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OZET

ASITRETIN VE METOTREKSAT VERILMIS RATLARDA a-LIPOIK ASIT
KULLANIMININ OKSIDATIF STRES ENZIM AKTIVITELERININ UZERINE
ETKISININ ARASTIRILMASI

Shadi SADIGH
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyoloji Ana bilim Dal1
Doktora, subat/2021
Danigsman: Dog. Dr. Emine DIRAMAN

Bu calismada, asitretin (ACT) ve metotreksat (MTX) verilmis ratlarda a-lipoik asit (ALA)
kullaniminin oksidatif stress enzim aktivitelerinin {izerine etkisi arastiritlmigtir. ACT ve MTX
verilmis ratlarin karaciger dokusunda, oksidatif stress enzimlerden olan glutatyon rediiktaz
(GSSG-R) ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerine antioksidan olan ALA’nin koruyucu
etkisine bakilmustir.

Calismada, toplam 50 tane wistar albino erkek rat kullanilmigtir. Calisma gruplari,
Kontrol grubu (K), ALA grubu, ACT+MTX grubu ve ACT+MTX+ALA olarak
olusturulmustur. Ratlar enjeksiyon Oncesi 24 saat a¢ birakilmistir. Enjeksiyon islemleri her
sabah ayni saatte gerceklestirilmistir. ACT, MTX ve ALA %0.9’luk NaCl’de ¢oziilmiistiir.
ACT (20mg/kg/giin), MTX (20mg/kg/hafta), ALA (50mg/kg/giin) ve bunlarin
kombinasyonlari da viicut agirligi diizeyinde intraperitoneal enjeksiyon ile ratlara verilmistir.
Ratlar, servikal dislokasyon ile sakrifiye edilmistir. Kalp perfiizyonu islemi yapildiktan sonra
incelenmek tizere karacigeleri ¢ikarilmistir. GSSG-R ve SOD enzimlerinin aktiviteleri,
ratlardan alinan bu karaciger doku 6rneklerinde, 6l¢iilmiistiir.

ALA, ACT+MTX ve ACT+MTX+ALA gruplar1 K grubu ile karsilastirildiginda
GSSG-R enzim aktivitesinde giderek azalan bir inhibisyon gézlenmistir. ALA grubunun 3.,
5. ve 7. ginleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, SOD enzim aktivitesinde ise
aktivasyon gozlenmistir.

GSSG-R ve SOD enzim aktivitelerinin sonuglar1 degerlendirdiginde ACT+MTX
kombinasyonuna antioksidan olan ALA eklendiginde enzim aktivitelerinde 6zellikle 7.glinde
yiiksek miktarda artig gozlenmistir. Boylece ALA’nin ACT+MTX kombin uygulamasinda
koruyucu etki gosterdigi ve hepatoksisiteyi de belirli diizeyde engelleyebilecegi sonucuna
varilmustir. Bu farkliliklara dayanarak MTX ve ACT kaynakli oksidatif stresin karaciger
hiicre hasarina ALA takviyesiyle 6nemli 6l¢iide azaltilabilecegi sOylenebilir.

Bu farkliliklara dayanarak, MTX ve ACT kaynakli oksidatif stresin neden oldugu
karaciger hiicre hasarinin ALA takviyesi sonucu 6nemli lgilide azaltilabilecegi sOylenebilir.

Anahtar Sozciikler: Karaciger, Asitretin, Metotreksat, Alfa Lipoik Asit



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF THE USE OF a- LIPOIC ACID ON
OXIDATIVE STRESS ENZYME ACTIVITIES IN THE ACITRETIN AND
METHOTREXATE GIVEN RATS

Shadi SADIGH
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Department of Biology
Ph.D, February /2021
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emine DIRAMAN

In this study, in rats given acitretin (ACT) and methotrexate (MTX), the effect of
using o-lipoic acid (ALA) on oxidative stress enzyme activities has been
investigated. The protective effect of ALA, an antioxidant, on the activities of
glutathione reductase (GSSG-R) and superoxide dismutase (SOD), which are
oxidative stress enzymes, on the liver tissue of rats given ACT and MTX was
examined.

A total of 50 wistar albino male rats were used in the study. Study groups were
formed as Control group (C), ALA group, ACT + MTX group and ACT + MTX +
ALA. Rats were fasted for 24 hours before injection. Injection procedures were
carried out every morning at the same time. ACT, MTX and ALA were dissolved in
0.9% NaCl. ACT (20mg / kg / day), MTX (20mg / kg / week), ALA (50mg / kg /
day) and their combinations were given to rats by intraperitoneal injection at body
weight level. The activities of GSSG-R and SOD enzymes were measured in these
liver tissue samples taken from rats.

When the ALA, ACT + MTX and ACT + MTX + ALA groups were compared
with the K group, a gradually decreasing inhibition of GSSG-R enzyme activity was
observed. When the 3rd, 5th and 7th days of the ALA group were compared with the
control group, activation of the SOD enzyme activity was observed.

When the results of GSSG-R and SOD enzyme activities were evaluated, when
the antioxidant ALA was added to the ACT + MTX combination, a high increase in
enzyme activities was observed, especially on the 7th day. Thus, it was concluded
that ALA exerts a protective effect in the ACT + MTX combination application and
can prevent hepatoxicity at a certain level. Based on these differences, it can be said
that oxidative stress caused by MTX and ACT can be significantly reduced by ALA
supplementation to liver cell damage.

Based on these differences, it can be said that liver cell damage caused by
oxidative stress caused by MTX and ACT can be significantly reduced as a result of
ALA supplementation.

Keywords: Liver, Acitretin, Methotrexate, Alpha lipoic acid



ONSOZ VE TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca tim c¢alismalarimda bilgisini ve destegini
esirgemeyen, tecriibelerinden yararlandigim tez danigmanim, degerli hocam Dog. Dr.
Emine Diraman’a, bilimsel katki ve deneyimleri ile destek olan degerli hocalarim
Prof. Dr. Zafer Eren’e, Dr. Ogretim Uyesi Banu Eren’e, tez ¢alismalarim sirasinda
bilgi ve tecriibeleri ile her zaman yanimda olan bilimsel ve manevi destegini higbir
zaman esirgemeyen degerli hocam Dr. Fatma Gonill Solmaz’a, Laboratuvar
calismalarimda bana yardimci olan calisma arkadaslarim Sevil Iplik¢ioglu, Burcu
BOZ, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimii hocalarima ve ¢alisanlarina
tesekkiirlerimi sunarim. Tiim hayatim boyunca oldugu gibi Doktora déoneminde de
maddi manevi benden desteklerini esirgemeyen sevgili annem ve babama
tesekkiirlerimi sunuyorum.

Bu Doktora Tez Calismasi, PYO.FEN.1904.18.01 No’lu Bilimsel Arastirma

Projesi olarak Ondokuz Mayis Universitesi tarafindan desteklenmistir.

Shadi SADIGH



ICINDEKILER

OZET ... i
ABSTRACT .t e ettt v
ONSOZ VE TESEKKUR .........coooitiiieieeeeeteeeee e ere et ese s sas s seses s s s sen e v
ICINDEKILER .........oooviitiiieeeeeeeee ettt ettt an e Vi
SIMGELER VE KISALTMALAR ......cocoviiiieieeese st viii
SEKILLER DIZINI .......cooiiiiieeceeeeeee e, X
TABLOLAR DIZINI .....ccoooviiiiiiiiiiiiecces s Xi
Lo GIRIS oot 1
2. GENEL BILGILER........cc.cooiiiiiiiiiiiiisieeriesiss s 4
2.0 ASITIEEIN Lo s 4
2.1.1. Kimyasal Yapist Ve Etki Mekanizmasi..........ccccoevviiiiininineneicse e 4
2.1.2. FarmakKoKINETiZi .....veeivveiiieiiiiieiie ettt 6
2.1.3. D0Zaj Ve UYGUIAMA ....cviiiiiiiieic e 7
2.1.4. Yan Etkileri ve Yapilan Cali$malar ...........cccceverieiininiinienenenenieesiesesie e 7

2.2, MEBEOLIEKSAL ... 10
2.2.1. Kimyasal Yapisi Ve EtKi MeKanizmasi..........cccooeovriiiiienenennieisesese e 10
2.2.2. FarmakOKINELIGh ....veeuveiveiieeiiiieeiesiesie sttt s 11
2.2.3. D0zaj VE UYQUIAMA ..ot 13
2.2.4. Yan Etkileri ve Yapilan Caligmalar ............cccceveriviiiennsieene oo 13

2.3. Serbest RAAIKAIIET ..o 16
2.4, ANTIOKSTAAN ... s 19
2.4.1. Glutatyon Rediiktaz (EC 1.6.4.2) ......ccccoririiiiiiiiiiii e 20
2.4.2. Siiperoksit dismutaz (E.C.1.15.1.1.) ...ccoociiiiiiiiiiiiie e 21

2.5. Rat’in Karaciger ANGLOMIST .......ooveiiiiiiiie et 22
2.6. AT LIPOTK ASIT .. ..ottt s et r e be e s besteesbesae s 23

3. MATERYAL VE YONTEM........ccccoccsvoiieieieieiieieeissies e 26
3.1. Deneylerde Kullanilan Ratlarin Elde EQiIIMeSi .........cccovoviiiiniiciiiiecsc e 26
3.2. Ratlara Uygulanan Maddeler ..o e 26
3.3. Deneyde Kullanilan CIhazlar...........cocoiiiiiiiiiiiee e 27
3.4. Arastirma Gruplarinin OIUStUTUIMAST .....veiviiiieiiiiiisir e 27
3.5. Rat Karacigerinin Homojenizasyonu ve SOnikasyonu...........ccccccveeeeneneenienenieeneenens 29
3.6. Glutatyon Rediiktaz Enzim AKLIVItE TaYINI.......coeiviiiiriiiiesceeeeee e 31
3.7. Siiperoksit Dismutaz AKEVITE TAYINI......cciiiiriiieiiiser e 32
3.8. IStAtiStKSE] ANALIZ.....cvcvvvreeececieieeee ettt ettt en et en ettt s s 33
4. BULGULAR ...ttt bbbttt sttt 34
4.1. Glutatyon Rediiktaz AKtivite DeZISIMI.....ccverveiririiiiriiiieiiesieeeeeeeeee s 34

Vi



4.2, Siiperoksit Dismutaz Aktivite DeGISImI ......ccccvervrieierieiene e 36

4.3. Glutatyon Rediiktaz ve Siiperoksit Dismutaz Aktivite Degisimlerinin Karsilastirilmasi

........................................................................................................................................... 38
B, TARTISMA .......oooviiiiieieeieeesese e ettt en et s s s sttt 41
6. SONUC VE ONERILER............cccooiiiteiieeeeeeeeeeeee et es e et en s een s 50
KAYNAKLAR. ....oovoiviiieeieiesese et ses ettt sttt as st assass s as s s st sn s s, 51
OZGECMIS.......ooooeeeeeeeeeee ettt s ettt s s s e sannens 71

vii



SIMGELER VE KISALTMALAR

102 Singlet oksijen

02’ Stiperoksit radikali
02’ Stiperoksit anyonu
02 Stiperoksit

02 Oksijen

o3 Ozon

-OH Hidroksil radikali
H202 Hidrojen peroksit
HNQO? Nitroz asit

HOO- Hidroperoksil

HOCI Hipoklorik Asit

L Litre

LOO- Lipit peroksil
LOOH Lipit peroksit

NO- Nitrik oksit

NO2+ Nitronyum katyonu
N204 Diazot tetraoksit
NOO* Peroksinitrik

NO* Nitrozil katyonu
RO Alkoksil

ROO- Peroksil

ROONO Alkilperoksi nitrit
ROOH* Hidroperoksil Radikali
Rmp Dakikadaki devir sayisi
°C Santigrat derece

Dk Dakika

Sn Saniye

M Molar

mM Milimetre

mg Milligram

mL Mililitre

ul Mikrolitre

umol Mikromol

nm Nanometre

cm Santimetre

ar Gram

ACT Asitretin

ALA Alfa lipoik asit
CAT Katalaz

SOD Siiperoksit dismutaz
Cu/Zn- SOD Bakir-¢inko siiperoksit dismutaz
Mn-SOD Manganez-siiperoksit dismutaz

viii



EC-SOD
Ni-SOD
GPx

LA
DHLA
RNT
ROT
RAR
RXR
RNA
DNA
NADPH
NAD*
NADH
GSH-Px
GSSG
GSH
GSSG-R
Lv

LP
MTX
NaCl
THF
uv
UVA
UVvB
FDA
TNF-a

HS
PUVA
NaOH
dbUVB
RDW
OTH
TLO
NLO
kDa
TTH
SF
TOEOH
EDTA
Ng

Ekstraseliiler siiperoksit dismutaz
Nikel siiperoksit dismutaz

Peroksidaz

Lipoik asit

Dihidrolipoikasit

Reaktif nitrojen tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri

Retinoik asit reseptorii

Retinoid X reseptorleri

Riboniikleik asit

Deoksiribontikleik asit

Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
Okside Nikotinamid Adenin Dintikleotid
Rediikte Nikotinamid Adenin Diniikleotid
Glutatyon Peroksidaz

Okside glutatyon

Rediikte glutatyon

Glutatyon rediiktaz

Intravendz

Intraperitoneal

Metotreksat

Sodyum kloriir

Tetrahidrofolat

Ultraviyole

Utraviyole A

Utraviyole B

Food and Drug Administration
Interferon

Kontrol

Hidroksisinnamik asit

Psoralen ultraviyole A

Sodyum hidroksit

Darband UVB

Kirmiz1 Kan Hiicreleri Dagilim Genisligi
Ortalama trombosit hacmi
Trombosit/Lenfosit orani
Notrofil/Lenfosit orani

Kilodalton

Toplam tepkime hacmi

Seyreltme faktorii

Tepkime ortamina eklenen 6rnek hacmi (ml)
Etilendiamin tetraasetik asit
Nanogram



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 2.1. Etretinat’mn Kimyasal YapiSl.......cocovriririiiieieesisesese e 4
Sekil 2.2. ACT nin Kimyasal Yapisl .....ccoceriiiiieiinieieneeesesee s 4
Sekil 2.3. Vitamin A’nin Kimyasal YaPIST .....ccuiviirerieiieieinisesesie e 5
Sekil 2.4. 13-Cis- ACT nin Kimyasal Yapisl ......ccccorerereiiiiiininisesereeese e 6
Sekil 2.5. MTX i Kimyasal YapIST .....ocueieeriiieieneeieniesee ettt s 10
Sekil 2.6. FOlik ASitin Kimyasal YapISI......cuccveerirerierieieisisisie s s 10
Sekil 2.7. Dihidrofolik Asitin Kimyasal Yapist......cccceeereririninienene e 10
Sekil 2.8. Serbest RAdiKalin Yapisi.....ccccociiiieiiiiiie i 16
Sekil 2.9. Serbest Radikalin Yapisi ile Reaktif Oksijen Tiirlerinin Hiicre ve Dokular Uzerine

EEKIIEIT ... 18
Sekil 2.10. Antioksidan Gruplart V& OZelliKIETi............cevrvreverireriiiieissceeieeeres s 20
Sekil 2.11. Rat Karacigerinin GOTUNUMIL.........cccoereeieinineeiiseee e 23
Sekil 2.12. ALA ve DHLA Kimyasal Yapilart ........ccccooeiiiiiiiiiiiiieeesec e 24
Sekil 3.1. Deneylerde Kullanilan RAtIAr ...........cccooiiiiiiiiiiieeees s 26
Sekil 3.2. Ratlara i.p Enjeksiyon Isleminin Uygulanmast.............ccoevveuerierererserersnsnsssnenans 27
Sekil 3.3. Servikal Dislokasyon Yoéntemi ile Oldiiriilmeden Once...........cccovvvevvvevevreevennnnns 29
Sekil 3.4. Ratlarin, Karin ve Gogiis Kisimlarin AGImast ........ccvveveiiininniinieniesie e 29
Sekil 3.5. Karaciger Perfizyonu ISIEmi .........cccc.oceviirueriieeieieeeesecee e 30
Sekil 3.6. Siikroz Icerisindeki Karaciger DOKUIAIT .........cccevevevevrcueieieierieeeeeeie e 30
Sekil 4.1. ALA verilmis ratlarda karaciger GSSG-R aktivitesinin zamana bagli olarak
41413130 TP PT TR PRPPRURPRPN 34
Sekil 4.2. ACT+MTX verilmis ratlarda karaciger GSSG-R aktivitesinin zamana bagl olarak
4[4 1 1 0| S T T TP P TR URPRTORPOPRTOTN 35
Sekil 4.3. ACT+MTX+ALA verilmis ratlarda karaciger GSSG-R aktivitesinin zamana bagl
OlAraK AEZISIIMI .....vevveeiiieiesie ettt bbb e ettt 35

Sekil 4.4. ALA verilmis ratlarda karaciger SOD aktivitesinin zamana bagli olarak degisimi36
Sekil 4.5. ACT+MTX verilmis ratlarda karaciger SOD aktivitesinin zamana bagl olarak

41413110 T OO TSP U TR PRPPRURPPPRIN 37
Sekil 4.6. ACT+MTX+ALA verilmis ratlarda karaciger SOD aktivitesinin zamana bagli
(0] Fo oL 173 ] 11 SOOI 37
Sekil 4.7. ALA verilmis ratlarda karaciger GSSG-R ve SOD aktivitelerinin zamana bagli
0larak Kars1lastirtlmalars .......c.coeeiiiuiieeiiie ettt sbe et sae e be e sr e s re e sreeraesrenae s 39
Sekil 4.8. ACT+MTX verilmis ratlarda karaciger GSSG-R ve SOD aktivitelerinin zamana
bagli olarak Kargilagtiriimalart .........coocveeiiieieieieeeee e 39

Sekil 4.9. ACT+MTX+ALA verilmis ratlarda karaciger GSSG-R ve SOD aktivitelerinin
zamana bagli olarak karsilagtirtlmalart ...........coceeereieieiisisee e 40



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 2.1. Serbest RadiKal OrneKIETi...........cccuevevevereceeieieieeeeeeeee et 18
Tablo 3.1. Arastirma gruplarinin olusturulmast ..........cccevvviiiiieneneneeee e 28
Tablo 3.2. GSSG-R aktivite G1GTM Ortaml.......cc.vvviieieieeiese e sie e e e e 31
Tablo 4.1. K, ALA, ACT+MTX ve ACT+MTX+ALA’ nin karaciger GSSG-R ve SOD
degerlerinin aritmetik ortalamalar1 ve standart sapmalari............ccccoververeiniiniisiinienene e 38

Xi



1. GIRIS

Yapisal ve fonksiyonel benzerligi olan A vitamini ya da iliskili bilesikler
retinoidler olarak isimlendirilir. Retinoidler, farkli biyolojik fonksiyonlari
diizenlenmede rol alirlar. Hiicresel biiyiime, farklilasma ve morfogenezi etkiledikleri
gibi  timér olusumunu ve malign hiicre biiylimesini de inhibe ederek
immunomodiilator etki gosterirler. Vitamin A analogu monoaromatik bir retinoid
olan asitretin (ACT); hiicrenin ¢ogalmasini, farklilasmasini diizenleyerek ciltteki
kalin tabakanin incelmesine ve inflamasyonda azalma goriilmesine neden olur (Lee
ve Koo, 2005). Sedef hastaligi (Psoriazis), kutan6z T hiicreli lenfoma, keratinizasyon
bozukluklari, kanser ve baz1 prekanser6z durumlarda, likenoid ve graniilomat6z gibi
hastaliklarin tedavisinde diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir (Kuenzli vd., 2008;
Dunnvd., 2011).

