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OZET

ASITRETIN VE METOTREKSAT UYGULANMIS RATLARDA TESTiS HUCRE
HASARI UZERINE ALFA LiPOIK ASITIN KORUYUCU ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Sevil IPLIKCIOGLU
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii

Biyoloji Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans, Subat/2021
Danisman: Dog. Dr. Emine DIRAMAN

Bu calismada asitretin (ACT) ve metotreksat (MTX) etken maddelerinin ve
alfa lipoik asitin (ALA) rat testis dokusunda siiperoksit dismutaz (SOD) ve mangan
stiperoksit dismutaz (MnSOD) aktivitelerine etkileri arastirilmistir.

Calismada, toplam 50 tane Wistar albino erkek rat kullanilmistir. Calisma
gruplar1, Kontrol grubu (K), ALA grubu, ACT+MTX grubu ve ACT+MTX+ALA
grubu olarak olusturulmustur. Fareler enjeksiyon Oncesi 24 saat a¢ birakilmistir.
Enjeksiyon islemleri her sabah ayni saatte gerceklestirilmistir. ACT, MTX ve ALA
%0.9’luk NaCl’de ¢oziilmustir. ACT (20mg/kg/giin), MTX (20mg/kg/hafta), ALA
(50mg/kg/giin) ve bunlarin kombinasyonlart da wviicut agirligi diizeyinde
intraperitoneal enjeksiyon ile ratlara verilmistir. Ratlar servikal dislokasyon ile
sakrifiye edilmis ve testisleri kalp perflizyonundan sonra inceleme igin ¢ikarilmistir.
Ratlardan alinan testis doku 6rneklerinde, sitozolik siiperoksit dismutaz (SOD) ve
mangan siiperoksit dismutaz (MnSOD) enzim aktiviteleri 6l¢tilmiistiir.

ACT+MTX verilen grupta K’ya gore sitozolik SOD enzimi aktivitesinde ve
mitokondriyal MnSOD enzimi aktivitesinde ise aktivasyon meydana gelmistir. Bu
durum da MnSOD’un mitokondriyal bir enzim oldugu diisiiniildiigiinde ¢alismada
kullanilan etken maddelerden kaynakli radikal hasara ilk yanitin mitokondriyal
seviyede verildigini disiindiirmektedir. Bu iki etken maddeyle birlikte antioksidan
olarak ALA’nin verilmesi sonucu enzim aktivitelerinin inhibisyonu gézlenmistir.
Sonug olarak, calismalarimizda, ACT ve MTX’e karst ALA’nin koruyucu etkisi
oldugu bulunmustur.

Ayrica Bulgularimizi  degerlendirdigimizde ise mitokondriyal seviyede
ALA’nin testis dokusunda ACT ve MTX kaynakli oksidatif hasara karsi daha
koruyucu etkisinin oldugunu soyleyebiliriz.

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



ABSTRACT
THE INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECTS OF ALPHA LIPOIC
ACID ON TESTICLE CELL DAMAGE IN ACITRETIN AND METHOTREXATE
APPLIED RATS

Sevil IPLIKCIOGLU
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Department of Biology
Master, February /2021
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emine DIRAMAN

In this study, the effects of acitretin (ACT) and methotrexate (MTX) active
ingredients and alpha lipoic acid (ALA) on superoxide dismutase (SOD) and
manganese superoxide dismutase (MnSOD) activities in rat testis tissue were
investigated.

In this study, a total of 50 male Wistar albino rats were used. Study groups
were formed as Control group (K), ALA group, ACT + MTX group and ACT +
MTX + ALA group. Mice were fasted for 24 hours before injection.Injection
procedures were performed 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. Rats were sacrificed by cervical dislocation and their
testicles removed for examination after heart perfusion. Cytosolic superoxide
dismutase (SOD) and manganese superoxide dismutase (MnSOD) enzyme activities
were measured in testicular tissue samples taken from rats.

When the ACT + MTX given group was compared with the K group,
activation occurred in both cytosolic SOD and mitochondrial MnSOD enzyme
activities.Inhibition of enzyme activities was observed as a result of the
administration of ALA as an antioxidant together with these two active
ingredients.As a result, in our studies, it was found that ALA has a protective effect.

When we evaluate our findings, we can say that ALA at the mitochondrial
level has a more protective effect against ACT and MTX-induced oxidative damage
in testicular tissue.

Keywords: Alpha lipoic acid, Acitretin, Methotrexate, Testis,
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1. GIRIS

Sistemik ajanlar olarak bilinen metotreksat, asitretin ve siklosporin, biyolojik
ajanlardan daha uzun yillardir tedavi amacli kullanilmistir.Bu nedenle de kisa ve
uzun donem gostermis olduklar1 yan etkileri daha iyi bilinmektedir. Geleneksel

sistemik ilaglarin ¢ogunlukla oral yolla alinmasi ve daha az maliyetli olmas1 gibi

avantajlar1 vardir (Menter vd., 2011).

[lacta kalim, hastanin belli bir ilacla tedavide kalma siiresi olarak ve tedavinin
basarisini gdsteren dnemli bir belirtegtir. Tlacin etkililigi, giivenligi,hastada gdstermis
oldugu yan etkisi ve hastanin tedaviden memnuniyeti gibi etkenlerin tiimiinii
kapsamasi nedeniyle son yillarda onem kazanan bir arastirma gereci olmustur
(Umezawa vd., 2013; Levin vd., 2014). Ilacta kalimi etkileyen faktdrlerin
belirlenmesi, hastaya 6zgii bir tedavi yaklasiminin gelistirilebilmesini ve boylelikle,
tedaviye uyum ve hasta memnuniyetinin artmasini saglayabilmektedir (Feldman vd.,

2005; Yeung vd., 2013).

Metotreksat (MTX) bir folik asit (FA) antagonisti olup; antimetabolit 6zelligi
disinda, antiproliferatif, antiinflamatuvar, antipsoriatik, immiinosupresif, etkilerinin
de oldugu bilinmektedir. Lenfoma, I6semi, osteosarkom, bas ve boyun bdélgesinde
bulunan tiimorlerde,akciger ve meme kanseri ile birlikte ¢esitli kanser tiplerinde
kemoterapide ve romatoid artrit gibi otoimmun hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Feagan ve Alfadhli, 2004).

Yapilan ¢aligmalarda, MTX’in, antioksidan sistemin etkisini bozarak, hiicreleri
ROB(reaktif oksijen bilesikleri)’a kars: duyarli hale getirip hasara neden oldugunu
gostermektedir. Oksidatif stres, testis seminifer tibiillerinde hasara ve germ
hiicrelerinin azalmasina neden olmaktadir (Gao vd., 2002; Babiak, 1998). Bu yiizden,
antioksidanlar oksidatif strese karsi testis dokusunun korunmasina yardim edebilir
(Vernet vd., 2004).

Asitretin(ACT), vitamin A tiirevleri ya da onlarla kimyasal olarak iligkili
bilesikleri igeren retinoid bir molekiildiir (Orfanos vd., 1997). Retinoidler 3 gruba
ayrilir. Bunlar; birinci (retinol, retinal, tretinoin [retinoik asit], isotretinoin); ikinci
(etretinat ve asitretin) ve U¢iincli (adapalen, aratinoid ve tazaroten) olmak lizere ii¢
grupta incelenir (Orfanos vd., 1997; Mukherjee vd., 2006). ACT, etretinatin aktif
metabolitidir ve ilag olarak kullanilan ACT (Neotigason®, TEVA, Tiirkiye) sentetik



bir retinoid tiirevi olarak ikinci jenerasyon retinoid sinifina dahildir. ACT, epitel
hiicre proliferasyonu ve farklilagmasin1  diizenleyici, antiinflamatuvar ve

immiinomodiilator etkilere sahiptir (Dogra ve Yadav, 2014).

