesini takiben hiicrede lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA

ve inflamatuar yanitin gostergesi olan MPO seviyelerinde artis, hiicredeki GSH
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seviyesinde azalmaya neden olarak, hiicrenin SOR’ a daha duyarl: hale gelmesine neden

olur (Miketova et al. 2005).

Maiguma et al. (2009), normal insan epidermal keratinosit hiicre serilerinde MET ve 5-
Florourasil’ in indiikledigi sitotoksisiteyi arastiran ¢aligmalarinda, MET ile indiiklenen
toksisitenin oksidatif stres ve SOR ile yakindan iligkili oldugunu gostermislerdir. MET’
in spesfik olarak normal insan epidermal keratinositlerinde (in vitro hiicre kiiltiirii
ortaminda) intraseliiler siiperoksit radikallerinin aktivasyonu aracilig: ile sitotoksisiteye
neden oldugunu ortaya koymuslardir. MET” in ayrica insan epidermal keratinosit
hiicrelerinin yasayabilirligini azalttiini gdstermiglerdir. Aymi caligmada hidroksil
radikali temizleyicisi bir antioksidan olan amifostinin MET’ in indiikledigi hiicre

hasarini geri ¢evirdigi gosterilmistir.

Vardi et al. (2010) rat karacigerinde yaptiklari calisma, Devrim ve arkadaslarinin
(2005) rat bobreginde yaptiklari c¢aligmada, Uzar ve arkadaglarinin (2008) rat
serebellumunda yaptiklar1 ¢alismada (Armagan er al. 2008), Ciralik ve arkadaslarinin
(2006) rat intestinal dokusunda yaptiklar1 caligmada MET” in MDA seviyelerini anlamh

derecede arttirdig saptanmaistir.

Jahovic et al. (2004) 20 mg/ kg tek doz MET intraperitoneal uygulanan ratlarin kan,
karaciZer, bobrek ve ince bagirsak dokularinda GSH seviyelerinde azalma, inflamatuar
yanitin gostergesi olan myeloperoksidaz aktivitesinde artma ve MDA seviyelerinde
belirgin artma oldugunu bulmuglardir. Miyazono ve arkadaslar1 (2004) MET’ in yan
etkisi olarak rat ince bagirsaginda SOD ve katalaz aktivitelerinde artma, GSH
seviyelerinde azalma oldugunu gostermisler ve MET® in yol agtif1 ince bagirsak
hasarinda oksidatif stresin 6nemli rolii oldugunu 6ne stirmiislerdi. Bu nedenle MET
toksisitesinden korunmak i¢in antioksidan ajanlarla birlikte kullanmas1 gerekliligi 6ne

stirtilmektedir.

Giiniimiizde MET’> e bagh karaciger hasar1 ile ilgili yapilan ¢aligmalar apoptozis,

proapoptotik gen ve faktorler {izerine yogunlagmistir (Neuman et al. 1999; Kobayashi et
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al. 2002). Apoptozis DNA kirilmast ve kromatin yogunlasmas: ile baslayan
programlanmis hiicre 6limudiir. Apoptozise ugramis hiicreler inflamatuar yanit
olusturmaksizin makrofajlar tarafindan fagosite edilirler (Hickman 1992). Apoptozise
yol acan birka¢c mekanizma mevcuttur. Bu mekanizmalardan birisi kaspaz
aktivasyonudur. Los ve arkadaglar1 (1997) kaspaz aktivasyonunun MET’ e bagh
apoptozis igin gerekli oldugunu saptamiglardir. Baz1 giincel ¢alismalarda MET’ e bagh
karaciger toksisitesi ve TNF-a aktivasyonu arasinda baglanti saptanmistir. Neuman ve
arkadé@larmm calismasinda MET’ e bagh karaciger toksisitesinde TNF-o’ nin rol
oynadigini saptamiglardir (Neuman et al. 1999). Kobayashi ve arkadaslarinin (2002)
ratlarda yaptigi ¢alismada rejenere hepatositlerde MET” e bagli apoptoziste TNF-a’ nin

rol oynadigini saptamiglardir.

Bu arastirmalar 1s1ginda ¢alismamizda kullandigimiz MET, mevcut literatiirlerde
gosterildigi gibi, karaciger dokusunda belirgin biyokimyasal degisiklikler meydana
getirdi. Biyokimyasal degerlendirmede, sadece 5 giin boyunca 20 mg/kg dozda i.p. ile
verilen MET ve bunun sonucunda karaciger dokusunda lipit peroksidasyon gostergesi
MDA degerlerinin kontrol grubuna gére anlamli arttigi, buna karsilik SOD gibi

antioksidan enzim aktivitesinin ve GSH seviyesinin azaldigi gozlendi.