ACT kullanimi, psoriasis tedavisinde etkili olabildigi gibi yan etkileri de
olusabilmektedir. Yan etkileri arasinda; hiperlipidemi (Pearce vd., 2006), keilit, cilt-
burun-g6z-agizda kuruluk, tirnak bozukluklari ve saglarda seyrelme (Katz vd., 1999),
transaminaz yiiksekligi (Vahlquist, 1992) olabildigi gibi hepatoksisite, pankreatit,
teratojenite gibi yan etkilerinin de meydana gelmesine neden olabilmektedir
(Vahlquist, 1992; Pilkington ve Brogden, 1992; Roenigk vd., 1998; Onder, 2014,
Dogra ve Yadav, 2014). ACT, etretinatin en bilyilk metabolite ve farmakolojik
olarak da en aktif bilesigidir. Ayrica etretinat ile esit etkinlikte olmasina ragmen
etretinata goére daha hizli eliminasyonu nedeniyle farmakokinetik avantaja sahiptir.
Bu nedenle Mart 1998’den beri etretinat’in yerini almis bulunmaktadir (Lee ve Koo,
2005).

Metotreksat (MTX), ilk olarak 1950’li yilinda kanser tadavisinde
kullanilmaya baslanan ve giiniimiizde de dermatolojide, romatolojide 6nemli yeri
olan bir antimetabolittir (Lagarce vd., 2015; Adams ve Urban, 2015). Bu nedenle anti
inflamatuar ve immiinmodiilator etkileri de oldugundan (Cronstein, 1996) ¢ok sayida
hematolojik rahatsizliklarin, romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde
de yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Abolmaali vd., 2013). Folik asidin benzeri ve
antagonistigi olan MTX, dehidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimini inhibe ederek piirin
ve pirimidin sentezinde rol alan timidilatin yapisina katilan tetrahidrofolat (THF)
eksikligine neden olur (Olsen, 1991; Gibson ve Perry, 1992). Boylece, piirin ve
timidin sentezinde kullanilan folat1 inhibe ederek DNA/RNA sentezi ve hiicre
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¢ogalmasmin bozulmasma yol acan anti-metabolit etkili olup uterus, osteojenik
sarkom ve akut lenfoblastik 16semi, akciger, meme, mesane kanseri tedavilerinde
kullanilan kemoterapétik bir ajandir (Widemann ve Adamson, 2006; Xian vd., 2008;
Karch, 2013). Yapilan calismalar ¢ok sayida hastaligin tedavisinde kullanilan
MTX’in; hepatotoksisite, nefrotoksisite (Yan ve Sohal, 1998), tumor nekroz faktor-
alfa (TNF- a)’nin salinimimi artirdigi, oksidan-antioksidan dengeyi degistirdigi ve
antioksidan maddelerin verilmesi ile hepatotoksisitenin dnlenebilecegi gostermistir

(Kurt vd., 2015).

Organizmada tiim metabolik islemlerin gerceklestirilmesi, enzimlerin ve
substratlarin katildigi reaksiyonlarin diizenli bir sekilde siirdiiriilmesi ile miimkiindiir.
Bu reaksiyonlar sirasinda, yararli bir¢ok iirlinlerle beraber 6zellikle fazla miktarda
meydana geldiklerinde organizma igin zararli etkiler yapabilecek molekiiller de
olusmaktadir. Bunlardan en onemlileri serbest radikallerdir. Bu molekiiller, atomik
orbitalinde eglestirilmemis elektron bulundururlar. Bundan dolay1 kararli ve stabil
hale gelebilmek i¢in bu elektronu vererek ya da alarak diger molekiillerle ¢ok hizli
reaksiyona girerler (Lobo vd., 2010; Phaniendra vd., 2015). Siiperoksit radikali ve
hidroksil radikali gibi yiiksek reaktiviteye sahip olan serbest radikaller fazla oldugu
zamanlarda protein, lipit, karbonhidrat, DNA/RNA gibi bilesikleri okside ederek
hiicre dengesinin bozulmasina neden olur ve oksidatif stres ortaya c¢ikar (Halliwell,
1994). Bu durumda, ya hiicre hasarina ya da hiicre 6liimiine yol acar (Kogak vd.,
2019). Serbest radikaller, organizmada hem normal metabolizmanin yan iriini
olarak hem de ilaglar ve diger zararli kimyasal maddelerin etkisi ile olusabilmektedir
(Alidoost vd., 2006). Bunlar, nitrojen kaynakli reaktif nitrojen tiirleri (RNT) ve
oksijen kaynakl reaktif oksijen tiirleri (ROT) seklinde bulunurlar (Armagan, 2014).
Organizma da bu serbest radikallere kars1 birgok antioksidan savunma mekanizmalar
gelismistir. Boylece serbest oksijen radikal diizeylerinin artmasi organizma i¢in risk
olustururken antioksidanlar bu riskleri ortadan kaldirabilmektedir (Goktiirk, 1999).
Antioksidanlar, kimyasal yapilart nedeniyle; zincir yapiyr bozan, serbest radikal

temizleyici ve metal baglayicilar olarak etki ederler (Alidoost vd., 2006).

Mitokondriyal enzimlerde bir kofaktor olarak gorev yapan alfa lipoik asit
(ALA), dogal olarak meydana gelen bir antioksidan olup enerji metabolizmasinda
kritik rol oynar (Cadenas, 2001; Packer vd., 2001). ALA’nin serbest radikalleri ve

hiicre igi reaktif oksijen tiirlerini uzaklastirarak hiicreyi oksidatif strese kars1 koruma
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gorev aldigi (Armagan, 2014); inflamasyon, hiicresel yaslanma, kalp damar
hastaliklar1 ve kanser gibi oksidatif stresle iligkili diger bozukluklar1 da kapsayan pek
¢ok patolojik durumu iyilestirebilecegi (Uslu, 2019) belirtilmistir. Bunlarin yaninda
C ve E vitaminlerinin rejenerasyonu, molekiiler hasarlar1 onarma, lipit
peroksidasyonu olusumuna karsi koruma, katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz
(SOD) gibi enzim aktivitelerinin artmasini saglama, asetilkolin iiretimini arttirmak
gibi gorevleri de bulunabilmektedir (Tetikgok vd., 2015). Ayrica lipoik asitin kendi
antioksidan etkilerinin yanisira hidroksil, siiperoksid ve peroksil (ROO-) radikallerini
baglayan, glutatyon gibi diger antioksidanlar1 yenileyici ve hiicreigi diizeylerini
artirict etkileri de vardir (Picon vd., 2012; Bharat vd., 2002).

Bu calismada, in vivo kosullarda ACT ve MTX verilmis ratlarda ALA
kullaniminin oksidatif stress enzim aktivitelerinin tizerine etkisi arastirilmistir. ACT
ve MTX verilmis ratlarin karaciger dokusunda, oksidatif stress enzimlerden olan
SOD ve GSSG-R aktivitelerine antioksidan olan ALA nin koruyucu etkisi
incelenmistir. Calisma sonucunda elde edilen veriler, bu alanda daha sonra

yapilabilecek olan calismalar igin literatiire 6nemli bir kaynak saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Asitretin
2.1.1. Kimyasal yapisi1 ve etki mekanizmasi

Sentetik retinoidlerden biri olan ACT, etretinatin hidrolizi sonucu olusan
karboksilik asit metabolitidir (Peek ve Digiovanna, 1993). Kimyasal formiilii
C21H2603, molekiiler agirliligr 326.42934 g/mol’diir (Kuenzli vd., 2008), (Sekil 2.1;

Sekil 2.2).

Sekil 2.2. ACT’nin Kimyasal Yapis1 (Bhuiyan ve Chowdhury, 2016).

Gegmisten bugiine kadar gegen siire¢ dikkate alindiginda ti¢ nesil sentetik
retinoid mevcuttur. Birinci nesil retinoidler arasinda; tretinoin (timii-trans RA),
izotretinoin (13-cis-retinoik asit) ve alitretinoin (9-cis RA) bulunur. Ikinci nesil
retinoidler de etretinat ve ACT igerir. Ugiincii nesil retinoidler arasinda da adapalen,
tazaroten ve beksaroten bulunur. 1972°den beri ise etretinat ve ACT gelistirilmistir.
Etretinin retinoik asit metaboliti olan ACT, nispeten suda ¢oziiniir ve az miktarda da

yag dokusunda birikebilir (Zito ve Mazzoni, 2020).

ACT, retinoidler olarak bilinen bir ilag grubuna aittir. Retinoidler, A vitamini
ile benzer aktiviteye sahip, dogal ve sentetik bilesikleri i¢erir. A vitamini, bagisiklik

sistemini diizenlemeye yardimci olmasinin yaninda hiicre biiylimesini,



farklilasmasini, ¢ogalmasini etkiler ve embriyonik gelisimde rol oynar (Ighani vd.,
2019), (Sekil 2.3). ACT; grover, darier, lupus eritematozusta, pityriasis rubra pilaris
(PRP), liken planus ve lameller iktiyozis gibi hastaliklar i¢in de kullanim alanina
sahip olabildigi gibi organ nakli olan hastalarda ve melanom dis1 cilt kanserleri igin

kemoprevensiyon onlemi olarak da kullanilmaktadir (Kaushik ve Lebwohl, 2019).

HCs CHs HC3a HC3

NN N N OH
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Sekil 2.3. Vitamin A’nin Kimyasal Yapisi (Oruch ve Pryme, 2012)

Retinoitler, hiicrelerde molekiiler diizeydeki etkisini c¢ekirdek reseptorleri
olan retinoik asit reseptorleri (RAR) ve retinoid X reseptorleri(RXR)’e baglanarak
yapar. RAR ve RXR aileleri alfa, beta ve gama olmak {izere ii¢ reseptor alt tipi
icerir. Bunlar ise farkli genler tarafindan kodlanir. RAR, bir heterodimer olusturan
RXR ile baglanabilir. RXR, kendisi ile baglananip bir homodimer olusturarabilirler.
Ayrica tiroid hormon reseptorii, vitamin D3 reseptorii ve periferik peroksidazla
aktiflestirilen reseptor (PPAR) gibi diger ¢ekirdek reseptorlerle de baglanabilir (Chen
vd., 2018).

ACT, antienflamatuar ve antiproliferatif etkilere sahiptir. Epitelde, keratinosit
farklilagmasin1 normallestirir. Ayrica interlokin-6 (IL-6), go¢ engelleyici faktorle
ilgili protein-8 (MRP-8) ve interferon-gama gibi proinflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu da engeller (Zito ve Mazzoni, 2020). Etretinat, 1988°de yerini; daha
az yan etkili, viicuttaki dokulardan daha hizli atilan ve daha kisa dmiirlii tiirevi olan
ACT’ye birakmustir. ACT, ilk olarak karaciger tarafindan metabolize edilir ve 13-cis-
ACT ve etretinat metabolitleri ortaya ¢ikar (Sekil 2.4). Viicutta sabit bir ACT ve 13-
cis-ACT konsantrasyonlarina ulasilabilmek igin yaklasik her giin alinmasi ve bu

stirecin 3 hafta boyunca uygulamasi gerekmektedir (Carretero vd., 2013).
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Sekil 2.4. 13-cis-ACT nin Kimyasal Yapis1 (Carretero vd., 2013)

ACT metabolizmas: ve onun metaboliti olan 13-cis-ACT ile firetilen
konjugatlar; %16 ile %53 bobrek tarafindan da elimine edilirler. %34 ile %54 safra
icine salgilanirlar ve son olarak diski ile ortadan kaldirilabilirler. Hamilelikten sonra
az miktarda ACT, anne siitiine gegis saglayabilir (30-40 ng /mL) (Rollman ve Pihl,
1990) ve bu orandan bebegin maternal dozun sadece %1.5 kadar alacagi tahmin
edilmektedir.  ilacin  etkileri izlendiginde, seminal sivida c¢ok  diisiik

konsantrasyonlarda oldugu gozlenmistir (Carretero vd., 2013).
2.1.2. Farmakokinetigi

ACT, dokuda birikimi olmadan plazma proteinlerine baglanip viicutta hizli ve
yaygin bir sekilde dagilir. Esas olarak karacigerde metaboliti olan 13-cis-ACT,
metabolizmas: sonucunda idrar ve diskiyla atilir (Nguyen ve Wolverton, 2007).
ACT’nin absorbe edilmesi, viicut i¢indeki etki yerine erisebilme hizi; yagli gidalarin
tiketimi ile artar (Mcnamara vd., 1988). Larsen vd (2000), insan hepatosit
kiiltiirlerinde yaptiklar1 ¢alismada, alkoliin dolayli olarak ACT’nin hepatik enzimler
icin bir katalizor gorevi yaptigint ve ACT’nin etretine doniisiimiinii arttirdigin
kanitlamiglardir. Ayrica FDA, ACT i¢in en az 3 yillik bir terapdtik kontraseptif
periyodu onermektedir. Bunun nedeni ise daha onceki giivenlik tecriibeleri ele
aliarak klinik caligmalarda gozlenen ACT ve etretinatin farmakokinetigi ile elde
ettigi sonuclardir. Veriler, bu ajanin farklilasma ve proliferasyonun normallesmesi ile
inflamatuar cevap ve nétrofil fonksiyonunda modifikasyon gibi etkilerinin oldugunu
desteklemektedir. Etretinat ve ACT nin etkileri esit olmasina ragmen etretinata gore
daha hizli eleminasyon gostermesi ACT nin farmakokinetik olarak daha avantajli bir

duruma getirir (Kuenzli vd., 2008).

Etretinatin yar1 omrii 100 giin, ACT’nin ise 2 giindiir. ACT, etretinatin
karboksilik asid metabolitidir (Pang vd., 2008). Yag dokularinda, karaciger, bobrek,
beyin ve testislerde etretinat birikmesi, ACT’ye kars1 50 kat daha fazla oldugu i¢in,
hasta ACT almay1 biraktiktan sonra bile retinoid aktivitesi uzun bir siire devam
edebilir. Hedef hiicreye etkisini gosterdiginde, kullanilmayan ACT ve etretinat

sitokrom P450 kompleksinin enzimatik etkisiyle polar metabolitlere dontstiiriiliir.
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(Close, 2010). ACT, FDA tarafindan psoriasis i¢in onaylanmis ve monoterapi olarak

etkili olan tek sistemik retinoiddir (Zito ve Mazzoni, 2020).
2.1.3. Dozaj ve uygulama

ACT’nin absorpsiyon ve metabolizma hizi kisiden kisiye farkliliklar
gostermesi nedeniyle doz kisinin viicut agirligina gore hesaplanmalidir. Yetiskinlerde
baslangi¢ dozu, 2 ile 4 hafta boyunca 25 mg ya da 50 mg olmalidir. Baslangi¢ tedavi
stiresinin ardindan hastaliktaki ilgili kayda deger bir yanit goriilmeli ve yan etkiler
belirgin olmalidir. Baslangi¢ tedavi siiresinin ardindan yapilan degerlendirme de en
az yan etkinin tespit edilmesi ve istenen terapotik yaniti elde etmek i¢in doz

titrasyonu gerekli olabilir (Zito ve Mazzoni, 2020).