ACT, genel olarak sedef hastalig1 (psoriyazis) tedavisinde kullanilir. Yag
dokusunda daha az sekestre olmasi ve hizli eliminasyonu 6zelligi ile etretinata tercih
edilmesi sebebiyle son yillarda kullanimi artmistir. Genellikle oral yoldan kullanilan
ACT’ye bagl olarak ¢ok farkli yan etkiler gézlemlenmistir. ACT nin en sik goriilen
yan etkileri arasinda; keilitis (en sik), antiinflamatuvar ,cilt soyulmasi, kuru cilt ve
rinit bulunur. ACT, Karaciger enzim diizeylerinde artisa sebep olabilir. ACT ile
tedavi edilen hastalarda LDH ve trigliserit diizeylerinde yiikselme de
gozlemlenmistir. En ciddi yan etki teratojenitedir (Dogra ve Yadav, 2014; Katz vd.,
1999). Nadiren psodotiimér serebri(Yalanct Beyin Timorii) izlenmistir (Katz vd.,
1999). Ayrica erektil disfonksiyon goriildiigiine dair vaka raporlart ve bu konuda

calismalar da mevcuttur (Coleman ve Macdonald, 1999; Rossi, 2009).

Serbest radikaller viicutta oksidatif stres sonucu olusan endojen ve disaridan
alinan bilesiklerdir. Biyolojik sistemlerin en ¢ok etkilendigi serbest oksijen
radikalleri yapisinda bulunan paylasilmamis elektronlardan dolay: oldukga reaktif
yapida atom ve molekiillerdir. Baska bir deyisle dis orbitallerinde bir ya da daha
fazla paylasiilmamis elektron bulunan yapilardir ama elektrik yiikii olarak pozitif,
negatif veya notr konumda olabilirler. Bu reaktif bilesiklere 6rnek olarak siiperoksit
anyonu (-O,-) veya hidroksil radikali (-OH-) verilebilir. Reaktif oksijen tiirleri (ROT)
hiicrelerde metabolik iiriin olarak ve/veya mitokondrial solunum zincirindeki
tepkimeler sonucu meydana gelirler. Pek ¢ok fizyolojik kosulda tiretilen serbest
oksijen radikalleri antioksidan savunma sistemi ile notralize edilir. Serbest oksijen
radikallerinin iretimi ve antioksidan savunma bariyeri arasindaki dengenin serbest
oksijen radikalleri lehine artis1 viicutta hasar olusturmaktadir (Cross vd., 1987;
Manson vd., 1983).

Alfa Lipoik Asit (ALA) canlilarda ¢esitli dokulardan sentezlenen ve bazi
sebzelerde bulunan hidrofilik ve lipofilik 6zelligi olan bir antioksidan molekiildiir.
Insanlarda lipoik asit enerji olusumunu iceren ¢esitli 2-oksoasit dehidrogenazlarin bir
parcasidir. Okside lipoik asit ve rediikte lipoik asit olmak tizere iki formda bulunur.

Rediikte form olarak adlandirilan dihidrolipoik asit biyolojik olarak aktiftir. Lipoik



asit piriivatin oksidatif dekarboksilasyonunda koenzim olarak gorev yapmaktadir

(Karaca, 2015)

ALA, giiglii antioksidatif etkileri nedeniyle serbest oksijen radikallerinden
dolayr olusan noral hasar1 tedavi etmek icin uygun Ozelliklere sahiptir. Ayrica,
ALA’nin aym1 zamanda kendisi gibi antioksidan olan E ve C vitamini rejenere ettigi

gozlemlenmistir (Van Dam vd., 2001).

Yapmis oldugumuz caligmada in vivo kosullarda ACT ve MTX etken
maddelerinin ve ALA’nin rat testis dokusunda sitozolik Siiperoksit Dismutaz (SOD)
ve Mangan Siiperoksit Dismutaz (MnSOD) aktivitelerine etkileri arastirllmistir. Elde
edilen veriler, bu alanda daha sonra yapilabilecek olan g¢aligmalara gilivenilir bir

kaynak niteligi saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TESTIiS ANATOMISI

Testisler viicutta skrotum adi verilen kash bir kese i¢inde bulunur. Skrotum
derisi, yag bezleri, ter bezleri, duyusal sinirler ve pigmentasyon bakimindan oldukca
zengindir. Skrotum testis haricinde spermatik kordon, kan ve lenf damarlar1 ve
testikiiler sinir liflerini de sarar. Skrotum igerisinde spermanin tasinmasindan
sorumlu spermatik kordon bulunur. Spermatik kordon pubisin 6n yiiziinde inguinal
kanalin i¢inden uzanarak testisin arkasindan ve iistiinden gecerek testise baglanir.
Anatomik olarak incelendiginde skrotum igerisinde sol testis genel olarak sag testisin
altinda asili bir sekilde kalir. Skrotumun anatomik olarak katlarina bakildiginda
subkutan katini muskulus dartos (dartos kasi) olusturur (Mescher, 2016; Betts vd.,
2014; Saladin, 2017).

Testisler iireme hiicresi spermanin iiretilip, olgunlagsmasi ve depolanmasindan
gorevli organlardir. Hem ekzokrin (sperm) hem de endokrin (testesteron gibi)
sekresyon yapan testisler pubertastan O0liime kadar aktif olarak kalirlar. Tiirlerine
gore agirliklart degisiklik gosterir, Fakat sekil olarak incelendiginde oval yapida ve
icte loblara boliinmiistiir. Testisler sperm iireten yaklasik olarak 900 sargili seminifer

tubullerden olugsmaktadir. Her testis distan ice dogru ii¢ tabakayla kaplhdir.

1-Tunica vaginalis: pariyetal ve ince viseral tabakaya sahip serdz yapida bir

membrandir. Testislerin serbest hareketini saglar.

2-Tunika albuginea: Yogun fibroz bag dokudan olusan testisi saran bir

kapstildiir.

3-Tunica vaskulosa: kan damarlarindan zengin, ag dokusundan olusur

(Bobrysheva, 2011; Betts vd., 2014; Mescher, 2016; Saladin, 2017).
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Sekil 2.1. Testis dokusunun anatomik goriiniimii (Sembulingam, 2012)

Testisin posterior yiizii incelendiginde mediastinum kdken alan septula adinda
bag doku testisin ig¢ine dogru yayildigi ve tunica albugineaya cesitli noktalardan
baglandig1 goriiliir. Boylece testis bazaldan perifere dogru uzanan 200-300 adet
piramidal loba ayrilmis olur (Sembulingam, 2012).

Her bir lobiil interlobiiler bag dokusu tarafindan sarilmis ve desteklenmis,
seminifer tiibiiller olarak bilinen genelde 4 tiibiilden olusur. Her bir testiste yaklagik
400 ila 900 seminifer tiibiil vardir. Her bir tiip, 30-70 cm uzunlugunda ve 150-300
um c¢apindadir.