Sinamik asit dogada bulunan bir bilesendir. Bitkiler aleminin bir {iyesi olmakla birlikte
genellikle tatli kompozisyonlarda bulunur ve sinamon yaginin yapisinda bulunur
(Hoskins 1984). Son yillarda sinamik asidin insan malign tiim&rlerinde (Prostat ve
akciger melanoma, glioblastoma ve adenokarsinoma) antitiiméral aktivite sergiledigi de
gosterilmistir (Liu er al. 1995). Bazi sinnamik asit analoglarinin tirozin kinaz
inhibit6rleri gibi hareket ederek tiimor hiicre gogalmasini engelledikleri 6ne siirtilmiistiir

(Shiraishi et al. 1989).

Ekmek¢ioglu ve arkadaslari (1998) sinnamik asitin hiicre proliferasyonu ve alkalin
fosfataz, sukraz ve aminopeptidaz N farklilagma belirtegleri tizerine etkisini insan kolon

adenokarsinoma hiicrelerinde incelemistir. Bu ¢alismada sinnamik asitin énemli bir
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antiproliferatif ajan oldugu ve biiyiiyen hiicrelerde DNA sentezini inhibe ettigi ortaya

konmustur.

Bizim ¢alismamizda da amacimiz, yaygin olarak kullanilan bir ilag olan MET tarafindan
karacigerde olusturulan oksidatif strese karsi trans-3 hidroksisinnamik asit' in
antioksidan etkilerini incelemektir. trans-3 Hidroksisinnamik asit kullanimimin, MET ile
olusturulan oksidatif karaciger hasari lizerine olan olasi yararli etkilerinin ve tedavideki
etkinliginin arastirilmasi1 hastalar i¢in onem arz etmektedir. Biz de bu tez galismasinda
trans-3 hidroksisinnamik asit kullanimmin MET ile olusturulmus akut karaciger

hasarinda bazi oksidatif stres belirteclerini 6nemli oranda azalttigini tespit ettik.

Biitiillenmis hidroksi toluen ve biitiillenmis hidroksi anisol gibi sentetik antioksidanlarin
toksik ve kanserojen olabilecegini ortaya koyan c¢alismalar sonucunda bazi {ilkelerde
kullanilmalarina ciddi simirlamalar ve yasaklar getirilmistir. (Kosar vd 2002; Oztiirk vd
2002; Yagc1 vd 2008; Koyu vd 2009). Bu nedenle dogal antioksidan kaynagi olan

meyve ve sebzeler, baharatlar ve bitkisel ¢aylara olan ilgi artmistir.

Bitkisel tirtinlerin antioksidan etkileri 6zellikle flavonoidler basta olmak {izere sinnamik
asit tiirevleri, kumarinler gibi fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir. En fazla
antioksidan etkinin sirasiyla liztim, greyfurt, domates, portakal ve elma sularinda oldugu

tespit edilmistir (Oztiirk et al. 2002).

Fenolik bilesikler antialerjik, antienflamatuar, antidiyabetik, antimikrobiyal,
antipatojenik, antiviral ve antirombotik etkiye sahip oldugu yapilan pek ¢ok arastirma
ile tespit edilmistir (MacDougall 2002; Aras 2006). Antioksidan olarak fenolik
bilesikler kanser, kalp hastaliklari, katarakt, goz hastaliklar1 ve Alzheimer gibi
hastaliklar1 engellemektedirler (MacDougall 2002; Bakkalbasi 2009).

Yapilan arastirmalar ve elde edilen sonuglara gére MET ile bir antioksidan olan trans-3
hyroxycinnamic asit calismamizda birlikte kullanildi. Ratlara ilk giin 20 mg/kg tek doz

MET i.p yoluyla verildi, daha sonra 100 mg/kg trans-3 hidroksisinnamik asit, 5 giin




50

boyunca her giin taze olarak hazirlanip siganlara uygulandi. Karaciger dokusunda
anlamli biyokimyasal degisiklikler meydana geldi. Biyokimyasal degerlendirmede,
karaciger dokusunda lipit peroksidasyon gostergesi MDA degerlerinin kontrol grubuna
gore anlamli azaldigi, buna kargilik SOD aktivitesi antioksidan enzim diizeylerinin ve

GSH seviyesinin arttig1 gdzlendi.