Optimal terapdtik sonuclar elde etmek i¢in 6-8 haftalik bir siiregte 25 ile 50 mg
arasinda giinliik doz uygulanabilir. Bazi vakalarda, dozun maksimum 75 mg/giin’e
artirilmasi gerekebilir ama 50-75 mg/ giin gibi dozlarda ise, yan etki riski artmakta
ve hastanin tolerans1 azaldigi i¢in tedaviye devam edilememektedir. Bu nedenle
uygulanacak dozun, etki, yan etki ve tedaviye uyumu optimize edecek sekilde
hastaya gore ayarlanmali ve klinik degerlendirme tedavinin 12. haftasindan sonra

yapilmalidir (Menter vd., 2009).

Yapilan arastirmalar da darier hastaligi i¢in 0.6 mg/kg/giin ACT tolere edebilir,
fakat 10-25 mg/giin dozla baslayip, daha sonra doz arttirilabilmektedir ve ayni
zamanda izomorfik reaksiyonlar gosterebilecegi i¢in doz miktar1 dikkatli bir sekilde
artirlmalidir (Simsek vd., 2010). Lezyonlar1 yeterli miktarda gerileyen psoriyazis
hastalarinda tedavi birakilabilir. ACT, psoriazis tedavisinde 0.5-1.0 mg\kg\giin
dozunda tek basina kullanildiginda orta derecede etkinlik gosterir. Bununla birlikte,
monoterapi ¢ogu kez lezyonlarin tamaminin ortadan kaldirmasini saglamaz, ACT nin
sinerjistik klinik etki ve yan etki riskini azaltma amaci ile topikal, fototerapi ya da
sistemik ajanlarla bir arada kullanilmaktadir. ACT, fototerapimile birlikte
kullandiginda etkilisinin daha fazla oldugu bulunmustur (Spuls vd., 2003).

2.1.4. Yan Etkileri ve Yapilan Calismalar

ACT’nin tedavi edici etkilerinin yanisira bazi dokular tizerinde toksik etkileri
de tespit edilmistir. Ayrica antiproliferatif bir etkisi olabildigi gibi saglikli dokularda
proliferasyona neden oldugu da gozlenmistir. Doz asimi semptomlari, akut

hipervitaminozis ile ayni olup bas agrisi, vertigo, bulanti veya kusma, sersemlik,
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sinirlilik ve kasint1 tesbit edilmistir. Akut doz asimi durumunda ise ACT derhal
kesilmelidir. Fakat preparatin diisiik akut toksisitesinden dolay1 spesifik bir tedavinin
gerekli olmadig belirlenmistir. ACT’nin degisken emilimi sebebiyle ila¢ alindiktan
sonraki birkag saat iginde gastrik lavaj uygulanmasi yararli olabilecegi de
bildirilmistir (Zito ve Mazzoni, 2020).

Retinoidlerin kullanim1 ile birlikte keilit, sa¢ kaybi, piyojenik graniilom,
transaminazlarda yiikselme ve hiperlipidemi gibi yan etkiler goriilebilmektedir. Bu
yan etkiler baz1 durumlar da ilacin kullaniminin kesilmesini gerektirebilmektedir.
Doz alimmin disiiriilmesi ile bu yan etkiler hafifletilebilir ya da ortaya g¢ikmasi
engellenebilmektedir. Oral retinoidler, timdr baskilayici  6zellige  sahip
olabilmektedir ve fototerapi kombinasyonunda da deri kanserleri iizerinde
engelleyici etkilere neden olmaktadir. Bu durumda ilaca karsi giivenirligi
artirmaktadir. Ancak bu kombinasyon, maliyette ylikselmeye neden olabilmektedir

(Cengiz ve Albayrak, 2014).

Gliniimiizde, retinoidlerin ve ikinci nesil bir retionid olan ACT nin yetigkin
beyin islevselligi ve homeostazindaki 6nemli roli oldugu genomik ve genomik
olmayan mekanizmalar ile kanitlanmistir. Guilherme vd., (2019)’in yaptiklari
calismalarinda; alzheimer hastaligit modeli olan insan ve ratlar iizerinde ACT’ nin
interlokin (IL)-6’y1 arttirdigin1  gézlemlenmistir. Bu sonuglarin ise o6zellikle rat
modelinde 6grenme ve hafiza bozukluklarinin hafifletilmesine sebep olabilirligi
aciklanmistir. Gisondi vd., (2019)’nin calismasinda da palmoplantar sedef hastaligi
tedavisinde diisik doz ACT ve MTX’in 12 hafta siiresince kullanilmasi
karsilagtirilmistir. Elde edilen sonuglar ise; MTX’in daha etkili oldugunu ve bu
ilaglarin tedavide tam yanit alinmasi igin kullanilan siiresinin 12 haftadan fazla
olmasi tespit edilmistir. Kullanilan ilaglarin yan etkileri meydana geldigi zaman da

daha diistik doz kullanilabilmesi 6nerilmistir.

ACT, ile yapilan baska bir ¢alismada periferik sinirlerin iizerinde tedaviden 1
ay sonra %23, duysal sinirlerin lizerinde ise 3 ay sonra %69 oraninda etki biraktig
belirlenmistir (Chroni vd., 2001). Baska bir ¢alismada, ACT tedavisi kisa siireli
olarak uygulanmistir. Tedavi sonrasinda 2 hastada ACT kaynakli periferik duysal
noropati durumunun olustugu goriilmiistiir. Tedavinin kesilmesinden yaklagik 2-2,5
yil sonrasinda ise yapilan kontroller ile mevcut elektrofizyolojik bulgularda

normallesme oldugunu belirlenmistir (Tsambaos vd., 2003).
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Grimmer vd., (2006), yaptiklar1 c¢alismalarda da etretinat ve ACT
kullanilimiminamiloidozlu hastalar iizerinde ki tedavi de basarili sonuglara ulasildigi
bildirilmistir (Grimmer vd., 2006). Choi vd., (2008), direngli liken amiloidozu olan
bir hastaya, 2 yil boyunca 25 mg/giin etretinat verdikten sonra tedavisini
sonlandirmiglardir. 7 yil sonra hastanin sikayetlerinin niiks etmesi tizerine hastaya 10
mg/giin ACT baglatilmistir ve 10 y1l boyunca tedavisini ayni oranda devam etmistir.
Hastanin sikayetleri tedavi siirecinde gerilemis ancak tedavisi kesildiginde birkag
hafta i¢inde semptomlarinda yiikselme olmustur. Bagka bir liken amiloidoz
hastasinda ise 25 mg/gun ACT tedavisi basladiktan sonra lezyonlar1 ve kasintisi 2 ay
iginde tamamen gegmistir. Iki y1l boyunca tedavisine devam edilen hastanin ACT
kesildikten kisa siire i¢inde sikayetleri tekrar baglamistir. Cengiz ve Albayrak (2014)
yaptiklar1 ¢aligmada, liken amiloidoz hastaliginin tanist konduktan sonra 5 yil
boyunca topikal ve oral kortikosteroidleri, dbUVB tedavilerini almis ancak tedavileri
kesildikten sonra sikayetleri haftalar iginde tekrar baglamistir. Bunun iizerine,
hastanin direncli liken amiloidoz tanisiyla 9 ay boyunca oral ACT tedavisi verilmistir
(25 mg/giin). Dort haftada bir kontrole cagirilarak rutin laboratuvar tetkikleri
yapilmustir. Sirt ve gogiis bolgesinde ki lezyonlarda duzlesme ve kasintida azalma
gbzlenmistir. Sonug¢ olarak tedaviyi iyi tolere etmistir, rutin laboratuvar tetkikleri
normallesmistir. Cilt kurulugu disinda yan etki goriilmemistir. 9 ay kontrollerinde
niiks gozlenmemistir. Zor bir tedaviye sahip olan liken amiloidoz hastaliginin
tedavisi i¢in kullanilan ACT, tedavi siiresi boyunca olusabilecek yan etkilere karsi
dikkatli bir sekilde takip edilmelidir.

Sendur vd., (2010), psoriasis hastalarinda yaptiklar1 bir ¢calismada ise iki ayri
tedaviyi karsilastirmiglardir. Bu iki tedavi dar bant uvb ile retinoid-dar bant uvb olup,
sonuglar ise; tedavi siiresince olumsuz bir duruma rastlanmamistir. Tedaviler yarida
kesilmeyerek devam ettirilmistir. Retinoid-dar bant uvb tedavisini alan hasta
grubunda kolesterol (%18.2, 2 hasta) ve trigliserid (%36.4, 4 hasta) diizeylerinde
yiikselme gibi yan etkiler gdzlenmistir. Onerilen bir diyet uygulamas: ile bu
seviyelerde diisiis gozlenmistir. Hatta bir hastada da (%9.1) gegici olarak karaciger
fonksiyon testlerinde yiikselme, 10 hastada (%90.9) da keilit izlenmistir.



2.2. Metotreksat
2.2.1. Kimyasal Yapis1 ve Etki Mekanizmasi

Losemili ¢ocuklart tedavi etmek amaciyla ilk defa 1948 yilinda kullanilmigtir
(Dokmeci, 2007), (Sekil 2.5). Kanser kemoterapisinde en yaygin olarak kullanilan
MTX, bir folik asid antimetabolitidir. Yapis1 folik asite benzer ve dihidrofolik asit
analogudur (Feagan ve Alfadhli, 2004; Uzar, 2006), (Sekil 2.6; Sekil 2.7).
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Sekil 2.5. MTX’in Kimyasal Yapis1 (Poljsak vd., 2001)
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Sekil 2.6. Folik Asitin Kimyasal Yapisi (Poljsak vd., 2001)
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Sekil 2.7. Dihidrofolik Asitin Kimyasal Yapisi (Uzar, 2006).

Klinikte simdiye kadar bir¢ok folat analogu kullanilmasina ragmen, MTX (4-
amino-4-deoxy-10-N-methyl-pteroylglutamic acid) en yaygm kullanilanidir. MTX
sodyum, MTX LPF, rheumatrex, amethopterin ve NSC-740 olarak cesitleri de
bulunmaktadir (Jolivet vd., 1983). MTX, folik asit inhibitoriidiir. Folik asit (folat,
pteroylglutamic asit veya vitamin B9), pteridin halka yapis1 veya glutamik asit
kalintilarinin sayisi ile iiretilen bir grup kimyasal yap1 olarak bilinen viicut sagligi,
biiyiime ve gelisme i¢in gerekli suda ¢oziiniir B vitaminidir (Xian vd., 2008).
DNA’ya metil grubu saglayarak DNA sentezini ve DNA metilasyonunu etkileyebilen
bir kanser onleyicisidir (Choi ve Mason, 2001). Aynm1 zamanda DNA bazlarinin
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sentezi igin gereklidir (Lucock, 2004). MTX; zihinsel hastaliklar, kardiyovaskiiler,
kanser ve dogum kusurlarina karsi korunma sirasinda metabolizmaya yardimci
olmada oOnemli rol oynar (Melo vd., 2017). MTX, dihidrofolat1 (DHF)
tetrahidrofolata (THF) ¢eviren dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimini inhibe eder
(Dutz ve Ho, 1998). THF, piirin ve pirimidin sentezinin 6nemli bir pargasi olan
timidilatin tretiminde rol oynar (Flores ve Kerdel, 2000). Piirin ve pirimidin
niikleotidleri deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA) sentezinde rol
oynarlar. Ayn1 zamanda MTX, piirin ve pirimidin inhibit6rii oldugundan, bu durum
hastalarda immiinsupresif ve antincoplastik olarak kullanilmaktadir (Cole vd., 2006;
Giiven vd., 2017). MTX, hiicrede uzun siire kalabilmesi nedeniyle latent sitotoksik
etkileri vardir; hiicre dongiisiiniin S fazinda sitotoksik etkiler yapar ve hiicre

boliinmeye basladigi zaman hiicreyi Oldiiriirler.

MTX, yiiksek dozlarda antiproliferatif olarak 16semi, lenfoma, osteosarkom,
bas ve boyun tiimorleri, akciger kanseri, meme kanseri gibi kanserlerin tedavisinde
kullanilirken (Tashi vd., 2011), diisiik dozda antiinflamatuar ve immiinsiipresif
etkilerinden dolay1 refrakter romatoid artrit, juvenil romatoid artrit ve direngli
psoriazis hastalarmin tedavisinde kullanilmaktadir (Conway ve Carey, 2017;
Chabner vd., 2007). Ayrica immiinmodiilator, anti-inflamatuvar ve antimikrobiyal
etkileri de bulunmaktadir (Fiehn, 2008). Yapilan baska bir ¢aligmada ise MTX’in
dogrudan antioksidan o6zellige sahip oldugu da belirlenmistir (Zimmerman vd.,
2017).

2.2.2. Farmakokinetigi

Dokulara iyi dagilim gosteren bir ajan olan MTX; ozellikle bobrek, safra
kesesi, dalak, karaciger ve deride yiiksek konsantrasyonlara ulasir. Hatta
bobreklerde haftalarca karacigerde ise aylarca kalabildigi bildirilmistir (Uslu, 2019).
Bobrek, karaciger, bagirsak gibi dokularda absorbe edildikten sonra MTX,
poliglutamat formuna dontstiriiliir. MTX-poliglutamat formu dokuda daha uzun
stire kalabilmektedir. Karacigerde de metabolize olan MTX ve metabolitleri
bobrekten hem glomeriiler filtrasyon hem de proksimal tiibiiler sekresyonla atilir

(Demirel ve Kirnap, 2010).

MTX’in oral absorpsiyonunun viicuda alinan miktarina bagl oldugu da
belirtilmistir. Yapilan bir calismada MTX’in disiik dozda oral aliminin

absorbsiyonunun %70 civarinda oldugu gosterilmistir (Herman vd., 1989). Bunun
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yaninda yiiksek dozu; akut lenfoblastik 16semi, osteosarkom, koriokarsinom,
lenfoma (nhon-Hodgkin lenfoma), meme kanseri, mesane kanseri, bas ve boyun
kanseri gibi gesitli kotii huylu timorlerin kemoterapi rejimlerinde kullanilmustir.
Diisiik dozlar1 ise antiinflamatuvar ve hiicre boliinmelerini inhibe edici etkileri
nedeniyle romatoid poliartrit, psoriazis, sindirim kanalinin inflamatuvar hastaliklari
ve graft-versus-Host hastaligi gibi malign olmayan hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilmistir (Goodman,vd 2009).

Kanser hiicreleri membranindan ge¢isi kolaylastirmak diistincesiyle MTX’in
yiiksek dozlarda uygulanmasi da 6nerilmektedir. MTX’in bu yiiksek dozlar1 hiicrede
poliglutamatlarin olusumunu ve dolayistyla ilacin etki siiresini artirmaktadir. Ancak
bu yiiksek dozlarin etkinligi normal dozlarla karsilastirildiginda 6nemli farklilik
ortaya ¢ikardig: bildirilmistir. Yapilan baz1 caligmalarda, yiiksek doz tedavisini daha
etkili hale getirebilmek i¢in 5-formil-tetra folik asit (I6kovorin) (LV), eklenmesi
yapilmisgtir (Dokmeci, 2007; Kutluana vd., 2011).

Rutinde intravendz (i.v.) uygulanan MTX, gastrointestinal emilim ile de
almabilir. Fakat bu sadece 25 mg alt1 dozlar i¢in gecerli bir durumdur. Doz alimi1
arttigi  durumlarda emilim tam anlamiyla gerceklesemez. ilacin uygulama
asamasindan sonra temizlenme islemi mevcuttur. {lk faz hizli dagilim asamasidir.
Daha sonra 2-3 saatlik yarilanma omrii ile 2. faz, hemen ardindan ise 8-10 saatlik
bir yarilanma 6mrii ile 3. faz ve son asama gelir. 3. fazin uzadig: sirada eger bobrek
yetmezligi durumu olugmus ise cilltte, gastrointestinal epitelde ve kemik iliginde
toksisite durumlart gozlenebilir. Bobrek, safra kesesi, deri ve karaciger gibi dokulara
dagiliminin 1yi ve yiiksek konsantrasyanlarda oldugu belirlenmistir. Buna karsin
periton gibi doku bosluklarinda ise yavas dagilim gosterir. Bu bogluklarda
olusabilecek genislikler ayn1 zamanda depo olarak gorev yapmaktadir. Bu nedenle
salinim yavaglar, plazma konsantrasyonunda ki artis uzar ve toksisiste de ciddi olarak

goriintiilenir (Goodman vd., 2009).