2.2. Metotreksat
2.2.1. Tarihgesi

Metotreksat (MTX, 4-amino-N10-metil folik asit) ilk olarak 1940'larda folik
asitin 6zel bir antagonisti olarak gelistirilmistir (Jukes, 1978; Chan ve Cronstein,
2002). Folik asit B kompleks ailesine ait bir vitamindir. Yapis1 ve foksiyonlar
molekiiler olarak tanimlandiktan sonra, folik asitin arastirmacilar tarafindan molekiil
yapisinda kiiciik degisiklikler yapmislardir. Elde edilen folik asit analoglarini tedavi
amacli sentezlemeye baslamislardir. Calismalarda ilk analog, sentetik reaksiyonda
butiraldehit kullanilarak hazirlanan “ham x-metil folik asit’’tir”.Bu molekiiliin
1946'da iki test organizmasi olan Streptococcus faecalis ve Lactobacillus cassei'nin
biiylimesini engelledigi gézlemlenmistir. Aragtirmacilar tarafindan bakildiginda bu
molekiiliin sicanlarin biiyliimesini yavaslattig1 ve yine ortama katilan dogal folik asit
ilavesinin bliylimeyi tekrar devam ettirdigi bildirilmistir. Bu durumda gelistiren

analogun, folik asit analogu olmasina ragmen folik aisidin hiicresel fonksiyonlarim



bozdugu fakat bu durumun dogal folik asit katkisi ile tersine dondiiriilebilecegi
gosterilmigstir. Fakat daha sonra X-metil folik asitin insanlar {izerinde hayvan
modelleriyle ayn1 etkiye sahip olmadiginin gozlemlenmesi iizerine ortama folik asit
eklenmesiyle etkileri kolayca geri dondiiriilemez olan baska analoglar sentezlenmesi
ihtiyacin1 ¢ikarmistir.Bu yeni bilesiklerin ilki, 4-amino-pteroilglutamik asittir (4-
amino PGA) . Bu bilesik aminopterin olarak adlandirilmis ve ilk kez Dr. Sydney
Farber tarafindan 16semili cocuklarda kullanilmistir.Fakat aminopterinin O6nemli
toksisitesi, arastirmacilart daha az toksik olan bir bilesik bulmaya yonlendirmistir.
Bu yeni bilesik, 1948'de bir kimya sirketi tarafindan tiretilmis olan MTX olarak
bilinen 4-amino-10-metil pteroilglutamik asittir (Jukes, 1978).

MTX oncelikli olarak piirinlerin ve pirimidinlerin sentezini inhibe ederek
maling hiicrelerin ¢ogalmasini engellemektedir. Baslangicta MTX bir 6n ilag olarak
tasarlanmamasma  ragmen  emiliminden  sonra  aktif  bir = maddeye
doniistiiriiliir.Indirgenmis folat tasiyicilarla hiicreler tarafindan aliir ve daha sonra

hiicreler i¢inde poliglutamatlara doniistiiriilir (Chabner vd., 1985).

MTX, amotepterin gibi bilinen bir folik asit analogudur. 1950 yilinda akut
16semi, 1950-1960 yillar1 arasinda ise diger solid tiimoérler i¢in kullanilan bir ilagtir.
1980'i yillara kadar yapilan deneysel ¢aligmalar, diger endikasyonlar i¢in diisiik doz
MTX kullaniminin ilk raporlar1 erigkin romatoid artrit i¢in 1951 yilinda ortaya
koyulmustur. Bu zaman diliminde juvenil romatoid artrit tedavisinde, MTX
kullanimina bagli ilk raporlar 1992°de Union of Soviet Socialist Republics tarafindan
yaymlanmistir. MTX, juvenil idiyopatik artritin (JIA) poliartikiiler seyirli tedavisinde
standart haline getirilmistir. MTX'in kanserler i¢in etki mekanizmasi iy1 anlasilmis
olsa da iltihapli hastaliklardaki mekanizmas1 sadece etkinlik kesfinden sonra
aciklanmistir. Son yillarda, MTX kullanim1 bir¢ok uzmanlik ve anabilim dallarim

kapsayacak sekilde hizla genislemistir (Hashkes vd., 2013).

MTX, solid tiimorler ve hematolojik kanserlerin yani sira inflamatuar ve

otoimmiin hastaliklar1 iceren sayisiz hastalik tedavisinde kullanilan en basarili

ilaglardan biridir (El-Sheikh vd., 2014).
2.2.2. Farmakokinetik

MTX’in serumdaki yarilanma O6mrii ilag verildikten sonra 6-8 saat olup ilag

verildikten 24 saat sonra serumda bulunmaz. Absorpsiyon sonrasinda MTX’in



%10’u karacigerde 7-hidroksi MTX’a doniistiiriiliir. Hem MTX hem de metaboliti
(7-OH MTX) oncelikle bobrekler tarafindan kiigiik bir kismi ise safra yoluyla atilir
(Seideman vd., 1993; Edno vd., 1996).

MTXin yaklasik %50’si tasiyici proteinlere baglanir ve yiiksek doku dagilimi
olan bir ilagtir. Ekstra vaskiiler havuzda birikir. Metotreksat ve metaboliti hiicreler
tarafindan alindiginda bir kismi poligliitamat tiirevlerine metabolize olur (Tian ve
Cronstein, 2007). Diger kismi ise bagirsak bakterileri tarafindan olusturulan ve
plazmada bulunan metaboliti 4-amino-4-deoksi-N-metilpteroik asite doniistiiriiliir.
Eritrositlerdeki MTX-Glu konsantrasyonu ilacin terapotik etkinligi ile iliskilidir
(Tian ve Cronstein, 2007).

2.2.3. Farmakodinamik

MTX, yapisal olarak folik asite benzemektedir. Bu sebeple emiliminin ve
metabolizma yollarmin bir¢ogunun ayni1 oldugu MTX, oncelikle indirgenmis folat
tastyicisi ile hiicrenin igine taginir (; Kremer ve Lee, 1986; Tian ve Cronstein, 2007).
Sirkulasyonda bir grup MTX glutamat (MTX-PG1) halinde bulunurlar. Hiicre i¢inde
ise MTX degisen miktarlarda glutamat gruplar1 olan ¢oklu metabolitlerden olusurlar.
Hiicrenin icine girdikten sonra ekstra glutamat kisimlar1 folylpolyglutamate sentaz
(FPGS) enzimi ile birlikte MTX poliglutamatlarina doniistiiriilir (Gangjee vd.,
2002).

MTX-PG'ler, hiicrenin digina atilabilmesi igin, y-glutamil hidrolaz (GGH)
enzimi ile monoglutamat formuna doniistiiriir. MTX’in monoglutamat formunda
hiicre disina ATP bagimli ABC ailesi tarafindan tasinirlar. Poligliitamasyon,
dekonjligasyon, almim ve atilm arasindaki denge, MTX-PG’lerin zincir
uzunluklarimin (MTX-PG2-7’ye kadar) farkliligindan kaynaklanmaktadir. Baglanan
glutamat molekiillerinin sayisina bagli olarak (polyglutamation) molekiiliin
blytikligli ve aynonik o6zelliginin artmast MTX tedavisi i¢in onemlidir. MTX-
PG'lerin konsantrasyonu ve dagilimi, MTX’in uygulama yoluna, dozuna ve yas gibi
faktorlere  baghdir  (Dervieux  vd., 2004;  Assaraf, 2006). MTX
poligulutamat’landiktan sonra mokekiil biiyiikliigiiniin artmasi hiicre disina pasif
difiizyonla ¢ikmasini engeller. Eklenen glutamat zincir uzunluguna gore hiicre i¢inde
tek zincir i¢in (MTX-PG1), ABCCl'den ABCC4’e kadar olan tasiyicilarla aktif
olarak hiicrenin digina pompalanirken, iki veya ii¢ zincir i¢cin (MTX-PG2 ve MTX-
PG3) ABCC5 ve ABCG2 aktif tasiyicilarin kullanildig: bidirilmistir. Dort veya daha
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fazla zincirin (MTX-PG4-7) tasinmasiyla ilgili heniiz hi¢bir kamit yoktur. Zincir
sayisinin artmasi zaman i¢inde hiicrede MTX-PG'lerin biriktirilmesiyle sonuglanir.
Ayrica MTX'in poligliitamatlanmis bigimlerinin dogal MTX ile karsilastirildiginda
hedef enzimlere karsi daha yiiksek afiniteye sahip oldugu ve MTX'in etkinliginin
poligliitamasyon seviyeleri ile arttig1 diistiniilmektedir (Assaraf, 2006).