Sinnamik asitler, bitki hiicre duvarmnin yapisal ve fonksiyonel bilegenleri ve aymi
zamanda diyetin biyoaktif maddeleri olarak kategorize edilmistir. (Kroon and
Williamson 1999; Shahidi and Chandrasekara 2010). Son veriler, ateroskleroz, iltihapli
yaralanma ve kanser gibi c¢esitli oksidatif strese bagl hastaliklarda &nleyici ve/veya
terapotik maddeler olarak sinnamik asitlerin yararli oldugunu desteklemektedir (Fresco
et al. 2006). Literatiirde bulunan veriler hidroksisinnamik asitler antioksidan etkinliginin
yapisal ozelliklerine siki bir sekilde bagli oldugunu ve yapisal olarak aromatik yapida

hidroksi fonksiyonun varligi ile ilgili oldugunu gostermektedir (Rice-Evans ef al. 1996).

Soylemezoglu ve arkadaslari (2003), trans yapisindaki sinnamik asit tiirevlerinin cis
yapisindakine gore izomerizasyona daha hassas ve yatkin oldugu belirlenmigtir. Ayrica
diyette alinan sinnamik asit tlirevlerin kansere sebep olmasindan siiphelenen
nitrosaminlarin olusumunu engelledigi tezi de arastirmaya deger bir konudur diye
Oonemini gostermistir., MET' in etkisinin trans-3 hidroksisinnamik asit ile Onlenip
Onlenemeyecegini belirten bir ¢alisma tespit edilmemistir ve bu nedenle sinnamik asit
tiirevlerinden olan kafeik, kumarik, ferulik ve sinapik asit gibi asitlerin oksidatif stresin

varhigindaki ¢alismalara yer verdik.

Benzer sekilde yapilan bazi ¢aligmalarda ratlarda MET’ in hepatik oksidatif stresi
arttirdigi, bu hepatotoksik etkinin N-asetilsistein, melatonin, kurkumin ve {zlim
cekirdegi ekstresi ile geri dondiriilebilecegi rapor edilmistir (Jahovic et al. 2004;
Ciralik vd 2006; Cetin vd 2008; Hemeida and Mohafez 2008). Rat testisinde, MET ile
indiiklenen toksisite ve depresyonun patogenezinde oksidatif stresin roli oldugu; beta
karoten ve kafeik asitin bu oksidatif stres lizerinde koruyucu etki yaptigi iki ayn

calismada bildirilmistir (Armagan vd 2008; Vardi vd 2010).
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Kafeik asit birgok hastalifin dnlenmesinde potansiyel terapotik ozellikler gosteren bir
bilesiktir (Feng er al. 2008). Kafeik asit hayvan modellerinde olusturulan gesitli
oksidatif stres modellerinde antioksidan olarak yaygin sekilde kullamlmaktadir (Yildiz
vd 2009). Gokge ve arkadaslarinin (2009) yaptigi bir ¢alismada, siklosporin A ile
indiiklenen lipid peroksidasyonu aracili nefrotoksisitede kafeik asitin koruyucu etkisi
oldugu saptanmistir. Koyu ve arkadaslarinin (2009) yaptig1 bir ¢aligmada, kafeik asitin
rat karacigerinde 900 MHz elektromanyetik alanin indiikledigi oksidatif degisiklikler
iizerinde SOR’ u azaltip, antioksidan enzim aktivitesini arttirarak koruyucu etkisi

oldugu 6ne stirilmustlr.