MTX’in eliminasyonu, uygulama sekline ve uygulanan doza bagl olarak
degisiklik gosterebilmektedir. insanlar da i.v. uygulama sonrasi 24 saat iginde %80-
90’1 idrar ile atilirken %10 ya da daha az bir oranda uygulanan dozu ise saftra ile

atilabilmektedir (Hardman ve Limbird, 2001).
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2.2.3. Dozaj ve uygulama

Giinliik alindig1 zaman tehlike olusturabilen MTX’in haftada bir veya 15 giinde
bir kez alinmasi Onerilmistir. Tedaviye 2.5 mg/hafta test dozu ile baslanabildigi gibi
test dozuna bagl kalmadan da tedavi uygulanabilmektedir. MTX in dermatolojik
uygulamalarda ki baslangi¢c dozu 5-15 mg/hafta olarak verilmektedir. Tedavilerdeki
ortalama doz araligi ise 5-30 mg/hafta olarak belirlenmistir. Boylece tedavide 30
mg/hafta doz {iizerine ¢ikilmamasi Onerilmektedir (Roenigk vd., 1998). Yine de
hastaya verilen dozun tedavide alinan yanita gore ayarlanmasi onemlidir. Boylece
verilen doz hasta tarafindan iyi bir sekilde tolere edilirse doz artirimi iki haftada bir
olmak iizere 2.5 mg artirilabilir. Klinik olarak diizelme goriildiikten sonra aylik 2.5
mg doz diisiiriilebilir ve tedavi bitirilebilmektedir. Yasli hastalar i¢in azalan renal
Klirensten dolayr daha diisik dozda MTX uygulanmalidir. Braun vd., (2008) ve
Arthur vd., (1999) yaptiklart ¢alismalarinda haftalik dozun 25 mg istiine ¢ikarsa
parenteral ya da subkutan uygulamasini onerimislerdir. MTX oral olarak soliisyon
veya tablet seklinde kullanilabilir (Warren ve Griffiths, 2008). Tedaviye
baslanmadan 6nce kemik iligi, hepatik ve renal fonksiyonlara bakilmali ve normal
oldugu belirtilmelidir. Renal fonksiyonlarda bir azalma meydana gelmisse MTX
diisik dozda ve monitérize edilip verilmelidir. Karaciger testleri hatta gerekli

durumlarda biyopsisi yapilmalidir (Zachariae vd.,1989).
2.2.4. Yan Etkileri ve Yapilan Calismalar

MTX’in yararlarina kars1 ayn1 zamanda hastaligin tipi, siddeti, doz sikligi,
hastalarin risk faktorleri, molekiiler apoptotik faktdrler ve tedavi siiresi sonucunda
saglikli hiicrelere etki etmesi de tesbit edilmistir. Ayn1 zamanda gastrointestinal
sistem, karaciger fonksiyonlarinda bozulma, transaminazlarda yiikselme, ates,
hematolojik degisiklikler (kemik iligi stipresyonu, makrositoz) testis, sinir, kemik
iligi ve bobrek iizerinde toksik etkileri de ortaya ¢ikmistir (Jahovic vd., 2003;
Sentiirk, 2016). Yiiksek dozda uygulanmasi alopesi, fotosensitivite, deskuamasyon
ve ciltte eriteme sebep olurken diisiik dozlarda saglarda seyrelmeye neden oldugu

gozlemlenmistir (Adamson vd., 2016).

Sato vd., (2001)’nin yaptiklar1 ¢alisma da MTX, epitelyal hiicrelerde

eozinofillerin alimina ve akciger fibroblastlarin1 uyarilmasina sebep oldugu
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gosterilmistir. MTX, THF eksikligine yol agarak piirin, pirimidin metabolizmasi ve
DNA sentezini igeren pek ¢ok metabolik yolu etkiler (Jolivet vd., 1983). Boylece
hem hiicre oliimiinii indiikleyip hem de kanser ve kanser olmayan hiicrelerde,
biiyiimeyi ve proliferasyonu baskilayarak 6zellikle hizla boliinen hiicreler tizerinde

toksik etkiye neden olur (Sritulasi ve Vanithakumari, 2012).

MTX’in en ¢ok yan etkileri bagirsakta; emilim bozuklugna sebep olarak
belirlenmistir (Junko vd., 2001). Ince bagirsaktaki kript hiicrelerinde biraktig1 yan
etkinin mukoza hasar1 oldugu ve bunun en siddetli hali ise MTX’in uygulanmasindan
72 saat sonra oldugu tesbit edilmistir (Clarke vd., 2006). Ayrica sindirim sistemi
mukozasinda inflamasyon olusturmasiyla bulanti, kusma, anoreksi, karin agrisi,
gastrointestinal sistemde kanamaya yol agabilmistir. MTX uygulamasinin uzun
vadeli kullanim sonrasi karaciger ve bobreklerde hasar olusumu da goézlenmistir.
Bunu takiben nefrotoksisite ve hepatoksisite ile birlikte pulmoner infiltrasyon ve
fibrosis gibi yan etkiler de bildirilmistir. MTX’in bobrek iizerideki etkisi digiik
dozda goriilebilmekte ve bobrek tiibiillerine ¢okerek tiibiilopatiye de neden olabildigi

gozlemlenmistir (Bertram ve Katzung, 2004).

Sayilmaz vd., (2016), yaptig1 calismada MTX in testis iizerindeki yan etkileri
nedeniyle infertiliteye neden olabildigini; sperm DNA’sina ve testislerdeki seminifer
tiibiillere zarar verdigini ve sperm sayisini azalttigimi belirtmistir. MTX ile rat
testislerinde olusturulan hasar iizerine silimarinin koruyucu etkilerinin arastirilmasi
yapilmistir (Atli, 2019). Sonu¢ olarak; oksidatif stresin artmasina, apoptozisin
uyarilmasina ve streoidogenesinin bozulmasina bagli olarak 7 giinliik MTX etkisinin
testis dokusunda hasar olusturdugu gozlenmistir. Boylece ratlarda MTX kaynakli
testikiiler ~ toksisite  iizerine silimarinin  antiapoptotik, antioksidan etki

mekanizmalartyla koruyucu 6zellik gosterdigi sonucuna varilmistir.

MTX’in norotoksisite mekanizmalari tam olarak bilinmemektedir. Fakat bir¢ok
hipotez bu norotoksisiteyi miyelin, lipidler ve proteinlerin olusumu i¢in dnemli olan
transmetilasyon tepkimeleriyle MTX’in etkilesmesi seklinde agiklamistir. Bunun
sonucunda da MTX; akut, subakut veya kronik norotoksiteye neden olabilir (Arja
vd., 1998). MTX, ayrica diisiik indiikleyici ve teratojeniktir. Bu sebeple MTX
kullanan kadin ve erkek bireylerde ilac¢ kesildikten yaklasik ii¢ ay sonrasina kadar
kontrasepsiyon 6nerilmistir (Abolmaali vd., 2013).
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El-Agamy vd., (2016), MTX ile indiiklenmis olan hepatotoksisite {izerine
arastirma yapmislardir. MTX’in dig mitokondri membraninda Bax translokasyonuna
sebep olmasi sonucunda mitokondriyal gecirgenlikte dolayisiyla sitozole dogru
sitokrom-c akisinda artisa neden oldugu gosterilmistir. Bu durumda hepatoselliiler
apoptozis durumunda Bax ve Caspase-3 eckspresyonlarinda artisin, Bcl-2
ekspresyonunda ise azalmanin olacagini gostermektedir. Visentin vd., (2012),
yaptiklar1 aragtirmalarinda MTX toksisitesine karst folinik asit ile yapilan kurtarma
tedavisinin uygulanmast sonucu hiicrede DHFR blok ajaninin kaldirildigini
belirtmislerdir. Kalantari vd., (2018), yaptiklar1 arastirmada iniilinin, MTX kaynakl
karaciger toksisitesine karsi antioksidan aktivitelere ve hepatoprotektif etkilere sahip
oldugunu gostermislerdir. MTX ile tedavi edilen ratlarda iniilin 6n tedavisinin, alanin
aminotransferaz ve aspartat aminotransferaz’in serum seviyesini 6nemli o6lgiide
azalttigin1 ayn1 zamanda karaciger dokusundaki GSH, SOD ve CAT aktivitelerini
etkili bir gsekilde arttigini ve malondialdehit (MDA) seviyesini disiirdigiini
belirlemiglerdir. Bu sonuglarla yola ¢ikarak, MTX’in karaciger toksisitesindeki etkisi
icin umut verici bir hepatoprotektif dogal ajan ve antioksidan 6zellige sahip olan

iniilinin ortaya ¢ikmasini belirlemislerdir.

Ektopik gebelik tedavisinde uygulanan tek doz MTX’in basart oranmin
degerlendirilmesi yapilmistir. Sonug olarak tek doz MTX kullanilmasi1 ektopik
gebeligin tedavisi i¢in etkin ve giivenli bir se¢cenek oldugu belirlenmistir (Giinay vd.,
2019). Baska bir calismada, MTX ile karaciger hasari olusturulmus ratlarda
silimarinin koruyucu etkilerinin aragtirilmasi yapilmistir. Calismada MTX uygulanan
deney hayvanlarinin karacigerinde meydana gelen histopatolojik degisikliklerin;
oksidatif hasarin artmasina bagl oldugu ve MTX verilmesinin kan, karaciger, bobrek
ve ince bagrsakta glutatyon (GSH) seviyelerinin azalmasina, inflamatuvar yanitin
gostergesi olan myeloperoksidaz aktivitesinin ve lipid peroksidasyonunun gostergesi
olan MDA seviyelerinin artmasina neden oldugunu gostermistir. Sonug olarak MTX,
karacigerde onemli doku hasarina neden olmustur ve silimarinin antioksidan 6zelligi

bu hasari iyi yonde etki etmistir (Kocaman ve Dabak, 2019).

Savage vd., (2020) yaptiklar1 aragtirmalarinda MTX’in, hidradenitis
suppurativa (HS) hastalarina fayda saglayabilen immiinomodiilatér bir tedavi

olusunu; diistik viicut Kitle indeksleri olan yash hastalarda etkili bir tedavi
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secenegini temsil edebilecegini ancak eszamanli biyolojik tedavi alan hastalarda
fayda saglayamadigini tesbit etmislerdir. Huang vd., (2020); kanser ve otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir terapotik ajan olan MTX’in,
bagirsak hasarina ve mikrobiyota diizensizligine karsi LV nin koruyucu etkilerini
arastirmiglardir. Sonug¢ olarak, bagirsak mikrobiyotasinin dengesi ve bilesiminin,
MTX ile indiiklenen bagirsak toksisitesine kars1 LV aracili korumada 6nemli bir role
sahip oldugunu gostermislerdir. Baska bir ¢aligmada da; erkek ratlarda MTX indiikli
testis hasar1 lizerine, lizim ve turunggillerde bulunan bir flavanon glikozit olan
Narinjin’in (NRG) koruyucu etkileri arastirilmistir. Sonug olarak, 6zellikle 100
mg/kg dozda NRG tedavisinin MTX indiiklii testis toksisitesini azalttigini
belirlemislerdir (Aksu vd., 2018) .

2.3. Serbest Radikaller

Elektronlar atomlarda orbital adi verilen yoriingelerde ¢iftler halinde
bulunurlar. Serbest radikaller ise, dis orbitallerinde bir ya da daha fazla eslenmemis
elektron igeren molekiiler yapilari vardir. Birgok metabolik ve patofizyolojik
olaylarda etkin rola sahiptirler ve aktiviteleri yiiksek molekiiller olarak tesbit
edilmistir (Poljsak vd., 2011; Marzatico ve Café, 1993), (Sekil 2.8).

Eslesmemis Elektron

Serbest Radikal

Kararli Molekdl

Sekil 2.8. Serbest Radikalin Yapis: (Ginsberg vd., 2005).

Hiicrede serbest radikaller, hem ¢evresel oksidanlarin (ultraviyole radyasyon,
ilag toksisitesi, sigara dumani, yogun fiziksel aktivite, alkol, hava kirliligi), hem de
metabolik siireclerin (hiicresel solunum) etkisi ile siirekli meydana gelir (Poljsak vd.,
2013). Serbest radikal olusumunun artmasi, oksidatif stresi tetiklemektedir (Berk vd.,
2008). Pozitif yiiklii, notral ya da negatif yiiklii olabilirler (Akkus, 1995). Serbest
radikaller, dokularda DNA, protein ve lipid ile birleserek, normal fonksiyonlarini
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yapamaz hale dontstiiriirler (Nazlikul, 2013). Bu zararin yaslanmay1 tesvik ettigi,
ayrica kalp damar hastaliklari, katarakt, ¢esitli kanser tiirleri, sinir sistemi dejeneratif
hastaliklar1 ve bagisiklik sisteminde zayiflama gibi bir¢ok hastaliga sebep olduguna
dair bilgiler bulunmaktadir (Meydani, 2001). Bu durumlara neden olan radikallerin
baslicalari; siiperoksit anyonu, tekli oksijen hidroksi, peroksi ve alloksi radikalleridir.
Reaktif oksijen tiirlerinin zararlarina karsilik viicuttaki farkli dogal savunma

sistemleri serbest radikalleri kontrol altinda tutmaktadir (Cankurtaran vd., 2005).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT) viicutta stirekli
olarak oksidatif metabolizma, mitokondriyal biyoenerjetik ve bagisiklik fonksiyonu
ile tretilir. En 6nemli zararlar1 ise hiicrede ROT’lar1 meydan getirir (Roleira vd.,
2015). 50 ve iizeri yaslardan itibaren ROT yapimi belirgin sekilde artmaktadir.
Hiicrede oksijenin %90°1 oksidatif fosforilasyonun merkezi olan mitokondrilerde
tiketilir. Bunlarin %2’i ROT’lara doniisiir. ROT; DNA, protein, lipidler ve tim
yapilardaki molekiillere saldirir. DNA molekiil oksidasyonu ile genetik messenger
DNA hasari, kontrolsuz biiylime-malignensi olusumu, hiicre bdliinmesinin
duraklamasi, lipid peroksidasyonu ile hiicre membran hasar1 ve ateroskleroz
hizlanmas1 gergeklesir (Cankurtaran vd., 2005). Lipit peroksil radikalleri ise
MDA ’ya doniisiir. Lipit radikalleri DNA 1ile birlikte de reaksiyona girerek DNA-
MDA iirtlinleri olusturur. ROT ekzojen veya endojen olarak olusabilir. Hormonlar,
baz1 kimyasallar, ilaglar eksojen ROT’u olustururlar. Endojen ROT, normal hiicre
metabolizmasi1 ve oksidatif fosforilasyon sonrasi meydana gelir. Lipit radikalleri
hiicredeki dengeyi alt iist ederler ve hiicre zarindan kolayca gegis saglayabilir
(Knight, 1995), (Tablo 2.1), (Sekil 2.9). Oksidatif stres ROT’lar ve antioksidanlar

arasindaki dengenin ROT’lara kars1 bozulmasi sonucu ortaya ¢ikar (Giirsoy, 2008).
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Tablo 2.1 Serbest Radikal Ornekleri (Ginsberg vd., 2005)

Alkilperoksi nitrit ROONO
Reaktif Nitrojen Turleri (RNT) Nitronyum katyonu NOa+
Diazot tetraoksit N204
Nitrik Oksit NO*
Azot Dioksit NOO*
Peroksinitrik ONOO*
Nitroz asit HNO?
Nitrozil katyonu NO*
Siiperoksit radikali G
Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) Singlet Oksijen 10,
Ozon 03
Hidroksil Radikali .OH
Hidrojen Peroksit H.0,
Hidroperoksil Radikali ROOH"
Hipoklorik Asit HOCI

HUCRE VE DOKULARA ROS'UN ETKISI

LIiPIT PROTEIN ENZIM DNA
—— LG’\/RC)SWN—(
PEROKSIDASYON DEJENERASYON DISAKTIVASYON HASAR —» MUTASYON

! ! !

|HUCRE MEMBRANI VE BILESENLERINDE HASAR (lipoproteinler gibi)[

!

MIYOKARD INFARKTUSU, ATEROSKLEROZ, YASAM SEKLIYLE ILGILI HASTALIKLAR KANSER

YASLANMA

Sekil 2.9. Serbest Radikalin Yapusi ile Reaktif Oksijen Tiirlerinin Hiicre Dokular Uzerine Etkileri (Giirsoy, 2008).
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2.4. Antioksidan

Serbest radikallere bagli olusan oksidasyon olaylarin1 engelleyen, serbest
radikalleri  stabilize etme  yetenegindeki maddeler antioksidan olarak
adlandirilmaktadir (Elliot, 1999). Antioksidanlar mekanizmalarina gore birincil ve
ikincil antioksidanlar olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Birincil antioksidanlar;
enzimatikdirler ve radikaller ile reaksiyona girerek yeni serbest radikal olusumunu ve
radikallerin daha zararli formlara doniismesini Onleyen bilesiklerdir. Bu kategoride
yer alan GSH-Px, SOD ve CAT gibi enzim sistemleri serbest radikalleri yok etme
yetenegindedir. Bu enzimler genel olarak serbest radikallerin DNA, proteinler ve
lipidler gibi hiicresel bilesenlere zarar vermesini sinirlandirmak suretiyle bir hiicresel
bolgeden digerine gecisini de Onleyebilmektedir (Diplock, 1998). Sayisiz non
enzimatik antioksidanlar arasinda ise A, E, C vitaminleri ve flavonoidler sayilabilir
(Ogiit ve Atay, 2012), (Sekil 2.10). Ikincil antioksidanlar ise ¢ok cesitli reaksiyon
mekanizmalaria sahiptirler. Bu antioksidanlar oksidasyon hizini yavaslatirlar fakat
serbest radikalleri daha kararli iiriinlere doniistiremezler. Ikincil antioksidanlar
prooksidan metallerle kelat yapabilirler ve onlar1 deaktive edebilirler. Ayrica
hidroksiperoksitlerin radikal olmayan tiirlere parcalanmasini saglayabilirler, singlet
oksijeni deaktive edebilirler, ultraviyole radyasyonu absorbe edebilirler veya oksijen
giderici olarak davranabilirler. Bu antioksidanlar genellikle birincil antioksidanlarin
aktivitesini arttirirlar. Sitrik asit, askorbik asit, askorbil palmitat, lesitin, tartarik asit,
EDTA ve B-karoten ikincil antioksidanlara 6rnek olarak verilebilir (Reische vd.,
2002). ikincil antioksidanlar en onemli etki mekanizmalarma gore; oksijen
gidericiler ve indirgeme ajanlar1 (Askorbik asit, askorbil palmitat, eritorbik asit,
sodyum eritorbat, siilfitler), kelat yapicilar (Sitrik asit, fosforik asit,
etilendiamintetraasetik asit (EDTA), tartarik asit), singlet oksijen gidericiler (B-

Karoten, likopen ve lutein) olarak ii¢ gruba ayrilabilirler (Reische vd., 2002).
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Onlevici Antioksidanlar

!