2.2.4. Etki Mekanizmasi

Metoreksat, folik asidin 4-amino, N10 —metil analogudur.(Sekil 2.2 ) (Assaraf,
2006)

HoN N N COOH

\H/ N X R/‘\/\
N CHoNH CON COOH
LA
OH

Sekil 2.2. MTX’in Kimyasal Yapis1 (Assaraf, 2006)

Folik asit ise, DNA sentezinde 6nemli olan tetrahidrofolat nciiliidiir (Kayaalp,
1998) (Sekil 2.3)

o
I
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Sekil 2.3. Folik asitin kimyasal yapis1 (Kayaalp, 1998)

MTX timidilat sentaz1 da (TS) giiclii bir sekilde inhibe eder. MTX ve MTX-
PG'ler Dhf ve Thf doéniistiiren kilit enzim olan Dhfi'nin aktivitesini bloke eder (Lima
vd., 2014).

MTX’in CAT, GPx ve SOD gibi enzimlerin aktivitesinde 6nemli azalmalara
neden oldugu belirlenmistir. Hiicreler i¢in MTX’in sitotoksik etkilerinin artan ROS’a
karsi cevap veremeyen antioksidan mekanizmaya bagli oldugu gosterilmistir
(Kumari S vd., 2016). Antioksidanlar ile Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) iiretilmesi
arasindaki denge bozulunca MTX dengenin ROS lehine kaymasma neden
olmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, MTX'in metiyonin sentezi, katalaz, GPx ve SOD
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gibi antioksidan enzimlerde azalmaya ve MTX’le tedavi olan hastalarin beyin
omurilik sivisinda S-Adenosil Metioninin (SAM) azalmasina neden oldugu
bildirilmektedir. MTX'in neden oldugu SAM eksikliginin, ROS’un artmasindan

sorumlu oldugu vurgulanmistir (Kumari S vd., 2016).

MTX'in dolayli olarak poliamin iireten enzimleri de inhibe etmesi sonucu
poliamin {iretiminin azaldig1 ve bu durumun hiicre i¢i ROS seviyelerinin artmasina

yol actig1 ifade edilmistir (Wessels vd., 2008).
2.2.5. Dozaj ve uygulama

MTX, gilinlimiizde basta kanser olmak {iizere bir¢ok hastaligin tedavisinde
kullanilan bir ilagtir. Gastrointestinal tedavilerde 12 saatllik araliklarla 3 boliinmiis
dozdan olusan bir rejimin uygulanmasi tavsiye edilmektedir. MTX, RA tedavisinde
haftada bir kez tek doz olarak verilir (Bannwarth vd., 1996).

MTX genel olarak oral yol ile verilir. Direncgli ve ciddi artitli hastalarda,oral
yerine subkutan yol ile uygulanmasi onerilmektedir (Lui vd., 2013). Genellikle,
yetiskinlerde haftalik dozaj 5 ile 7.5 mg ve ¢ocuklarda 0.3 mg /kg uygulanmalidir.
[lacin etkisi tedavi sirasinda takip edilir. Yeterli gelmedigi ve olumsuz yan etkilere
sebep olmuyorsa, dozaj degisimi yapilabilir. 0.6mg/kg ve 25 mg’a kadar 6 ile 8
haftalik araliklarla devamli olarak artirilabilir. Yiiksek dozlar uygulanan hastalarda
olas1 yan etkilere ve endikasyonlara kars1 dikkatli bir sekilde kullanilmasi
onerilmelidir (Roenigh vd., 1998). MTX, giiniimiizde basta kanser olmak {izere
bir¢cok hastaligin tedavisinde kullanilan bir ilactir. Gastrointestinal tedavilerde 12
saatllik araliklarla 3 boliinmiis dozdan olusan bir rejimin uygulanmasi tavsiye
edilmektedir. MTX, RA tedavisinde haftada bir kez tek doz olarak verilir
(Bannwarth vd., 1996).

Onkoloji hastalarina uygulanan dozlardan 100-1000 kat diisiik dozlarda (1,000-
33,000 mg/m2)uygulanma durumunda; antiinflamatuar, hiicre bdliinmesini
baskilayan etkisi nedeniyle testikuler kanser, psoriyazis, romatoid artritler,
gastrointestinal kanalin ve karacigerde olusan bazi inflamatuar hastaliklar ve siddetli
asttm durumlarinda uygulanmaktadir (Choudhury vd., 2001; Jahovic, 2003,
Dokmeci, 2007; Nouri vd., 2009; Padmanabhan, 2009; Arora, 2011).

MTX, dozaj serumunun tizerinde uygulanabilir. MTX in sitotoksik etkisi diisiik

konsantrasyonu 0.01 umol /1 ya da 4.5 pg/l olarak tahmin edilmektedir (Jeffes ve
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Kaneshiro, 1998). MTX’in kullaniminda; sitrovorum faktorii olmaksizin geleneksel
diisiik doz, sitrovorum faktorii ile yiiksek doz MTX ve intratekal MTX tedavisi

olmak iizere ii¢ farkli temel metot vardir.
2.2.6. Yan etkileri ve kullanim alanlar:

MTX Geg¢misten giiniimiize kadar bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmustir.

Tedavisi esnasinda fazla sayida ve ciddi yan etkilerin ortaya ¢iktig1 gdzlemlenmistir.

Yan etkinin siddeti Hastaligin seviyesine, hastanin yasi,doz degisimi ve bir¢ok
faktore bagl olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Genellikle sik rastlanan yan

etkiler hafif ve geri doniistimliidiir.

Bulanti, kusma, transaminazlarda yiikselme ve stomatit gibi yan etkiler siklikla
dozla iligkilidir. MTX tedavisi alan romotoid artritli hastalarin yaklasik %30’unda
ilag toksisitesi nedeniyle tedavi kesilir (Van, 1998).

MTXin hiicreler lizerine sitotoksik etkisi bu hiicreler i¢in se¢ici olmamasi
nedeniyle kemik iligi, intestinal mukoza, kil kokleri gibi saglikli dokularda da
toksisite gozlenebilmektedir. Antikanser ilaglar bunun yaninda gonadlar iizerine de

etkilidir (Vardi vd., 2010).

MTX, oksidatif hasar yoluyla veya dogrudan toksisite gostererek testikiiler
hasara neden olmaktadir.Fareler lizerinde yapilan calismada MTX uygulamasi ile
seminifer tlibiillerde atrofiyle beraber hiicresel deskuamasyon ,vakualizasyon ve

yapisal farkliliklar gézlenmistir (Oktar, 2010).