Sudina ve arkadaslar1 (1993) bir sinnamik asit tlirevi olan kafeik asitin 10 pmol/litre
konsantrasyonda ksantin/ksantin oksidaz sisteminde serbest oksijen radikallerinin
olusmasini bloke ederek antioksidan (serbest oksijen radikalini dnleyici) etkisi oldugunu
bildirmislerdir. Kafeik asit diisiik konsantrasyonlarda azot oksit (NO) olusumunu inhibe
ettigi ve serbest oksijen radikali olusumunda 6nemli bir faktér olan Niiklear Faktor
Kappa-B (NF-kB) aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Ilhan vd 2004; Noelker et
al. 2005). Parlakpinar ve arkadaslart (2003) yaptiklar: deneysel ¢alismalarda amikasin
ile indiiklenen bobrek hasarina karsi melatoninin ve kafeik asitin koruyucu etkilerini
degerlendirmisler, melatonin ve kafeik asitin antioksidan enzim aktivitelerini artirip,
lipit peroksidasyonunu azaltarak nefrotoksisite gelisimini engelledigini gostermislerdir.
Serarslan ve arkadaglarinin (2007) ratlarda, yara iyilesmesi modeli olusturularak
yaptiklar1 ¢alismanin sonuglarma gore kafeik asitin yara iyilesmesini arttirdigi ve bu
etkinin multipl antiinflamatuar 6zelliklerinin yani sira antioksidan ve SOR’ u
temizleyici etkisi araciligiyla olabilecegi one strilmiistiir. Yagmurca ve arkadaslarinin
(2004) yapmis olduklari bir calismada da kafeik asitin doksorubisin ile olusturulan
nefrotoksisitede lipit peroksidasyonunu degerlendirmisler ve doksorubisin uygulanan

grupta renal dokuda NO ve MDA seviyeleri yiiksek bulunmustur.

Eroglu ve arkadaslarinin (2014) yaptiklar1 deneysel ¢alismalarda yine bir sinnamik asit
tiirevi olan ferulik asitin prostat kanseri hiicre hatlar1 tizerinde hem invazyon hem de

koloni olusumunu baskilayici etkisi metastazi da baskilayabilecegi tespit edilmistir.
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Calismamizda kullandigimiz trans-3 hidroksisinnamik asit' in, olusabilecek muhtemel
oksidatif stresin varliginda, MET' in bu etkisinin trans-3 hidroksisinnamik asit ile
onlenip Onlenemeyecegini belirten bir literatiir de tespit edilmemistir. Bizim
calismamizda da siganlara sadece 5 giin boyunca 100 mg/kg dozda ve i.p. olarak trans-3
hidroksisinnamik asit verildi. Biyokimyasal degerlendirme sonucunda karaciger
dokusunda lipit peroksidasyon gostergesi MDA degerlerinin kontrol grubuna gore
anlamli diizeyde azaldigi, buna karsiik SOD ve GSH gibi antioksidan enzim

seviyelerinin arttig1 gézlendi.




5. SONUC ve ONERILER

1. Calismamizda MET ile indiiklenen oksidatif stres sonucunda lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA' nin anlamli olarak arttifim gézlemledik.
trans-3 trans-3 Hidroksisinnamik asit' in MET' in indiikledigi oksidatif stres (lipid
peroksidasyonu) parametresi olan MDA seviyesini anlamli olarak diisiirdiigiini
saptadik.

2. Antioksidanlardan GSH seviyesi ve SOD aktivitesinin, MET ile indiiklenen
oksidatif stres sonucunda azaldigimi; bir sinnamik asit tiirevi olan trans-3
hidroksisinnamik asit verilmesi ile MET grubuna gore anlamli olarak arttigini
gozlemledik.

3. Antioksidanlardan SOD, GSH ve lipit peroksidasyonu MDA seviyelerinin trans-3
hidroksisinnamik asit verilmesi ile kontrol grubuna goére anlamli bir fark
gozlemlemedik.

4. Antioksidanlardan SOD aktivitesinin, MET+HS verilmesi ile kontrol ve MET
gruplarina gore anlamh farkliliklar gézlemledik.

5. Antioksidanlardan SOD aktivitesinin, MET+HS ve HS gruplar arasinda anlaml: bir
fark gozlemlemedik.

6. Antioksidanlardan GSH seviyesinin MET+HS verilmesi ile MET grubuna gére
anlamli olarak arttigini gézlemledik.

7. Lipid peroksidasyonunun parametresi olan MDA seviyesinin MET+HS verilmesi

ile MET grubuna gore anlamli olarak azaldigini gézlemledik.

Bu sonuglar, MET tarafindan indiiklenen oksidatif karaciger hasarini trans-3
hidroksisinnamik asit' in uygulamasmnin azaltma yetenegine sahip olabilecegini
gostermektedir. MET uygulamasiyla meydana gelen hepatotoksik etkilerin
azaltilmasinda trans-3 hidroksisinnamik asit' in MET tedavisinde destek bir tedavi
olarak kullanilabilecegi diisiincesindeyiz. Yalniz MET ile ilgili farkli doz ve stirelerde

toksisite modellerinin olusturuldugu ileri ¢galigmalara ihtiyag¢ oldugu diistiniildii.
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