Stuperoksid Dismutaz

Glutatyon Peroksidaz

Metallerle Kompleks
Yapict Proteinler

!

Radikal Yakalayict
Antioksidanlar

|

!

C vitamini
Urat
Albumin

E vitamini
Ubikinol

Karotenoidler

Flavonoidler

OnancvYenileyici
Antioksidanlar

!

Lipaz
Proleaz
DNA Onarict
Enzimler
Transferazlar

|

|

!

Radikal T — -
olusumunu a {.lnur = /Ill(.»ll'!lll » lALr.llrl (»l\lr.frilk
onleyerek aglamasimi tlerlemesini‘zincir dokulart yeniden

onleverek sonunu bozarak duzenleverek

' | ) I I

e Serbest  pme | Lipid — Zincir
Radikal Radikali Oksidasyonu

Baglatici =
Zarar

Hastalik

Sekil 2.10. Antioksidan Gruplar1 ve Ozellikleri (Willcox vd., 2008)

ROT’un etkisiz hale gelmesinde dogrudan rol oynayan baslica enzimatik
antioksidanlar; GSSG-R, SOD, GSH-Px, CAT’dir (Gupta vd., 2014). Antioksidan
islevini ifade eden iki temel oksidasyon azaltma sekli mevcut olmaktadir. Birincisi,
molekiil igindeki oksijen kazanciyla hidrojen kaybini iceren oksidasyondur. Ikincisi
ise elektronlarin hidrojen kazanci anlamima gelir ve oksijen kaybi ile ifade

edilmektedir. Boylece, oksidan olan molekiil ile reaksiyona girerek oksidan azalir
(Coronado vd., 2015).

2.4.1. Glutatyon Rediiktaz (EC 1.6.4.2)

Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) enzimi, oksijen ve serbest radikalleri etkisiz hale
getirmekle birlikte indirgenmis glutatyon/yiikseltgenmis glutatyon (GSH/GSSG)
oranint koruma altina alarak DNA’yi, protein sentezini ve hayati hiicresel
fonksiyonlarin yiikksek oranda diizenlenmesine sebep olarak, tespit
(Sentiirk vd., 2009; Keha ve Kiifrevioglu, 2010).

edilmistir

Bir flavoprotein olan GSSG-R, antioksidan etki gostererek koenzim olan
NADPH yardimiyla GSSG’u, GSH’a indirgenmesini katalizleyen bir enzimdir.

NADPH’1n hiicre i¢i seviyesinin azalmasi GSSG-R’1n inaktive olmasina sebep olur.

20



Bunun sonucunda glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyonu okside ederek H20.’yi
H2O’ya indirgemektedir. GSSG’nin tekrar GSH’ya indirgenmesi ise GSSG-R
tarafindan saglanmaktadir. DNA sentezi gibi birgok hayati hiicresel fonksiyonun
diizenlenmesi, GSH/GSSG oraninin korunmasiyla saglanir (Gérard-Monnier ve
Chaudiere, 1996). Bu nedenle GSH/GSSG orani1 6nem tagimaktadir (Krauth-Siegel
vd., 2005).

Daha once yapilan ¢alismalarda; GSSG-R enzimi, prokaryotik ve Okaryotik
pek ¢ok kaynaktan saflastirilarak Kkarakterize edilmistir. Bu kaynaklari; domuz
eritrositi, sigir eritrositi, rat karacigeri, sigir karacigeri, koyun beyni, koyun
karacigeri, gokkusagi alabaligi ve hindi karaciger dokusu gibi memeli dokulari,
mantarlar, siyanobakteri gibi mikroorganizmalar; bugday, misir, bezelye ve 1spanak
gibi bitkisel kaynaklar olusturmaktadir (Beiitler, 1969). Saflastirilan kaynaklarda
GSSG-R enziminin molekiil kiitlesi 70-140 kDa arasinda degistigi, homodimerik bir
enzim oldugu ve her bir alt birimine bir flavin adenin diniikleotit’in (FAD)

baglandig1 rapor edilmistir (Taser ve Ciftci, 2012).

GSSG-R inhibitdrleri, kanser ve sitma tedavisinde uygulanmaktadir (Sentiirk
vd., 2009). Ayn1 zamanda GSSG-R enziminden klinik olarak karaciger ve kanser
hastaliklarinin teshisinde, beslenmede, riboflavin yetersizliginin 6l¢liimiinde ve bazi

genetik bozukluklarin belirlenmesinde yararlanilmaktadir (Toribio vd., 1996).
2.4.2. Siiperoksit dismutaz (E.C.1.15.1.1.)

Hiicresel ve ekstraseliiler olmak tizere iki ¢esidi bulunan SOD, reaktif oksijene
kars1 ilk savunma hattini olusturan ve reaksiyon hizini artirmak igin yeterince giiglii
bir enzimdir. Viicutta en ¢ok sitoplazmada bulunan bakir/¢inko-siiperoksit (Cu/Zn-
SOD), mitokondrilerde manganez-siiperoksit dismutaz (Mn-SOD) ve hiicre dis1
stvilarda da ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC-SOD) olarak bulunur (Sen ve
Chakraborty, 2011). Cu/Zn-SOD, 1969 yilinda Mc Cord ve Fridovic (1969)
yaptiklar1 ¢alismada ortaya ¢ikarmiglardir (Ayas, 2007). Mn-SOD ise 1970 yilinda
Kedde ve ark. tarafindan tanimlanmistir (Rosen vd., 1995). Streptomyces griseus
bakterisinde Ni-SOD seklinde izoenzimi bulunur. Aymi zamanda Fe-SOD
(anaeorobik) ve Mn-SOD (aeorobik) enzimlerinin  kullanildigi  sistemler
bulunmaktadir (Baskin ve Salem, 1997). Kas hiicrelerinde SOD aktivitesinin % 65-
85’1 sitozolde yapilir (Finaud ve Filaire, 2006).
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Reaksiyon siirecinde siiperoksitten daha radikal bilesiklerin yapimi1 SOD
tarafindan bloke edilir. SOD; CAT ve GPx’den farkli olarak serbest radikali substrat
olarak kullanir. SOD, mitokondride oksijenden olusan ilk reaktif iiriin olan Oz ’nun
daha az reaktifi olan H2O2 ve O2’¢ doniisiimiinii katalizler (Dervis, 2011). Ayrica
SOD, bir siiperoksid molekiiliinii H202’e indirgeyip diger siiperoksid molekiiliinii O2
molekiiliine yiikseltir (Memisogullari, 2005).

SOD

0O, +0; +2H" —»  H0+ 02

Cesitli  patolojik nedenlerle siiperoksit yapimimin artmast durumunda
stiperoksite 0zgiil tepkimeler goriillmeye baslar. Ayn1 zamanda SOD enzimi, yiiksek
katalitik aktivitiye sahiptir ve bu durum da siiperoksit birikmesine hiicre i¢inde izin

vermez (Kiling ve Kiling, 2002).
2.5. Rat’in Karaciger Anatomisi

Karin boslugunda sag iist kisimda diyafram posterior ylizeyi ile temas halinde
bulunan lobiile bir organdir (Maynard ve Downes, 2019). Ratlarin karacigerleri sol
lateral-sol medial, sag lateral-sag medial ve kaudal loblardan olusmaktadir. Karaciger
kapsiili, her lobu ayri ayr1 sarmakta olup loblar sadece porta hepatis diizeyinde
birlesmektedirler. Kaudal lob, sol lateral lobun inferior yiizeyine bir periton yapragi
ile yapigsmaktadir. Portal ven, hepatik arter ve safra kanallari, her lob i¢in portal
hepatis diizeyinde ve karaciger parankiminin hemen disinda dallanmaktadir.
Ratlarda; safra kesesi bulunmaz (ide, 2003). Uzun bir safra kanali, pankreas
tizerinden duedonuma dokiiliir. Sol lob ve orta lob tek lob seklindedir ve orta lob
round ligamaninin yapistigi derin bir ¢entige sahiptir. Sag lob, iki kiigiik alt loba
ayrilir. Kaudal lob ise parakaval ve spiegel loblarina ayrilir. Sag, sol ve kaudal lob,
bir portal dala sahipken; orta lob iki portal dala sahiptir. Sol ve sag lobun bir kismi,
kaudal lob bir biiyiik hepatik vene drene olurken orta lob ii¢ hepatik vene drene
olmaktadir. Rat karacigeri ve insan karacigerinin temel yapilari, benzerlik gosterir

(Goyri-O’Neill vd., 2013), (Sekil 2.11).

Karaciger, ilaglar tarafindan indiiklenen toksisiteye karsi olduk¢a yatkindir ve
ayni zamanda ilaglarin neden oldugu zararlarin azaltilmasi ve biyolojik dontisiimleri

i¢cin merkezi bir rolii vardir (Mukherjee vd., 2013).
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Sekil 2.11. Rat Karacigerinin Gorliniimii

2.6. Alfa Lipoik Asit

Alfa lipoik asit (ALA) viicutta dogal olarak iiretilmesine ragmen 1937 yilina
kadar varligi kesfedilememistir. Ancak 1937 yilinda Laktobasillus’un gelisimi igin
gerekli olan, growth faktor denen patates ekstresinin bir komponenti olarak
bulunmustur (Taher, 2017). 1950 yilinda Reed ve ark, karaciger rezidiisiiniin 100
kilogramindan 30 miligram lipoik asit (LA) saflastirmiglardir (Reed vd., 1950).
Insanlarda, bitkilerde ve hayvanlarda az miktarda sentezlenen LA, bir¢cok klinikte

onemli bir antioksidan olarak kullanilmaktadir (Tetik¢ok vd., 2015).

Oksidize formu genellikle LA veya ALA, indirgenmis formu ise
dihidrolipoikasit (DHLA) olarak adlandirilir (Sekil 2.12). ALA, antioksidan 6zelligi
olan tiyol grubuna sahip molekiildiir (Golbidi vd., 2011). LA’nin hem DHLA formu
hemde ALA formu antioksidan ozelligi gostermektedir. Fakat ALA formu orta
seviyede kabul edilirken, DHLA formu en iyi antioksidan olarak kabul edilmektedir
(Tetikgok vd., 2015). Viicutta dogal olarak indirgenmis halde bulunur (Shay vd.,
2009). ALA, gidalar ile alindiginda, bir¢cok doku igerisinde indirgenmis durumu olan
DHLA formuna doniistiiriilmektedir. ALA ve DHLA, bir¢cok ROS tiiriinii yagda ve
suda etkisizlestirir (Packer vd., 1995).

ALA, intravendz kullanildiginda veya oral alindiginda hizla absorbe edilir.
DHLA, diger antioksidanlar ile sinerjik bir sekilde de calisabilmektedir.
Antioksidanlar, serbest radikalleri etkisizlestirdikten sonra indirgenirler. DHLA;
vitamin E, askorbat, GSH ve koenzim Qo gibi antioksidanlarin indirgenmis ve
radikal durumlarini, dogrudan veya dolayli yollarla yine eski durumlarma getirir

(Karaca, 2008).
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Dihidrolipoik Asit (DEHI._AD
Sekil 2.12. ALA ve DHLA Kimyasal Yapilari (Giiveng, 2008; Cadenas, 2001)

ALA, hepatotoksisiteyi engelleyerek toksinleri viicuttan temizlemeye yardimei
olur. ALA nin viicutta iki ¢esit islem yaptig1 diisiiniilmektedir. Birincisi, metabolik
siireclerde koenzim olarak gorev almasidir. ikincisi ise beslenme destegi olarak
kullanildiginda, ulagilan dozlarda antioksidan ozellikler gostermesidir (Tetik¢ok vd.,

2015).

Antioksidanlarin yararlarinin yanmi sira kisa yarilanma Omiirlii olmalariyla
birlikte enzimler gibi membranlardan gecemezler. Bunlara karst lipozomal
antioksidan da mevcuttur. Bu da yagda veya suda c¢oziinebilir antioksidan
kombinasyonlar veya kimyasal enzimatik antioksidani anlamina gelir (Cornelli,
2009). Bu terimi karsilayan tek antioksidan ALA’dir (Uygur vd., 2019).

ALA, baz antioksidanlarin detoksifikasyon ve rejenerasyonunda gorev alan ve
onemli bir antioksidan olan GSH sentezinin artirilmasinda diger hiicresel sinyal
molekiillerinin ve transkripsiyon faktorlerinin aktivitelerinin diizenlenmesinde ve
insiilin sinyallerinin artirilmasinda rol oynamaktadir (Lu vd., 2002; Tetik¢ok vd.,
2015). LA ayn1 zamanda vitamin E’yi rejenere eden vitamin C ve glutatyon ile
birbirlerini etkileyerek membranlar1 korur. Iskemi reperfiizyon hasari, Katarakt
olusumu, diyabet, sinir dejenerasyonu, radyasyon hasar1 ve HIV aktivasyonu gibi
oksidatif stres modellerinin bir kisminda lipoik asit verilmesinin yararli olabilecegi

belirlenmistir (Packer vd., 1995).

Ozkan vd (2005); iiclii antioksidan (C vitamini, ALA ve E vitamini)
takviyesinin diyabetik ratlarin beyinlerinde total lipid, kolesterol diizeyleri ve yag
asidi bilesimi tiizerine etkisini incelemislerdir. ALA ve E vitamini karin i¢ine (50
mg/kg) enjeksiyon yoluyla verilmistir, C vitamini ise (50 mg/kg) igtikleri suya
eklenmistir. Bunun sonucunda tglii antioksidan kullanimmin diyabetik ve non-

diyabetik ratlarin beyinlerinde arasidonik asit diizeyini korudugu anlasilmistir. Cakir
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vd (2015)’de MTX’in karaciger mitokondrisi iizerine etkisini incelemek amaciyla
calisma yapmuslardir. ALA (35 mg/kg) oral yolla ve MTX (20 mg/kg) intraperitoneal
olarak uygulanmistir. Elde edilen sonuglar ise mitokondrial enzimlerin salinmasini
sagladig etkisi ile birlikte ALA’nin karaciger mitokondrisi iizerine olumlu sonucunu

ortaya ¢cikmaktadir.