Metotreksat Onkoloji ve Hematoloji alaninda siklikla kullanilir. 16semiler,
lenfomalar, meme kanseri, bas ve boyun kanserlerinde kullanilir (Quinn ve Kamen,
1996).

Ayrica, MTX’in romatizmal hastaliklardan kanser metastazina kadar oldukga
yaygin kullanim endikasyonlar1 bulunmaktadir. Cocuklarda gelisen akut lenfoblastik
l6semi tedavisinde kullanilan Onemli bir ilagtir. Meningeal karsinomatozis
tedavisinde, meningeal 16semi ve lenfomanin profilaksi ve tedavisinde intratekal

olarak kullanilir (Bruton, 2009). Remiisyonda olan hastalarda yiiksek doz kullanilir.

Kiir sans1 yiiksek olmasina ragmen erigkinlerde goriilen 16semilerde, 16semik

menenjitin dnlenmesi ve tedavisi disinda MTX’in tedavi edici etkisi daha sinirlidir.
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2.3. Asitretin
2.3.1. Kimyasal yapi ve etki mekanizmasi

Asitretin  (ACT) (Sekil 2.4) hiicrenin farklilasma ve proliferasyonunu
diizenleyen vitamin A (Sekil 2.5) anologu ve monoaromatik retinoiddir (Sekil 2.4)
(Lee ve Koo, 2005). ACT etretinatin aktif bilesigi ve major metaboliti olup
farmakokinetik olarak daha avantajli olmasi nedeniyle tercih edilmektedir (Dogra
vd., 2014). Tam olarak etki mekanizmasi bilinmemekle birlikte retinoidlerin
epidermiste hiicre ¢ogalmasini ve farklilasmasini diizenledigi, immiinmodulatuar ve
antiinflamatuar etkilerinin oldugu diisiiniilmektedir (Yamauchi vd., 2004; Menter

vd., 2009).

CHs CHs CH;

H3C COOH

CH-0 CHs

Sekil 2. 4. ACT kimyasal yapisi (Bhuiyan ve Chowdhury, 2016)

CHj CHsj
H3C CHj

I TN > > OH

CHj

Sekil 2. 5. Vitamin A kimyasal yapis1 (Oruch ve Pryme, 2012)

ACT ve etretinat keratinizasyon rahatsizliklart spektrumuna karsi etki
bakimindan aymdir. Fakat, ACT etretinattan daha hizlica elimine edilmektedir

(Stuck, 1989).
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ACT vyiiksek oranda lipofilik olan zayif bir asittir. Fiziksel yapisi
bakimindan,yesil ve sarimsi bir rengi vardir. Suda az ¢oziinebildigi gibi pH 7,5
oldugunda da ¢oziinebilmektedir. Kapali formiilii C2;H2603 olup kimyasal olarak (4-
Methoxy-2, 3, 6-trimethyl phenyl)-3, 7- dimethyl-2, 4, 6, 8-nonatetraenoic acid
seklinde adlandirilmaktadir. Erime noktas1 228-2300C civarindadir.

ACT, hiicre farkilasmasi,cogalmasi, enflamasyon ve keratinizasyonu gibi
stireglerini inhibe edebilme ve kontrol edebilmektedir. Bazi ¢alismalarda, ACT’in
immiinomodiilatér ve anti-enflamatuar oOzelliklerine sahip bir ilag oldugu
gosterilmistir. Bunlarin arasinda, stratum orneumda polimorfoniikleer 16kosit
birikimini inhibe edilmesi ve mitojenlerin lenfositik blastogenezini inhibe edilmesi
gibi mekanizmalar ACT’den kaynakli oldugu varsayilmaktadir (Pilkington ve
Brogden, 1992; Lee ve Li, 2009).

Retinoidler, yag dokusunun aktivitesini etkileyebilmektedir. Bunu disinda
niikleer reseptorlerine etki ederek epidermal hiicrelerin biiylimesini ve farkilagmasini

etkilemektedirler.

ACT, hiicre i¢inde RA gibi CRABP iizerinden etki gostermesinin disinda; bazi
protein kinazlarin aktivitelerini de etkilemektedir. Siklik adenozin monofosfat
(cAMP) bagimli iki farkli protein kinaz formu tanimlanmaktadir: Bunlar, Rl ve
RII’dir. RI formu hiicre cogalmasinda etki gdsterirken, RII formu hiicre
farklilagsmasinda ve hiicre biiylimesinin inhibisyonunda rol oynamaktadir (Byus vd.,
1977; Costa vd., 1978). Normal hiicrelere bakildig1 zaman psoriyatik fibroblastlarda
cAMP'nin biiylimeyi inhibe edici etkisi azalmaktadir (Raynaud vd., 1987).

Yapilan calismalarda, ACT insan psoriyatik fibroblastlarinda eksik olduklar
bilinen cAMP'ye bagl protein kinazlarin seviyesini ve aktivitesini artirdigl; ancak
normal fibroblastlar iizerinde higbir etki olusturmadigi bildirilmistir (Raynaud vd.,
1987). Insan promiyelosit 16semi ve miyelobast hiicre hatlarinda ise asitretin, cAMP-
bagimli protein kinazin aktivitesini ve fosfolipaz-sensitif kalsiyum-bagimli protein

kinaz ve protein kinazin aktivitesini artirmistir (Fontana vd., 1986).
2.3.2 Farmokokinetigi

ACT’nin farmakokinetigine iligkin kapsamli bir cok caligma yapilmistir.
ACT’nin metabolit olarak tartisildigi ve ana ilag olarak etretinat kullanilan ¢alismalar

da mevcuttur (Ward vd 1983). ACT ile ilgili yapilan ¢alismalarda ; ACT ana ilag
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olarak kullanildigr zaman tiim emilim ve eliminasyon siireglerinin etretinatin
metaboliti olarak {retilen asitretininkine kiyasla daha hizli oldugu bulunmustur

(Sekil 2.6) (Larsen vd., 1987).

COOCaHS
oy S oy Sy [Ea—— - ™ e e S
CH3O CHyO COOCaHE
Etretuat 13-cis-Etretuat
[ ] I &
1 | H
| ! :
' H
| COOH |
= i - - — — - - = = =
T, - - -
CH30 CHyO COOH
Asitretin 1 3-ris- Asitretin

Sekil 2.6. ACT ve Etretinatin ana metabolitleri (Wiegand ve Jensen, 1992)

ACT’nin kimyasal yapisi incelendigi zaman, yapisinda serbest karboksil grubu
bulundurur. Bu bakimdan etretinata kiyasla daha az lipofilik vardir. Bu yiizden daha
kisa bir yar1 6émriine sahiptir: etretinat yaklasik 120 giin (4 ay) yar1 dmriine sahip
iken, ACT sadece yaklasik olarak 2 giin (50 saat) siirmektedir (Wiegand ve Jensen,
1992).

Etretinat’in tretimi, her bir bireydeki ACT’in miktarina bagl olarak degisen
dogal bir esterlesme islemidir. ACT az miktar ile esterlesir ve etretinat’a (etil ester)
doniislir. Fakat, bu reaksiyon karacigerde bulunan bir enziminin etkisiyle ve
etanol’lin varlifinda daha hizli bir sekilde gerceklesir. Etretinat ACT den yagda daha
fazla ¢oziiniir ve viicutta 6zellikle yag dokusunda daha uzun siire kalabilmektedir

(Bhuiyan ve Chowdhury, 2016).