ALA’nin primer kaynaklarindan diyetle alinan miktar1 50-600 mg’dir (Shay
vd., 2009). Insanlarda antioksidan etki gdsterebilmesi igin en uygun doz 100-200
mg/giin olarak belirlenmistir (Bustamante vd., 1998). Takaishi vd., (2007), diyetle
alman ALA’nin, transepitelyal taginma i¢cin CaCOz hiicre hatt1 kullandig1 ve bu hatti
etkileyen reaksiyonlar1 aragtirmiglardir. Sonuglar; ALA’nin, pH’ya bagimli olarak
hiicre tabakalarini hizli bir sekilde gectigini gostermistir. Tanskripsiyon, translasyon
ve substrat rekabeti sonrasi diizenleme mekanizmalar1 gibi bir¢ok faktdriin ALA nin
emilim ozelliklerini etkiledigi bilinmektedir. ALA; gerek antioksidan ozellikleri
gerekse kansere karsiti etkileriyle hiicresel kanser tedavileri icin ideal bir ajan
olmustur (Shay vd., 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneylerde Kullamlan Ratlarin Elde Edilmesi

Bu calisma Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan alinan izinle (2018/13) gergeklestirilmistir. Deney hayvanlari, Deney
Hayvanlar1 Arastirma Merkezi (DEHAM)’dan temin edilmistir. Calismada ayni
jenerasyondan olmasina 0zen gosterilerek secilen Wistar albino ki erkek erigkin
ratlar tercih edilmistir. Bunlar 50 tane olup yaslar1 10 haftalik ve agirliklar1 200- 250
gr arasinda degismistir. Ratlar plastik kafeslerde, standart fare yemi ile beslenmis ve
su serbest olarak verilmistir. Ratlar enjeksiyondan onceki son 24 saat ag
brrakilmiglardir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Deneylerde Kullanilan Ratlar

3.2. Ratlara Uygulanan Maddeler

Ratlara; anestezi olarak 50 mg/kg ketamin HCI (ketalar) ve 10 mg/kg Xylazine
(Rompul) uygulanmigtir. Ayrica KOCAK FARMA ilag ve kimya sanayi A.S.
tarafindan {retilen ve eczanelerde MTX-Kogak Flakon 50mg/5ml olarak satilan
ilacin etken maddesi olan MTX; Meda Pharma ilaglar1 firmasi tarafindan {iretilen ve
eczanelerde THIOCTACID® 600 mg HR Film Tablet adi ile satilan ilacin etken
maddesi olan ALA ve Teva llaglar1 firmas: tarafindan iiretilen ve eczanelerde
‘Neotigason’ adi ile satilan ilacin etken maddesi olan ACT periton i¢i i.p. olarak

uygulanmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Ratlara i.p Enjeksiyon Isleminin Uygulanmas1

3.3. Deneyde Kullanmilan Cihazlar:

o Hassas Terazi (Ohaus Adventure Pro AV 264C)

o Santrifiij (Kubota Centrifuges 3500; eppendorf tiipleri i¢in)
o Spektrofotometre (Jenway 6105 UV/VIS)

o Derin dondurucu -80 °C

o Homojenizator ( Sonics vibracell vex 130)

3.4. Arastirma Gruplarinin Olusturulmasi

Laboratuvar ¢aligmalarimizda; herhangi bir islem uygulanmayan kontrol grubu
(K), ALA, MTX+ACT, MTX+ACT+ALA verilmis grup olmak iizere 4 grup

olusturulmustur. Kontrol grubunda 5, diger gruplarda 15’er rat kullanilmistur.
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Tablo 3.1. Arastirma gruplarinin olugturulmasi

Giinler 1.Grup 2.Grup 3.Grup 4. Grup
(K) (ALA) (ACT+MTX) (ACT+MTX + ALA)

1. giin Higbir islem ALA ACT ACT+ALA
yapilmamistir

2. giin Higbir iglem ALA ACT+MTX ACT +ALA +MTX
yapilmamistir

3. glin Higbir islem ALA ACT ACT+ALA
yapilmamigtir

4. giin Higbir islem ALA ACT ACT+ALA
yapilmamigtir

5. giin Higbir iglem ALA ACT ACT+ALA
yapilmamistir

6. giin Higbir iglem ALA ACT ACT+ALA
yapilmamistir

7.glin Higbir islem ALA ACT ACT+ALA
yapilmamistir

ACT,; Asitretin, MTX; Metotreksat, ALA; Alfa Lipoik Asit

1.Grup (n=5): K grubudur. Higbir islem yapilmamistir. Sakrifiye edildikten sonra

karacigerleri ¢ikarimstir.

2.Grup (n=15): ALA grubudur. ALA, her giin ayni saatlerde i.p. olarak verilmistir.
Grubun 5 tanesi 3. giin, 5 tanesi 5. giin, 5 tanesi 7. giin sakrifiye edilmis ve

karacigerleri ¢ikarilmistir.

3. Grup (n=15): ACT+MTX grubudur. ACT her giin aym1 saatlerde i.p. olarak
verilmistir. MTX ise haftalik bir doz olarak uygulandigi i¢in enjeksiyonun 2. giinii
1.p. yoluyla yapilmistir. Grubun 5 tanesi 3. giin, 5 tanesi 5. giin, 5 tanesi 7. giin

sakrifiye edilmis ve karacigerleri ¢ikarilmistir.

4. Grup (n=15): ACT+MTX + ALA grubudur. ACT ve ALA her giin ayn1 saatlerde

1.p. olarak verilmistir. MTX ise enjeksiyonun 2. giinii yapilmistir. Grubun 5 tanesi 3.
giin, 5 tanesi 5. giin, 5 tanesi 7. giin sakrifiye edilmis ve karacigerleri ¢ikarilmistir
(Tablo 3.1)

Yapilan enjeksiyon islemleri, her sabah saat 8:30-9:00 arasinda
gergeklestirilmistir. ACT, MTX ve ALA % 0.9’luk NaCl’de ¢oziilerek ACT (20
mg/kg/giin) (An vd., 2017), MTX (20 mg/kg/hafta) (An vd., 2017), ALA (50
mg/kg/giin) (Maritim vd., 2003) ve bunlarin kombinasyonlar1 da viicut agirhig

diizeyinde i.p. yolla ratlara uygulanmustir.
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3. 5. Rat Karacigerinin Homojenizasyonu ve Sonikasyonu

Ratlara genel anestezi olarak 50 mg/kg ketamin HCI (ketalar) ve 10 mg/kg
Xylazine (Rompul) verilip servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildilmistir.
Daha sonra karin ve gogiis kisimlari agilip %0,9’luk NaCl ile karaciger perfiizyonu
gerceklestirilmistir (Sekil 3.3; 3.4 ve 3.5). Bunun sonucunda kan, karaciger
dokusundan uzaklastirilmis ve karacigerler hemen c¢ikarilmistir. SOD ve GSSG-R
aktivitesi iceren biyokimyasal analizlere gecinceye kadar perfiizyon igleminden sonra
c¢ikarilan karacigerler hassas terazide (Ohaus Adventure Pro AV 264C) tartilmistir ve
agirliklarmin iki kat1 0.25 M’lik izotonik siikroz igeren etiketli kaplara konulmus ve
-80°C’de derin dondurucuda saklanmigtir (Sekil 3.6.). Histolojik inceleme i¢in alinan
dokular da daha sonra galisilmak tizere %10’luk nétral tamponlanmis formalin
solusyonu bulunan etiketli kavanozlara konulmustur. Derin dondurucudan ¢ikarilan
karacigerler +4°C’de ¢oziilmeye birakilmistir. Bu doku 6rnekleri ¢oziildiikten sonra

hassas terazide tartilarak agirliklar1 belirlenmistir.

Sekil 3.4. Ratlarin, Karin ve Gogiis Kisimlarin Agilmasi
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Sekil 3.5. Karaciger Perfiizyonu islemi

Plastik tiip igerisine alinan doku drneklerine 1/10 (w/v) oraninda soguk 0,1 M’
lik, pH:7,4 fosfat tamponu c¢ozeltisi eklenmistir. Sonra bu doku ornekleri buz
icerisindeki plastik tiipte fosfat tamponu icinde makas ile gozle goriinmez hale
gelene kadar pargalanmistir. Ardindan doku o&rnekleri, Ultra-Turrax T.25 tipi
homojenizatdrde 20 sn siire 10 sn aralikla 8000 rpm de 3 kere homojenize edilmistir.
Orneklerin iginde bulundugu cam sise buz kabina aliarak, ultrasonikasyon aletinde
(Sonics vibracell vex 130) 20 sn siire 10 sn araliklarla 6 kere %25 amplitut da

homojenizasyonu yapilmistir. Tiim bu islemler, buzlu ortamda gergeklesmistir.

Elde edilen homojenatlar +4 “C’de 15.000 rpm’de 15dk santrifiij (Kubota
Centrifuges 3500) edilmistir. Enzim aktivitesi 6l¢iimleri i¢in slipernatantlar1 ayrilarak
etiketli ependorflara konulmustur. Ol¢iim yapilana kadar siipernatantlar -80 "C’de

saklanmustir.

Sekil 3.6. Siikroz Icerisindeki Karaciger Dokulart
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3.6. Glutatyon Rediiktaz Enzim Aktivite Tayini

GSSG-R aktivitesi; 4 mM EDTA igeren pH 7.4, 0.1 M’lik potasyum fosfat
tamponu, 1 mM GSSG, 0.1 mM NADPH varliginda NADPH nin oksidasyonunun
340 nm’de ve 37 °C’de spektrofotometrik olarak izlenmesi ile dlgiilmiistiir (Tablo
3.1). Boylece GSSG-R enziminin aktivite ol¢iimiinde reaksiyona giren NADPH’in
340 nm’de maksimum absorbans vermesi esasindan yararlanilmistir ve bu enzim
katalizledigi reaksiyonda NADPH’in oksitlenmesine bagli olarak, 340 nm’deki
absorbans diisiisii takip edilerek enzim aktivitesi belirlenmistir. NADPH nin 340
nm’deki molar sogurma katsayist: 6.22 mM™ cm™? olarak kullanild1 (Ogiis ve Ozer,
1998; Carlberg ve Mannervik, 1981).

Tablo 3.2. GSSG-R aktivite 6lgtim ortami (0.5 ml)

Stok cozelti ul Son
derigim
0.2 M Potasyum fosfat tamponu, pH 7.4 250 0.1M
80 mM EDTA 25 4 mM
20 mM okside glutatyon (GSSG) 25 1mM
2 mM NADPH 25 0.1 mM
Distile su 170 -
En son 5 pl enzim eklenerek tepkime
baglatildi.
GSSG-R
GSSG + NADPH + H* 2GSH + NADP*

Bir iinite GSSG-R; 37 °C’de, dakikada 1 pmol NADPH’1 oksitleyen enzim miktar

olarak tanimlanmustir.
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GSSG-R Aktivitesi (Unite / ml) = (AA340 x TTH) x SF) / (6.22 x TOEOH)
formiil ile GSSG-R Aktivitesi hesaplanmustir.

o TTH: Toplam tepkime hacmi (ml)

o SF: Seyreltme faktorii

o 6.22: NADPH’nin 340 nm’deki absorpsiyon katsayis1 (mM™.cm™)
o TOEOH: Tepkime ortamina eklenen érnek hacmi (ml)

GSSG-R Ozgiil Aktivitesi = GSSG-R Aktivitesi/Protein Miktari
(IU/mg protein) (mg)
3.7. Siiperoksit Dismutaz Aktivite Tayini

SOD aktivitesi, Mc Cord ve Fridovich (1969)’in spektrofotometrik metodu ve
Flohé ve Otting’in (1984) metodu ile belirlenmistir.

A ¢ozeltisi:

0.76 mg (5pl) ksantin’in 10ml 0.001 N NaOH’daki ¢ozeltisi ve 24.8mg (2umol)
sitokrom ¢’nin 100ml 50 Mm pH 7.8 ve 0.1 M EDTA igeren fosfat tamponundaki
¢ozeltisi karistirilmistir (Bu ¢ozelti +4 °C’de 3 giin kararlidir).

B cozeltisi:

Taze bir sekilde hazirlanan ksantin oksidazin 0.1mM EDTA’daki ¢6zeltisi 0.2 U/ml.

Ksantin oksidaz
KSantin  eesmmms-  Urik asid + Op*" (1)
Oz +0p¢ ; 2H =————— O, + Hy02 2)

Yontem:

- Spektrofotometre (Jenway 6105 UV/VIS.) tiipiine 3ml distile su konulmustur. Kor

(curve tiip) olarak kullanilmistir. Alet kor tiipe kars1 sifirlanmistir.
- 3 ml'lik kiivete 2.9 ml A ¢6zeltisi eklendi. Daha sonra 25 pl 6rnek konulmustur.
- Reaksiyon 75 pl B ¢ozeltisinin eklenmesiyle baglatiimistir.

- Hizli bir sekilde karistirtlip 550nm’de 2dk. 30sn araliklarla absorbans degisimi

kore kars1 okunmustur.

—> Kontrol tiipii i¢in 6rnek yerine 25 pl distile su eklendi ve kore kars1 2 dk boyunca

30 sn aralikla okunmustur.
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- Ornekleri degerlendirme islemi kontrol tiipiine gore yapilmustir.

—>Kalibrasyon grafigi ¢izmek igin belli konsantrasyondaki (5x10-7 M) SOD
cozeltisinin 5 pl, 10 pl ve 15 pl’deki bilinen degerlerine karsilik elde edilen %
inhibisyon degerleri grafige gecirilmistir. Bu islem i¢in saf SOD enzimi
kullanilmustir.

. AOD Konulan Ornek
% Inhibisyon = X100
AOD Blank

Formiilii ile hesaplamalar yapilmistir (AOD=0Optik Dansite).

SOD’un bir linitesi, Xanthine/Xanthine Oksidaz sistemi tarafindan meydana
getirilen siiperoksit anyonu ile Sitokrom C’nin rediiksiyonunun inhibisyonun %50’si
igin gerekli enzimin miktar1 olarak belirlenir. 550 nm’de spektrofotometrik olarak da

aktivitesi izlenir.
3.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in SPSS programi kullanilmistir. Analizlerde normallik
varsayimi saglanmadigindan dolay1 bir yonlii varyans analizinin parametrik olmayan
karsihigr olan Kruskal Wallis testi yapilmistir. SOD 6lgiim sonuglarmin 10° ve
GSSG-R &l¢iim sonuglarmin 107 kat1 alindiktan sonra istatistiksel analiz yapilmistir.

Grafikler Microsoft Excel programinda hazirlanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Glutatyon Rediiktaz Aktivite Degisimi

Kontrol grubu ve deney gruplarinda, ALA’nmin karaciger GSSG-R
enzimi aktivite degerleri karsilastirilmistir. ALA enjeksiyonunu izleyen 3., 5. ve
7. Giinlerdeki aktivite degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda kontrole gore
giderek azalan inhibisyon gozlenmistir. ALA verilen grupta, kontrol grubuna oranla
karaciger GSSG-R aktivitesi yaklasik olarak 3. giinde % 51.84, 5. giinde % 50.24
ve 7. giinde % 30.40 inhibisyon gozlenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. ALA verilmis ratlarda karaciger GSSG-R aktivitesinin zamana bagl olarak degisimi

Kontrol grubu ve deney gruplarinda, ACT+MTX’in karaciger GSSG-R
enzimi aktivite degerleri karsilastirilmistir. ACT+MTX enjeksiyonunu izleyen 3.,
5. ve 7. giinlerdeki aktivite degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda kontrole
gore giderek artan inhibisyon gozlenmistir. ACT+MTX verilen grupta, kontrol
grubuna oranla karaciger GSSG-R aktivitesi yaklasik olarak 3. giinde % 35.52, 5.
giinde % 50.88 ve 7. giinde % 52.64 inhibisyon gozlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. ACT+MTX verilmis ratlarda karaciger GSSG-R aktivitesinin zamana bagl olarak
degisimi

Kontrol grubu ve deney gruplarinda, ACT+MTX+ALA’nin Kkaraciger
GSSG-R enzimi aktivite degerleri Kkarsilastirlmstir. ACT+MTX+ALA
enjeksiyonunu izleyen 3., 5. ve 7. giinlerde ki aktivite degerleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda  kontrole gore giderek azalan inhibisyon gozlenmistir.
ACT+MTX+ALA verilen grupta, kontrol grubuna oranla karaciger GSSG-R
aktivitesi yaklagik 3. giinde %24.52, 5. giinde %12.64 ve 7. ginde de %1.6
inhibisyon gozlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. ACT+MTX+ALA verilmis ratlarda karaciger GSSG-R aktivitesinin zamabagli olarak
degisimi
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Bulgular istatistiksel olarak degerlendirildiginde, normallik varsayimi
saglanmadigindan dolay1 bir-yonlii varyans analizinin parametrik olmayan karsilig
olan Kruskal-Wallis testi yapilmistir. Yapilan test sonucunda GSSG-R enzim
aktivitesi tizerinde %95 giivenle giinler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olmadigi goriilmektedir (p=0,981>0,05). Gruplar arasinda da normallik
varsayimi saglanmadigindan dolay1 bir-yonlii varyans analizinin parametrik olmayan
karsiligt olan Kruskal-Wallis testi yapilmistir. Yapilan Kruskal-Wallis testi
sonucunda GSSG-R enzimi iizerinde %95 giivenle gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik olmadig1 goriilmektedir (p=0,959>0,05), (Tablo 4.1.).

4.2. Siiperoksit Dismutaz Aktivite Degisimi

Kontrol grubu ve deney gruplarinda, ALA’nin karaciger SOD enzimi
aktivite degerleri karsilastirilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, ALA
enjeksiyonunu izleyen 3. glinde inhibisyon, 5. ve 7. giinlerde ise birbirine ¢ok yakin
aktivasyon gozlenmistir. ALA verilen grupta, kontrol grubuna oranla karaciger SOD
aktivitesi yaklasik 3. giinde %32.5 inhibisyonla baslarken 5. giinde %40 iken 7.
giinde %37.5 aktivasyon gozlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. ALA verilmis ratlarda karaciger SOD aktivitesinin zamana bagl olarak degisimi
Kontrol grubu ve deney gruplarinda, ACT+MTX’in karaciger SOD
enzimi aktivite degerleri karsilastirilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
ACT+MTX enjeksiyonunu izleyen 3. gilindeki aktivasyon azalarak 5. giin de de
devam etmistir. Buna karsilik 7. glin de ise inhibisyon gozlenmistir. ACT+MTX
verilen grupta, kontrol grubuna oranla karaciger SOD aktivitesi yaklasik 3. giinde
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% 49 ve 5. giinde % 22.75 aktivasyon gozlenirken 7. glinde %26 inhibisyon
gozlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. ACT+MTX verilmis ratlarda karaciger SOD aktivitesinin zamana bagli olarak degisimi.
Kontrol grubu ve deney gruplarinda, ACT+MTX+ALA’1n karaciger SOD

enzimi aktivite degerleri karsilastirilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda,

ACT+MTX+ALA enjeksiyonunu izleyen 3., 5. ve 7. giinlerde giderek azalan

aktivasyon gozlenmistir. ACT+MTX+ALA verilen grupta, kontrol grubuna oranla

karaciger SOD aktivitesi yaklasik 3. giinde % 62.5, 5. giinde % 10.5 aktivasyon ve

7. ginde de % 2.5 inhibisyon gozlenmistir (Sekil 4.6).

ACT+MTX+ALA
7 6.5
6
.9° 5 __ 4.42 41
i 4 -';]';T
_l, nman,
- — .--I
oY -
‘5 2 ---I
L ---I
- -
= o
0
sy
': KONTROL 3. GUN 5.GUN 7.GUN
Zaman

Sekil 4.6. ACT+MTX+ALA verilmis ratlarda karaciger SOD aktivitesinin zamana bagh
olarak degisimi
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Bulgular istatistiksel olarak degerlendirildiginde, normallik varsayimi
saglanmadigindan dolay1 bir-yonlii varyans analizinin parametrik olmayan karsilig
olan Kruskal-Wallis testi yapilmistir. Yapilan Kruskal-Wallis testi sonucunda SOD
enzim aktivitesi lizerinde %95 giivenle gilinler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olmadigi goriilmektedir (p=0,409>0.05). Gruplar1 arasinda normallik
varsayimi saglanmadigindan dolay1 bir-yonlii varyans analizinin parametrik olmayan
karsiligt olan Kruskal-Wallis testi yapilmistir. Yapilan Kruskal-Wallis testi
sonucunda SOD enzimi lizerinde %95 giivenle gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik olmadigi goriilmektedir (p=0,470>0.05), (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. K, ALA, ACT+MTX ve ACT+MTX+ALA’ nin karaciger dokusunda GSSG-R ve SOD

degerlerinin aritmetik ortalamalar1 ve standart sapmalari

Gruplar GSSG-R SOD
K 6,25+2.24 3,97+2,44
ALA 3,51+ 3,14 4,55+3,10
ACT+MTX 3,63+291 4,60+3,49
ACT+MTX+ALA | 494 +3,34 5,01+1,79

4.3. Glutatyon Rediiktaz ve Siiperoksit Dismutaz Aktivite Degisimlerinin
Karsilastirilmasi

Kontrol grubu ve deney gruplarinda, ALA’1n karaciger GSSG-R ve SOD
enzimleri aktivite degerlerinin karsilastirilmustir. ALA verilen grupta, kontrol
grubuna oranla 3. giinde karaciger GSSG-R aktivitesinde yaklagik %51.84, SOD
aktivitesinde ise yaklasik %32.5, oraninda inhibisyon gozlenmistir. S5.giinde de
kontrole grubuna gore GSSG-R aktivitesinde 9%50.24 oraninda bir inhibisyon
gozlenirken SOD aktivitesinde %40 oraninda aktivasyon gozlenmistir. 7. giine
gelindiginde ise GSSG-R %30.56 inhibisyon gozlenirken SOD enzimi i¢in %37.5

oraninda aktivasyon gozlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. ALA verilmis ratlarda karaciger GSSG-R ve SOD aktivitelerinin zamana bagli
olarak karsilastirilmalari.

ACT+MTX’in kontrol grubu ve deney gruplarinda karaciger GSSG-R ve
SOD enzimi aktivite degerleri karsilastirnimistir.
ACT+MTX verilen grupta, kontrol grubuna oranla 3. giinde karaciger GSSG-R
aktivitesinde %35.52 oraninda inhibisyon gozlenirken ayni giinde SOD aktivitesinde
yaklasik %49 oraninda aktivasyon goriilmiistiir. 5. giinde de kontrole grubuna gore
GSSG-R aktivitesinde %50.88 oraninda bir inhibisyon go6zlenirken SOD
aktivitesinde %22.75 aktivasyon gézlenmistir. 7. giine gelindiginde ise GSSG-R i¢in
%52.64 ve SOD enzimi i¢in de %32.75 oraninda inhibisyon gozlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. ACT+MTX verilmis ratlarda karaciger GSSG-R ve SOD aktivitelerinin zamana
bagli olarak karsilagtiriimalari
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ACT+MTX+ALA’nin kontrol ve deney gruplarinda karaciger GSSG-R ve
SOD aktiviteleri karsilastirnlmistir. ACT+MTX+ALA verilen grupta, kontrol
grubuna oranla 3. giinde karaciger GSSG-R aktivitesinde %24.52 oraninda
inhibisyon goriilirken ayni1 giinde SOD aktivitesinde yaklasik %62.5 oraninda
aktivasyon gozlenmistir. 5.giinde de kontrole grubuna gore GSSG-R aktivitesinde
%12.64 oraninda bir inhibisyon goézlenirken SOD aktivitesinde %10.5 aktivasyon
gbzlenmistir. 7.gline gelindiginde ise GSSG-R i¢in %1.6 inhibisyon ve SOD enzimi
icin de %2.5 oraninda aktivasyon gozlenmistir. (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. ACT+MTX+ALA verilmis ratlarda karaciger GSSG-R ve aktivitelerinin zamana
bagl olarak karsilastirilmalari
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5. TARTISMA

Yapisal ve fonksiyonel benzerligi olan A vitamini ya da iligkili bilesikler,
retinoidler olarak isimlendirilir. Retinoidler, farkli biyolojik fonksiyonlar
diizenlenmede rol alirlar. Hiicresel biiyiime, farklilasma ve morfogenezi etkiledikleri
gibi timo6r olusumunu Vve malign hiicre biiyiimesini de inhibe ederek
immunomodiilatuar etki gosterirler. Vitamin A analogu monoaromatik bir retinoid
olan ACT,; hiicrenin ¢ogalmasini, farklilagmasini diizenleyerek ciltteki kalin
tabakanin incelmesine ve inflamasyonda azalma goriilmesine neden olur (Lee ve
Koo, 2005). Sedef hastaligi (Psoriazis), kutan6z T hiicreli lenfoma, keratinizasyon
bozukluklari, kanser ve bazi prekanser6z durumlarda, likenoid ve graniilomat6z gibi
hastaliklarin tedavisinde diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir (Kuenzli vd., 2008;
Dunnvd., 2011).

Folik asidin benzeri ve antagonisti olan metotreksat (MTX), dehidrofolat
rediiktaz (DHFR) enzimini inhibe ederek piirin ve pirimidin sentezinde rol alan
timidilatin yapisina katilan tetrahidrofolat (THF) eksikligine neden olur (Olsen,
1991; Gibson ve Perry, 1992). Boylece, piirin ve timidin sentezinde kullanilan folati
inhibe ederek DNA/RNA sentezi ve hiicre ¢gogalmasinin bozulmasina yol agan anti-
metabolit etkili olup uterus, osteojenik sarkom ve akut lenfoblastik 16semi, akciger,
meme, mesane kanseri tedavilerinde kullanilan kemoterapétik bir ajandir (Widemann
ve Adamson, 2006; Xian vd., 2008; Karch, 2013). Yapilan ¢alismalar; ¢ok sayida
hastaligin tedavisinde kullanilan MTXin; hepatotoksisiteyi, nefrotoksisiteyi (Yan ve
Sohal, 1998), tumor nekroz faktor-alfa (TNF-a)’nin salinimini artirdigini, oksidan-
antioksidan dengeyi degistirdigini ve antioksidan maddelerin verilmesi ile de
hepatotoksisiteyi onleyebilecegini gostermistir (Kurt vd., 2015). En 6nemli yan
etkileri, karaciger ve bobrek iizerinde gosterdigi toksisitedir. Bu toksisitenin
mekanizmalarindan biri de ROT’nin iretiminin arttirilmasidir. Bu yiizden MTX
toksisitesinden korunmak i¢in antioksidan ajanlarla birlikte kullanilmasi gerekliligi

one ¢ikmaktadir (Yan ve Sohal, 1998; Armagan, 2014 ve Asvadi vd., 2011).

ALA; mitokondriyal enzimlerde bir kofaktor olarak gorev yapan, bircok
prokaryotik ve Okaryotik hiicrede bulunan ve dogal olarak meydana gelen bir
antioksidandir (Cadenas ve Sies, 1998). ALA, oral yol ile verildiginde %93’den
fazlas1 ince bagirsaktan hizli bir sekilde emilir ve daha sonra karacigere gelerek

DHLA’ye indirgenir (Atmaca, 2003). Viicuda alinan ALA’nin %80’ idrar yoluyla
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atilabilmektedir (Yiriik ve Ayaz, 2014). ALA’nin serbest radikalleri uzaklastirma ve
hiicre i¢i ROT’u uzaklastirarak hiicreyi oksidatif strese karst koruma gibi onemli
gorevleri bulunur (Armagan, 2014). ROS’larin radikal etkilerini siipiiriilerek ortadan
kaldirilmas: bir tarafa vitamin C, vitamin E, ve GSH gibi diger hiicresel
antioksidanlarin rejenere edilerek yeniden kullanilabilir forma getirilmesini de
ALA’nin sagladigi belirlenmistir (Moini, 2002).

Osidatif stress, organizmada molekiiler hasarlara sebep olarak énemli hiicresel
yapilari ~ ve  fonksiyonlar1  etkileyen reaktif ~ oksijen radikallerinin
konsantrasyonlarindaki artigla seyreden bir durumdur. Antioksidan savunma
sistemini etkileyerek oksidatif strese yol acan pek ¢ok neden vardir. Bu nedenlerin
bir kism1 yiyecekler, ¢esitli antikanser ilaglar, alkol, sigara, g¢evre kirliligi gibi
faktorler ile non-iyonize (elektro manyetik alan) ve iyonize (gamma 1sinlari)
radyasyonu i¢ine alan eksojen orijinli olabildigi gibi diger bir kismin1 da igine alan

egzersiz ve psikolojik stresler gibi endojen orijinli nedenlerdir (Mollaoglu, 2003).

Biyolojik sistemlerde, ROT’larin olusumunu Onlemek, hiicresel yapilarda
meydana getirebilecegi hasarlar1 engelleyerek, detoksifikasyonu da igine alan
antioksidan savunma sistemleri bulunmaktadir (Mates, 1999). Serbest radikallere
kars1 ilk savunmay1 olusturan SOD, siiperoksit anyonunu molekiiler oksijene ve
H-O2’ye katalizleyen bir antioksidan enzimdir. Savunma enzimlerinden digeride
GSSG-R’dir. Bu enzimin katalizledigi tepkimede NADPH koenzimine olan
gereksinim hayvan ve bitki dokularinda gesitli enzim sistemleri yoluyla saglanir. Bu
sistemlerden en iyi bilineni pentoz fosfat metabolik yoludur (Halliwell ve Gutteridge,
1999). Pentoz fosfat metabolik yolu enzimleri sitozolde bulunur; hayvanlarda
ozellikle eritrosit, karaciger, yag asidi ve steroid sentezleyen meme dokusu, adrenal
korteks ve yag dokusu gibi dokularda aktiftir (Michal ve Schomburg, 1999). GSSG-
R enzimin katalizledigi tepkime, hiicresel redoks durumunun gostergesi kabul edilen
GSH/GSSG oranmnin (100:1) korunmasint saglar ve bu nedenle biiyiikk 6nem tasir
(Meister, 1983 ve Wu vd., 2004).

Yapilan bir ¢alismada, MTX’in, inflamasyonu ve doku hasarin1 azaltabilecegi
ozelliklerinin yaninda siiperoksit radikalini de sliplirerek oksidatif stresi azalttig1 ve
dolayisiyla dogrudan antioksidan 6zellige sahip oldugu belirtilmistir (Zimmerman
vd., 2017). Baska bir ¢alismada ise deney hayvanlarina MTX verilmesinin kan,
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karaciger, bobrek ve ince bagirsakta GSH seviyelerinin azalmasina, lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA seviyelerinin artmasina neden olarak
karacigerde Oonemli doku hasar1 olusturdugu gosterilmistir (Kocaman ve Dabak,
2019).

Pekgoz (2020), yaptig1 ¢alismada MTX kaynakli Kkaraciger hasarinda
Nebivolol’nun koruyucu 6zelliklerini arastirmistir. 3 grup olusturulmustur. Gruplar;
kontrol, MTX, MTX + Nebivolol olacak sekilde planlanmistir. MTX grubundaki
ratlarin kanlarinda AST, ALT ve T-BIL diizeylerinde (sirasiyla; p:0,007, p< 0,001 ve
p:0,004), karaciger dokularinda ise TOS seviyelerinde anlamli bir artis (p:0,014)
gozlenmistir. Nebivolol tedavisi uygulanan grupta ise bu degerlerin tamaminin
anlamli bir sekilde tersine gevrildigi (Srasiyla; p:0,054, 0,001, p:0,014, p:0,001)
gozlenmistir. Sonug olarak MTX kullanimina bagl olarak gelisen karaciger hasarina

kars1 nebivolol tedavisinin etkili oldugunu saptanmistir.

Akyol (2020), ratlarda MTX indiiklenen oksidatif stress iizerine apigeninin
(Apig) koruyucu etkisini arastirmistir. Calismada kontrol, MTX, Apig ve
Apig+MTX’in birlikte verildigi grup olmak iizere toplam 4 grup olusturulmustur.
Calisma sonunda, karaciger ve bdobrek enzimlerinde: CAT, GSH-Px ve GSH
seviyeleri 6l¢iilmustiir. MTX verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda MDA
miktarlarinda 6nemli diizeyde bir artis (p<0,05); SOD, CAT ve GSH-Px enzimlerinin
etkinligi ile GSH diizeylerinde ise onemli bir dists (p<0,05) tespit edilmistir.
ApigtMTX’in birlikte verildigi grupta ise, MTX’in tek basina verildiginde artan
MDA miktarinda 6nemli diizeyde bir diisis (p<0,05); SOD, CAT ve GSH-Px
enzimlerinin etkinligi ile GSH diizeylerinde ise dnemli diizeyde bir artis (p<0,05)
belirlenmistir. Sonu¢ olarak, Apig’nin; MTX’in yol ag¢tigi lipid peroksidasyonu
azalttigr ve antioksidan enzimler/sistemler ile biyokimyasal parametreler iizerinde

diizeltici etki gosterdigi tespit edilmistir.

Cetin vd (2008)’nin yaptiklar1 bir calismada MTX tedavisinin, karaciger SOD
aktivitesini kontrol grubuna gore anlamli sekilde disiirdiigiinii, tedaviye tiziim
cekirdegi ekstresi ilavesi sonucu bu azalmanin tersine dondiiglinii bildirmislerdir.
Baska bir ¢calismada ise MTX’in CAT, GSH-Px ve SOD aktivitesini kontrol grubuna

gore anlaml olarak azalttigini ve gallik asit ile muamelesi sonucunda MTX’in neden
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oldugu CAT, GSH-Px ve SOD aktivitesinin azalmasinin 6nemli 6lgiide inhibe

oldugunu gostermislerdir (Safaei vd., 2018).

Kalantari vd., (2018), yaptiklar1 arastirmada da iniilinin, MTX kaynakli
karaciger toksisitesine kars1 antioksidan aktivitelere ve hepatoprotektif etkilere sahip
oldugunu gostermislerdir. MTX ile tedavi edilen ratlarda iniilin 6n tedavisinin, ALT
ve AST’nin serum seviyesini onemli Ol¢iide azalttigini aymi zamanda karaciger
dokusundaki GSH, SOD ve CAT aktivitelerini etkili bir sekilde arttigint ve MDA

seviyesini diisiirdiiglinii belirlemislerdir.

Armagan (2014)’in erkek ratlarda pentoksifilin ve  ALA’nin, MTX aracili
karaciger ve bobrek hasarlari {izerine etkilerini arastirmak amaciyla bir calisma
yapmiglardir. Bu ¢alismada MTX’tan kaynaklanan karaciger ve  bobrek
dokularindaki oksidatif hasarlari pentoksifilinin, ALA’nin antioksidan ve diger
ozellikleri sayesinde onleyebildigi ve ozellikle bu toksik etkilerin dnlenmesinde

ALA’nin daha etkili ve belirgin oldugu sonucuna varmislardir.

Baska bir c¢alismada da antiepileptik bir ilag olan ve antioksidan dengenin
bozulmasina neden olarak dokularda hasar olusturabilen valproik asidin (VPA),
sicanlara verilmesi sonucunda olusturulan toksisiteye karsi karaciger dokusunda
ALA’nin koruyucu etkisi aragtirllmistir. VPA verilen grupta karaciger SOD ve CAT
aktivitelerinde azalmaya karsin MDA ve GSH aktivitelerinde ise artis
gozlemlemistir. Fakat siganlara VPA ile LA uygulanmasi sonuunda GSH ve SOD
aktivitelerinde artis, MDA ve CAT aktivitelerinde ise azalma goriilmiistiir. Bulgular
degerlendirildiginde alfa lipoik asidin VPA sonucu karacigerde olusan oksidatif

strese kars1 koruyucu oldugu sonucuna varilmistir (Giiler, 2016).