ACT, kimyasal reaksiyonlarin iirliniidiir, etretinat’in doniistliriilmesinden
tiretilen aktif bir metabolittir. ACT ile yapilan tedavilerde, hastalarin tok karnina
almalar1 6nerilmelidir, ¢ilinkii ilacin absorpsiyonu hizlandirabilir ve biyoyararligi bes
katina kadar artirabilir, Ozellikle yagli yiyecekler biyoyararligi cok fazla
artirabilmektedir (Lee ve Li, 2009; Ormerod, 2010).

ACT, alkol ile birlikte kullanildiginda etretinata re-esterifikasyon
olabilmektedir. Bu sebeple asitretin tedavisi alan hastalarda zorunlu kontrasepsiyon

siiresi bulunmaktadir. Bu siire 2 yil olarak belirlenmistir. Buna karsilik Food and

13



Drug Adminisration (FDA) i¢in bu siire 3 wyildir (Bilgili, 2008). Yapilan
calismalarda, tedavi siiresince ve tedavi bittikten sonra 2 ay boyunca alkol
kullanmayan kadinlar i¢cin ACT’nin farmakokinetik avantaji etretinattan daha

fazladir (Sarkar vd., 2013).
2.3.3. Dozaj ve Uygulama

ACT kullannominda hastanin yag,boy,kilo ve hastalifin evresine gore
degisebilmektedir. Yiiksek doz olarak alinan doz tedaviye daha hizli yanit verebilir
fakat viicut yiiksek dozu tolere edemeyebilir. Bu sebeple tedaviye diisiikk doz
uygulanarak baslanir. 10-25 mg/giin gibi diisiik doz ile baslayan hastaya yanit
degerlendirmesine ve hastanin tolerasina bakilarak en fazla 75 mg/giin olacak sekilde

artirtlabilir (Dogra ve Yadav, 2014).

Tekli tedavi seklinde uygulanan ACT’nin piistiiler psoriasis tedavisinde en
yiiksek seviyede yanit alnmistir fakat guttat psoriasis, eritrodermik psoriasis ve plak

psoriasiste ise daha diisiik yanit gozlemlenmistir (Yamauchi vd., 2003).

ACT hematolojik rahatsizliklarda diisiik dozda etkili oldugu gozlemlenmistir.
(Lui vd., 2013).

2.3.4. Asitretinin yan etkileri ve yapilan ¢alismalar

ACT sedef hastaliginda kullanilan bir tedavi yontemidir. ACT kullaniminda
baz1 yan etkiler gozlemlenmektedir. Yan etkilerin seyirine bagli olarak ilag kullanimi
durdurulabilir. ACT, teratojen yapida bir ilagtir. Bu yapisindan dolay1 gebelikte
kullanilmamas1 Onerilir. Gebeligin 3 ila 6 haftalarinda retinoid kullanilirsa fetiiste
anomallikler gbzlemlenebilmektedir ( David vd., 1988). Ilag kullanimu bittikten sonra
viicuttan atilim siiresi goz Oniine alinarak 3 yila kadar gebelige izin verilmemelidir

(Ergiin, 2007).

Yapilan caligmalarda, ACT, 50 mg/giin doz ile tedavi edilen hastalarin %
35'inde hipertrigliseridemi gézlemlenmis ve serum kolesteroliindeki miktarinda artis
goriilmiistiir. ACT, hepatik enzimlerin seviyelerini de etkiler ve bunun sonucunda
hepatit olusmasina neden olmaktadir (Pilkington ve Brogden, 1992; Pearce vd.,
2006). ACT, akut karaciger toksisitesine (transaminit) de neden olabilir (Katz vd.,
1999). ACT’in kullanimi karaciger enzimlerin serumunu artirmasina neden

olabilmektedir. Klinik olarak, ACT ile tedavi edilen 3 hastanin yaklasik 1'inde
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aspartat amino transferaz (AST), alanin transaminaz (ALT) veya laktat dehidrogenaz
(LDH)'nin seviyeleri yiikseldigi bildirilmistir (Roenigk vd., 1998).

ACT ile ilgili siklikla bildirilen laboratuvar anormalligi hiperlipidemidir. Bu
durum  hastalarin = %25-40’inda  goriilebilmektedir  (Pearce  vd.,  2006).
Hipertrigliserideminin goriilme sikligi hiperkolesterolemiye oranla daha coktur.
Diizenli beslenme, spor ve zararli aligkanliklart olmayan hastalarda ilacin verdigi
yanit diger hastalara oranla daha iyidir. Laboratuvar sonuglarina bakildiginda
Trigliseridin 499 mg/dl iizerine ¢iktig1 zaman ilacin dozunu %50 azaltmak gerekir.
Trigliseridin 800 mg/dl {izerine ¢iktif1 zaman ise tedaviyi sonlandirmak gerekir.
Hastaya yeme diizeni ve spor Onerilir. Bunun sonucunda hiperlipidemide diizelme

goriilmemisse oral antilipidemik ilag kullanilmas1 gerekir (Dogra ve Yadav, 2014).

ACT ile yapilan caligmalarda ,hastalarin % 10'linde cildin kabarmasi ve sa¢
yapisinda degisiklik gibi yan etkiler de goriilmiistiir. Cok nadir durumlarda ise ,
bulanti, kusma, ishal, hepatit ve sarilik konjonktivit, kornea tilseri gibi rahatsizliklar

hastalarda goriilebilmektedir (Bhuiyan ve Chowdhury, 2016).

Laboratuvar sonuglarina bakildiginda hastalarin %13-16’sinda transaminaz
yiiksekligi gozlemlenebilmektedir (Vahlquist, 1992). Bu durum ilacin dozuna bagl
degiskenlik gosterir. Kalici bir yan etki degildir. Nadir durumlarda olsa da
transminaz ylksekligi asir1  bir deger gosterebilir. Bu durumda tedavinin
sonlandirilmas1 gerekir. Hepatoksisite daha c¢ok diyabet hastalarinda, asir1 alkol
tiiketimi olan bireylerde ve obezite durumu olan kisilerde gozlenir (Vahlquist, 1992;

Dogra ve Yadav, 2014).

ACT, pankreatite neden olabilmektedir. Baz1 hastalarda tedaviden sonra

ozellikle diyabet ve obezite hastalarda trigliserit seviyeleri arttigt gortilmustiir
(Pilkington ve Brogden, 1992).

ACT basta olmak iizere sistemik retinoidlerin kullanimi, norotolojik patolojiler
(yalanci serebri veya hafif intrakraniyal hipertansiyon) gibi nadir durumlar ortaya

¢ikmasina neden olabilmektedir (Katz vd., 1999).

Oztiirk (2018)’iin yaptign calismada, kutandz liken planus hastalarinda
prednizolon ve ACT tedavileri uygulanmasi ile Bcl-2 ve Ki-67 seviyelerinde azalma

oldugu ve COX-2 seviyelerinde herhangi bir degisme olmadig1 gozlenmistir.
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Onder (2014)’in yapmis oldugu calismasinda, oral ACT verilmis ratlarda,
ACT’nin epifiz plaginin yapisinda bozulma oldugu goézlemlenmistir. Ancak epifiz
plaginda belirgin bir sekilde incelme olmadigini; diisiik dozda uygulanan tedaviler ile
epifiz plaginda olusacak etkiler ve kemik mineralizasyonunun daha giivenli oldugunu

acgiklamstir.