Lowenthal vd., (2008), ACT ve MTX’in es zamanli kullanimi hakkinda
yaptiklar bir ¢aligmada ayni anda MTX ve ACT alan psoriasisli 18 hastanin klinik
verilerini gozden gecirmislerdir. Hastalara glinde bir kez veya alternatif giinlerde bir
kez 25 mg ACT ve haftalik olarak 7.5 ila 25 mg MTX uygulanmistir. Bu hasta
serisinde, ACT ve MTX kombinasyonunun, hepatoksisiteyi arttirmadigi ve MTX
veya ACT ile monoterapiye direncli hastalarda bu kombinasyon tedavisinin uygun
olabilecegini diistinmiisler ve diisiik dozda ACT’nin ile MTX ile kombin edilebilegi

sonucuna varmiglardir.
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Cakir vd., (2015), MTX’in karaciger dokusuna ALA’nin koruyucu etkisini
arastirmiglardir. Kullanilan ratlar1 dort gruba ayirmislardir; ( kontrol, ALA, MTX,
MTX +ALA). Karaciger dokusuna MTX’in etkisini degerlendirmek amaciyla,
GSH(umol/mg), MDA (nmol/gr), degerleri incelenmis. En O6nemli hiicresel
antioksidan gostergesi olan GSH seviyesi sadece MTX verilen grupta belirgin
derecede diisiik (p<0.001), ALA verilen grupta ise yiiksek oldugu gozlemlenmis. Bu
sonu¢ karaciger dokusunda ALA’nin onarici etkisinin gostergesidir. Major
dejenerasyon gostergesi olan MDA seviyesinin, MTX verilen dokularda yiiksek,
ALA ve MTX’in birlikte verildigi dokularda diisiik oldugu gériilmiis. Biitiin bu
sonuclar MTX’in karaciger dokusunda hasara sebep oldugunun ve ALA’nin ise bu

hasar1 6nledigi veya azalttiginin gostergesidir.

Anvd., (2017), calismalarinda, sedef hastaliginda yillardir tek olarak kullanilan
ACT ve son yillarda ACT ile kombin tedavi olarak kullanilan MTX in karacigerde
ve diger organlar tizerinde ciddi sekilde yan etkileri oldugunu belirtmislerdir.
Lowenthal vd., (2008), ise ACT ve MTX’in es zamanli kullanim1 hakkinda yaptiklar
bir ¢alismada ayn1 anda MTX ve ACT alan psoriasisli 18 hastanin klinik verilerini
gozden gegirmislerdir. Hastalara giinde bir kez veya alternatif giinlerde bir kez 25 mg
ACT ve haftalik olarak 7.5 ila 25 mg MTX uygulanmistir. Bu hasta serisinde, ACT
ve MTX kombinasyonunun, hepatoksisiteyi arttirmadigi ve MTX veya ACT ile
monoterapiye direngli hastalarda bu kombinasyon tedavisinin uygun olabilecegini
diisiinmiisler ve diisiik dozda ACT’nin MTX ile kombine edilebilecegi sonucuna

varmiglardir.

Cetinkaya vd., (2006), yaptiklar1 arastima sonucu, MTX’e karst1 N-
acetylcysteine (NAC)’nin karaciger dokusunda antioksidan enzim aktivitesini
aragtirmiglardir. GSH, MDA, miyeloperoksidaz MPO, SOD ve CAT enzimlerinin
aktivite olgcumlerni yaptilar. GSH seviyesi ve SOD ve CAT aktivitesinde azalmaya
ve MDA seviyesi ve MPO aktivitesinde artisa neden olmustur. Bu veriler, NAC’nin,
MTX tedavisi alan hastalarda hepatotoksisitenin dnlenmesinde terapdtik kullanima

sahip olabilecegini gostermektedir.

Uygar vd., (2019), yayinladigi calismada MTX’in yan etkilerinin 6nlenmesinde
ALA’nin etkinligini arastiran ¢aligmalar1 derlemislerdir. Yapilan biitiin ¢alismalarda
da ALA’nm; MTX’in yan etkilerini azalttigi bulunmustur. Ayrica mitokondriyal
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dehidrogenaz reaksiyonlarinda onemli bir rol oynayan lipoik asit son zamanlarda
onemli bir antioksidan olarak dikkat ¢ekmektedir. Bu nedenle MTX’in
antioksidanlarla  birlikte  kullanilmasini, antioksidan olarak da  ALA’nin

kullanilmasini Onermislerdir.

Calismamizda, ACT ve MTX verilmis ratlarda ALA kullaniminin oksidatif
stress enzim aktivitelerinin tizerine etkisi arastirilmistir. ACT ve MTX verilmis
ratlarin karaciger dokusunda, oksidatif stress enzimlerden olan SOD ve GSSG-R
aktivitelerine ve antioksidan olan ALA’nin koruyucu etkisine bakilmistir. Bunun
icin K, ALA, ACT+MTX ve ACT+MTX+ALA olmak iizere 4 grup
olusturulmustur. Bu gruplarin 3., 5. ve 7. giinlerdeki antioksidan savunma sistemi

enzimleri olan SOD ve GSSG-R aktiviteleri spektrofotometrik olarak incelenmistir.

ALA verilmis ratlarda, K grubuna gore deney gruplarinin karaciger GSSG-R
aktivite degerleri karsilastirildiginda 3. giinde GSSG-R degeri K grubuna gore
inhibisyon ile baglamistir. Bu inhibisyon 5. ve 7. gilinlerde de kontrole gore giderek
azalmistir. ACT+MTX uygulanan grupta ise ALA verilen gruba zit olarak GSSG-R
enzimi aktivite degerleri, K grubunla karsilastirildiginda giderek artan bir inhibisyon
gozlenmistir. K grubuna gore ACT+MTX+ALA grubunun karaciger GSSG-R enzimi
aktivite degerlerinde de tiim gilinlerde giderek azalan bir inhibisyon gozlenmistir. Bu
degerler K grubu degerlerine giderek daha da yaklagmistir. K grubuna gore ALA,
ACT+MTX ve ACT+MTX+ALA gruplarindaki zamana bagli olan GSSG-R aktivite
degisimleri istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir (p=0,981>0,05). Ancak
ACT+MTX verilen grupta GSSG-R aktivitesinin 7. giinde degisimini istatistiksel
olarak anlamli olmayan fakat dikkat ¢eken bir inhibisyon gozlenmistir. Bunun
yanisira ALA verilen grupta ise 3. giinde anlamli olmayan ancak K grubuna gore
kayda deger bir inhibisyon gozlenmistir. Ayrica enzim aktiviteleri agisindan
bakildiginda farkli ilag ve kombinleri verilen gruplar ve kontrol arasinda istatistiksel

anlaml1 bir farklilik olmadigi goriilmiistiir (p=0,959>0,05).

ACT+MTX gruplann ile ACT+MTX+ALA gruplarmin GSSG-R aktivite
degerleri karsilastirildiginda ise ACT+MTX kombinasyonuna ALA eklendigi zaman
yaklasik olarak 3. giinde %19 oraninda aktivasyon gozlemlenmistir. Bu aktivasyonun

artarak 5. giinde %78’e, 7. giinde ise %100’e ulastigi gozlenmistir. ACT+MTX
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kombinasyonunun neden oldugu GSSG-R aktivite artist bu kombinasyona ALA’nin
eklenmesiyle daha da artmistir. Béylece ACT+MTX kaynakli olusan radikallerin
karaciger dokusunda siipiiriilmesi i¢in ALA’nin eklenmesi, GSSG-R aktivitesinin

asir1 tetiklenmesine neden oldugu sdylenebilir.

Deney gruplarinin karaciger SOD aktivite degerleri karsilastirildiginda sadece
ALA verilen grupta, enjeksiyonu izleyen 3. giinde SOD degeri K grubuna gore
inhibisyon ile baslamistir. Bu inhibisyon 5. ve 7. giinlerde yerini aktivasyona
birakmistir. ACT+MTX uygulanan grupta ise SOD degeri 3. ve 5. giinlerde
aktivasyon gozlenirken 7. glinde bu aktivasyon yerini inhibisyona birakmistir. K’ya
gore ACT+HMTX+ALA grubunun karaciger SOD enzimi aktivite degerleri giderek
azalan bir aktivasyon gostermis ve bu degerler K grubu degerlerine giderek daha da
yaklagmigtir. K grubuna gore ALA, ACT+MTX ve ACT+MTX+ALA gruplarindaki
zamana bagli olan SOD enzimi aktivite degisimleri istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p=0,470 >0.05). Bunun yanisira ALA verilen grupta ise 3. giinde
anlamli olmayan ancak K grubuna gore 6nemli derecede bir inhibisyon gozlenmistir.
Bu inhibisyon 5. ve 7. glinlerde de yine istatistiksel olarak anlamli olmayan fakat

sayisal olarak 6nemli bir aktivasyona yerini birakmustir.

ACT+MTX gruplar ile ACT+MTX+ALA gruplarinin SOD aktivite degerleri
karsilastirildiginda ise ACT+MTX kombinasyonuna ALA eklendigi zaman yaklagik
olarak 3. giinde % 8 oraninda aktivasyon gozlenirken 5. giinde bu aktivasyon yerini
%10 oraninda inhibisyona birakmistir. 7. giinde ise tekrar %39 aktivasyon
gozlenmistir. ACT+MTX kombinasyonuna bir antioksidan olarak ALA eklendiginde
SOD aktivitesinde 7. giinde onemli bir artis oldugu gozlenmistir. 7. giinde ki bu
artigin karaciger dokusunda SOD enziminin siiperoksid radikalini siiptirmesinin
ALA’nin uzun siire verilmesiyle arttig1 sonucuna varilabilir. Enzim aktivitesindeki
inhibisyonlar giinler arasinda karsilastirildiginda farkliliklar olmasina ragmen bu

farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.409>0,05).

Deney gruplarinda, karaciger GSSG-R ve SOD aktivite degerleri
karsilastirilldiginda, ALA verilen grupta yaklasik olarak 3. giinde GSSG-R
aktivitesinde SOD aktivitesine gore %10 oraninda daha fazla aktivasyon
gozlenmistir. 5. ve 7. gilinlerde ise SOD aktivitesinde GSSG-R aktivitesine gore
sirasiyla % 80 ve % 27 daha fazla aktivasyon gozlenmistir. ACT+MTX verilen
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gruptada giinler aras1 SOD ve GSSG-R aktivite degerleri karsilastirildiginda 3. ve 5.
giinlerde sirasiyla % 48 ve % 60 daha fazla aktivasyon goézlemlenirken 7. giinde
enzim aktivitelerinin  esitlendigi  belirlenmistir. ACT+MTX  gruplart ile
ACT+MTX+ALA gruplarinin SOD ve GSSG-R aktivite degerleri karsilagtirildiginda
ise 3. ginde SOD aktivitesinin GSSG-R aktivitesine gore %37 aktivasyon
gosterirken bu aktivasyon yerini 5. ve 7. giinlerde sirasiyla yaklasik olarak %19 ve

%33 oraninda inhibisyona birakmustir.

SOD enzim sistemi, siiperoksit anyonunun H>O> ve molekiiler oksijene
ayrismasini katalize eden ve ilk savunma hattin1 olusturan en 6nemli antioksidan
enzimdir (Jung, 2014). Reaksiyon sonucu olusan H202, Glutatyon peroksidazin
katalizlemesiyle GSH’1 kullanarak H20 ve O2’e doniisiir. Reaksiyon sonucu GSH,
okside forma (GSSG) doniisiir. Bu durum sitoplazmada GSH miktarinin azalmasina

neden olur.

Calismamizda ki MTX ve ACT kullanimina bagli, GSSG-R aktivite artiginin,
bu azalan GSH miktarin1 dengelemek i¢in oldugu sdyleyebiliriz. Boylece karaciger
dokusundaki GSH /GSSG orani1 korunmus olur. Ayrica ALA’nin GSSG-R enzim
aktivitesinde aktivasyona neden olmasi bir antioksidan olan GSH’1 yenileyerek

hiicre i¢i dolayl antioksidan etki yaptigin1 da gostermektedir.

Roy ve Packer (1998), lipoik asit’in sahip oldugu antioksidan etkilerinin
yaninda diger antioksidanlari yenileyici ve hiicre i¢i diizeylerini artiric1 etkileri
oldugunu belirtmislerdir. Ciinkii bir antioksidan, serbest radikali noétralize edince
antioksidan ozelligini kaybeder. Ancak baska bir antioksidan yardimi ile de
yenilenebilir. Lipoik asit de GSH, vitamin C, E ve mitokondriyal antioksidan
koenzim Qo (ubikinon) gibi bir¢ok iyi bilinen antioksidani radikal veya okside
formlarini indirgeyerek yenileyebilir oldugunu da ifade etmislerdir.

MTXin indiikleyici olarak kullanildig1 oksidatif strese karsi farkli antioksidan
maddelerin kullanildig1 arastirmalar bulunmaktadir; Dalaklioglu vd., 2013; Abdel-
Daim vd., 2017; Abo-Haded vd., 2017; Moghadam vd., 2015; Akbulut vd., 2014;
Vardivd., 2012). Arastirmis oldugumuz literatiirdeki sonuglara gére MTX veya ACT
etken madelerin ortaya sundugu oksidatif hasara karsi bir antioksidanin eklenmesi

oksidatifstresin ortadan kaldirmasina yardimci oluyor. Bizim c¢alisma sonuglarimiz
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ise MTX+ACT ve ACT+MTX+ALA verilen gruplarda GSSG-R ve SOD enzim
aktivitelerini géz Onune alindigi zaman; ALA eklendiginde enzim aktivitelerinde
ozellikle 7. glinde yiiksek miktarda artis gézlenmistir. Bu farkliliklarina dayanarak
MTX ve ACT oksidatif strese kaynakli karaciger hiicre hasarina ALA ile onemli
Olgiide inhibe edildigi sOylenebilir. Literatiir tarama sonuglart ve bizimim elde

ettigmiz sonuglar ayn1 yonde oldugu tespit edilmistir.

Yukaridaki bilgiler 1s181Inda MTX’in basta karaciger ve bobrek olmak tizere
birgok dokuda oksidatif hasara neden oldugu belirtilmesinin yaninda tek basina
kullanildiginda antioksidan etki gosterdigi de belirlenmistir. Ayrica MTX’in
oksidatif hasarin1 giderebilmek igin tiziim ¢ekirdegi ekstresi, gallik asit, inilinin,

pentoksifilinin ve ALA gibi antioksidanlarla birlikte verilen ¢alismalar yapilmstir.

Hedeflenen sonuglari destekleyici sonuclar elde edilmistir. Bununla birlikte son
yillarda kullanilan ACT ve MTX kombinasyonunun da hiicre hasarina neden oldugu
gosterilmistir. Ayrica yapilan ¢alismalarda bu etken maddelerin karaciger ve bobrek
hiicrelerini de kisa bir siire igerisinde etkiledigi gosterilmistir (Fayez vd., 2018; Cakir
vd., 2015). Calismalarimizda da bu kombin c¢alismaya antioksidan olan ALA
eklenerek alinan sonuglarla olas1 hepatoksisitenin belirli dl¢lide engellenebilecegi
gozlenmistir. Bu nedenle ¢aligmalarimizin sonuglari degerlendirildiginde ACT ve
MTX ayr1 ayr1 ve kombin uygulama siiresi, bu etken maddelerin metabolizmadaki

emilim siiresinden itibaren gozoniinde bulundulmalidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan ACT ve MTX etken maddelerinin
kullanmnminda yan etkilerine karsi yeni Onlemlere ve yontemlere gereksinim
duyulmaktadir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda bu etken maddelerin bir
antioksidan olan ALA iceren briiksel lahanasi, patates, brokoli, domates ve bezelye
gibi koruyucu etkileri olan sebzeler ve meyveler ile birlikte kullanilmasina dikkat

cekilmistir.

Gerek bilimsel yayimnlarda ve makalelerde gerekse sozlii medyada ALA igeren
gidalarin  serbest radikallere karsi dokulart koruyucu etkisi on plana ¢iktigi
goriilmektedir. Bu nedenle baz1 hastaliklarin tedavisinde kullanilan ACT ve MTX’in
yan etkilerine kars1 koruyucu olarak kullanilabilirliginin belirlenmesi amaglanan
calismalarimizda rat karaciger dokusunda ALA’nin belirli 6l¢iide koruyucu etkisi

gozlenmistir.

GSSG-R enzim aktivitesinde, K’ya gore ALA ve ACT+MTX+ALA
gruplarinda giderek azalan bir inhibisyon, K’ya gore ACT+MTX grubunda da
giderek artan inhibisyon gozlenmistir. SOD aktivitesinde ise K’ya gore ALA
grubunda 3. giinde inhibisyon diger giinlerde aktivasyon goriilmiistir. ACT+HMTX
grubunda K grubuna gore SOD degerlerinde 3. ve 5. giinlerinde aktivasyon; 7. giin
de ise inhibisyon gozlenmistir. Deney gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda
giderek artan inhibisyon gozlenmistir. ACT+MTX+ALA enjeksiyonunu izleyen 3.,

5. ve 7. giinler kontrol grubu ile karsilastirildiginda aktivasyon gézlenmistir.

GSSG-R ve SOD enzim aktivitelerinin belirtilen kosullarda davranisi
gbzlenmistir ve deney sonuclar1 degerlendirdiginde ALA’nin ACT+MTX kombin
uygulamasinda Kkoruyucu etki gosterdigi sOylenebilir. Bu koruyucu etki giinler
arasinda farklilik gostersede enzimlerin davranisinda degisiklige neden oldugu

aciktir.

Calismamizin sonuglarina gére daha net adimlar atabilmek igin ¢alisma
stiremiz olan 7. giinden daha uzun bir siire uygulanmasi ve ALA’nin farkli dozlarimin
kullanilarak koruyucu etkisinin saglikta giivenilirliginin degerlendirilmesi de

Onerilmektedir.
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