Pearce vd (2006)’nin yaptiklart ¢calismada ACT’nin doz farkliliklarina karsi
yan etkileri karsilastirilmistir. Lipid ve hepatik enzim yiiksekligine yiiksek doz

asitretinde daha ¢ok rastlanmastir.

Sengér vd (2006) yaptiklar1 ¢alisma ile 0.75 mg/kg/giin ve 1.5 mg/kg/gln
dozlarinda ACT verdikleri ratlarda doz karsilagtirmasi yaparak, Johnsen skoru
acisindan degerlendirme yaptiklarinda, ACT nin terapotik dozlarda verildiginde

ratlarda spermatogenezde bir etkisinin olmadigini gézlemlemislerdir.
2.4. Serbest Radikaller

Serbest radikal; Birgok fizyolojik veya patolojik prosesde iiretilen, bir veya
daha fazla eslesmemis elektronu bulunan herhangi bir elektron veya molekiildiir.Bir
bilesik bir elektron kaybederek veya ilave bir elektron alarak serbest radikal
olusabilir. Serbest radikaller pozitif veya negatif yiiklii veya nétral olabilirler (Brody,
1988).

Hiicrede olusan baslica serbest radikaller tek bir elektronun molekiiler oksijene
eklendigi siiperoksit radikalleri (O,.-) ve bu radikallerin bazi metal iyonlarinin
mevcudiyetinde (Fe") H,0, ile reaksiyona girmesi sonucu olusan daha reaktif OH
radikalleridir. O, radikallerinin patolojik prosesleri bu radikaller ¢cok fazla sayida
olmadik¢a baglamaz (Arthur, 1985)

Serbest radikallerin olusumu ile ilgili 3 yol oldugu kabul edilmektedir (Kiling
ve Kiling, 2002).

1- Kovalent baglar homolitik bir sekilde kirilmaya ugrarlar ve iki elektronun

her biri farkli atomlarda kalir.
A:B— A+ Be
2- Molekiil elektron kaybina ugrar.

X-e-—X+e
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3- Molekiil elektron transferine ugrar
X +e-— Xe-

Oksijen radikallerinin hiicumuna ugrayabilecek 6nemli viicut yapilar1 arasinda
proteinler (enzimler,kollajen) ndrotransmitterler,genetik materyaldeki niikleik
asitler,membrandaki yag asitleri vardir. Hiicre membranindaki yag asitleri
oksitlendiginde membran biitiinliigii bozulur ve hiicre penetrasyonu miisait hale gelir.
Olusan lipid peroksitler seliiler hasara yol agan metabolizmay1 ilerleten ve kan
akimim1  azaltan potent kimyasal maddelerdir. Lizozomal membranlarin

peroksidasyonu neticesinde hidrolazlar sitoplazmaya yayilarak hiicrenin Sliimiine

sebep olurlar (Brody, 1988).

o%»o
30&%0%}‘)0

Stabil

molekiil OC’ a o B

0

Kayip
elektron 0(’
Serbest
radikal

Sekil 2.7. Serbest radikallerin olugsma mekanizmasi1 (Agarwal vd., 2008)

Temel olarak oksidatif stres, antioksidanlarla prooksidanlar arasindaki
dengenin, prooksidanlar yoniinde artmasi seklinde belirtilmistir (Bhuvarahamurthy
vd., 1996). Oksidatif stresin tetiklenmesi ise ROB olusumu artmasi ile
sekillenmektedir. Hiicreler oksidatif stres ile miicadele edebilmelerine ragmen
antioksidan enzim sistemleri aktivasyonunu baslatirlar. Bunun disinda, hiicrenin
savunma sistemleri yetersiz kaldigi zaman, ROB ve antioksidan arasindaki denge
bozulur. Bu nedenle oksidan hasara duyarli proteinler, niikleotidler, karbonhidratlar
ve lipidler olmak iizere ¢esitli yapilar zarar gérmektedir (Gutteridge, 1993; Zadak,
2009; Wildburger vd., 2009; Berger, 2005; Halliwell ve Gutteridge, 1986).

Yapilan ¢alismalarda, antioksidanlar yoniinden zengin besinlerin kanserlerin,

kardiyovaskiiler hastaliklarin, Parkinson ve Alzheimer olmak {izere ndrodejeneratif
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hastaliklarin ve ayrica inflamasyonun, hiicre ve deri yaglanmasinin sebep oldugu

problemlerin 6nlenmesinde 6nemli rol oynadiklar1 gézlemlenmistir (Zhou vd., 2001).
2.4.1. Siiperoksit Radikali

Stiperoksit (O, ™), biyolojik sistemler iizerine olumsuz etkileri olan 6nemli bir
anyondur. O, "~ aerobik metabolizma sirasinda O'nin kismi indirgenmesinin birincil

yan iirlinii olarak iiretilir ve ROS’larin en 6nemli bilesenidir (Jalilov ve ark., 2016).
02 +e-— 02 ”

Stiperoksit anyonu canli organizmada en yaygin olarak iiretilen serbest
radikaldir ve makrofajlar ile nétrofiller gibi fagositik hiicreler O, “~nin 6nde gelen

kaynaklaridir (Scheibmeir ve ark., 2005).

Siiperoksit anyonu organizmada SOD ya da CAT enzimleri ile 6nce H202’ye
sonra da suya doniiserek, zararsiz hale getirilir (Conner ve Grisham, 22 1996).
Stiperoksit iiretimi ¢ogunluk olarak hiicrenin mitokondrisi iginde gerceklesir.
Mitokondriyal elektron tagima zinciri, hiicrede yasam icin gerekli olan ATP'nin ana
kaynagidir. Enerji iletimi sirasinda, az sayida elektron oksijene sizar ve cesitli

hastaliklarin patofizyolojisinde rol alan O, “’yi olusturur (Valko ve ark., 2007).
2.4.2. Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit,oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi ile
meydana gelir. Peroksit molekiilii de iki hidrojen atomu ile birleserek hidrojen
peroksidi olusturur (Cheeseman ve Slater, 1993). Hidrojen peroksidin oksitleyici tiir
olarak bilinmesinin sebebi Cu, Fe gibi metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikali
ozelligi tasiyarak oncii gibi davranmasindan kaynaklanmaktadir (Kiling ve Kiling,
2002). Yapisinda paylasilmamis elektron olmadigindan dolayr radikal o6zelligi

tasimaz.

Aerobik canlilarda siiperoksit radikallerin H0;’ ye ¢evrilmesi, katalitik
aktivitesi cok yiiksek bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan
katalizlenir.SOD enziminin yiiksek katalitik aktivitesi nedeniyle hiicrelerde

stiperoksit birikimi bu sekilde engellenmis olur (Kiling ve Kiling, 2002).
2.4.3. Hidroksil radikali

Hidroksik radikali, biyolojik molekiillerle zincirleme reaksiyonlari baslatan ve

kimyada en reaktif olarak bilinen radikal olarak bilinmektedir. Bu yiizden in vivo
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olusan hidroksil radikali ¢ogunlukla her molekiile saldirir. Olustugu yerde de biiyiik
hasarlara sebep olmaktadir (Tekkes,2006; Jialal vd., 1993; Kiling ve Kiling, 2002).

Biyolojik ve kimyasal ortamlarda olusan bu radikal canlilarda iki farkli yol ile
olusur. ilk olarak canlilarda radyoasyonun toksik etkisinden sorumlu tutulan,
iyonlagtirict radyasyonun etkisi ile sulu ortamda su molekiillerinin iyonlagsmasi ile
digeri ise hidrojen peroksidin eksik indirgenmesidir ve bu viicutta en Onemli
hidroksil radikali kaynagi olarak goriilmektedir (Wheeler ve Salzman,1990; Ames
vd., 1993).

2.4.4. Serbest radikal kaynaklari
Serbest radikal kaynaklari iki grupta incelenir. Bunlar;
Endojen kaynaklar;

o Ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, aminoasit oksidaz, gibi bazi enzimlerin
katalitik dongiileri esnasinda serbest radikaller olusur (McCord ve Fridovich,

1968).
o Tiyoller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler gibi oksidasyon-rediiksiyon
o reaksiyonlarinda gorev alabilen kiiciikk molekiiller, serbest radikal olusturabilir.

e Mitokondriyal elektron transportu, hiicrelerdeki en biiyiik reaktif oksijen tiirii
kaynagidir ve bu sistemdeki elektron kacagi, siiperoksit radikali iiretebilir

(Halliwell, 1994).

e Niikleer membranlara ve endoplazmik retikulum bagli sitokromlarin

oksidasyonundan kaynakli da serbest radikal iiretimi olur (Morehous vd.,

1984).

e Plazma membraninda yer alan lipooksijenaz, protein kinaz, siklooksijenaz, gibi
enzimlerin aktivasyonu ile serbest kalan arasidonik asidin oksidasyonu

sonucunda serbest radikaller olusur (Morehous vd., 1984).

e Iskemi, travma, yanik gibi oksidatif stres meydana getiren durumlar da serbest

radikal kaynagdir.
Ekzojen kaynaklar;

e Hava kirliligi, sigara dumani, solventler, aromatik hidrokarbonlar, pestisidler
cevresel ajanlar serbest radikal olusturur.
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e Radyasyon serbest radikal olusumunda énemli rol oynar.

e Stres, katekolaminlerin sentezini uyarir, katekolaminlerin oksidasyonu ise

serbest radikal olusumuna sebep olur (Kadiiska, 2005).

2.4.5. Serbest Radikallerin Hiicre ve Dokularda Yol A¢tig1 Zararlar
¢ DNA’nin tahrip olmasi

e Niikleotid yapili koenzimlerin yikimi

e Protein ve lipidlerle kovalan baglanmasi

¢ Enzim aktivitelerinde ve lipid metabolizmasindaki degisiklikler

e Seroid ve yag pigmenti denilen baz1 maddelerin birikimi

e Proteinlerin tahrip olmasi

e Lipid peroksidasyonu, zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi

e Zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmasi

eKollajen ve elastin gibi uzun Omirli bilesiklerdeki oksido-rediiksiyon
olaylariin bozularak kapillerde aterofibrotik degisikliklerin olugmasi (Uysal,

1998). Gibi hiicre ve dokulara zararli etkileri vardir.

2.4.6. Serbest radikal hasarinin neden oldugu klinik durumlar

Yapilan ¢alismalarda, oksidatif hasarin etkileri birgok hastalik grubunda
gbozlemlenmistir. AIDS, iskemik hastaliklar, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,
Inflamatuar hastaliklar, kistik fibrozis, gastrik iilser, metabolik hastaliklar, diabet,
norolojik hastaliklar, hipertansiyon gibi pek cok hastaliklarda, serbest radikal
hasarinin etkisi gozlemlenmistir (McCord, 2000).

Serbest oksijen radikalleri (SOR), dis orbitallerinde bir ya da birden fazla
paylasilmamis elektron igceren reaktif molekiillerdir. Dis orbitallerde eslesmemis
elektron bulunmas: sebebiyle serbest radikaller kimyasal aktifligi yiiksek
molekiillerdir. Viicutta siklikla oksijen, kiikiirt, karbon ve azot kaynakli radikaller
olusur. Oksijenden olusan serbest radikaller, biyolojik sistemdeki en Onemli
radikallerdir. Oksijen insan yasami i¢in elzem bir molekiildiir. Viicutta oksidasyon

tepkimeleri, adenozin trifosfat (ATP) iiretilmesi ve detoksifikasyon i¢in oksijen
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gerekmektedir. Oksijenin kullanimi neticesinde radikal olan ve olmayan pek g¢ok

oksijen tlirevi bilesik olugmaktadir.
2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest oksijen radikallerinin hiicresel ve molekiiler diizeyde olusturduklar
hasar1 6nlemek i¢in insan viicudunda antioksidan savunma sistemi denilen giiclii
savunma mekanizmalar1 gelismistir. Antioksidan Savunma Sistemlerini bazi

enzimler ve serbest radikal tutucular meydana getirmektedir.

Bu savunma sisteminde islev goren enzimler, serbest oksijen radikallerini tutan
molekiillere goére daha potenttirler. Antioksidanlar peroksidasyon zincir
reaksiyonlarini engellemek suretiyle lipid peroksidasyonunu inhibe eden maddeler
veya reaktif oksijen radikallerini tutan maddeler olarak da soylenebilir (Halliwell ve
Gutteridge, 1984).

Serbest oksijen radikalleri normal aerobik metabolizmasi sirasinda siirekli
olarak iretilir ve bazi antioksidanlar tarafindan ortamdan uzaklastirilirlar. Ancak
antioksidan koruma %100 etkinlikte degildir. Bu ylizden hayatta kalma i¢in tamir
mekanizmalarimin  varligt  Onemlidir.  Antioksidanlarin  basarisizhigi ya da
prooksidanlarda artma, oksidatif stres durumunu olusturur. Bu durum ise molekiiler

hasar ve doku zedelenmesi ile sonuglanir (Yeum vd., 2004).
2.5.1. Antioksidanlarin etki mekanizmalari

Antioksidanlarin etki mekanizmalar1 ¢esitli yollarla olusabilmektedir (Halliwell

ve Gutteridge, 1984).Bunlar;
e Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun engellenmesi

e Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu katalizleyen metal iyonlarinin

baglanmasi
e Yok edici antioksidanlar

e Zedelenmis hiicresel yapilarin hasar sonrasi tamir edilmesi veya

temizlenmesi.

e Tamir 6zelligine sahip antioksidanlar

21



2.5.2. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit  radikallerinin  canlilarda {iretildigi uzun yillar boyunca
bilinmektedir. Fakat 1968 yilina kadar bu radikallerinin temizlenmesi ile ilgili
herhangi bir enzimatik etkinlik bilinmiyordu. Fridowich ve arkadaslar1 tarafindan,
stiperoksit radikallerinin dismutasyonunu katalizleyen bir enzimin varlig1 gosterildi

ve enzim SOD olarak adlandirildi (Kiling, 1985).

SOD, siiperoksit radikalinin (O, -) hidrojen peroksit (H, O, ) ve molekiiler
oksijene (O, ) doniisiimiinii katalizleyen bir antioksidan enzimdir. Bu enzim, aerobik
solunum yapan hiicrelerde mitokondri tarafindan siirekli {iretilen siiperoksit
anyonlarmni, H, O, ’e donistiiriir (Polat, 2008). Bu, GSH-Px enzimi ile detoksifiye
edilir (Fernandes ve Cotter, 1994).

Insan viicudunda iki tip SOD bulunur, biri sitoplazmada bulunan ve iceriginde
bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) igerir, digeri ise mitokondride bulunur ve manganez (Mn)
icerir. Metabolizmanin normal seviyelerde olmasi durumunda hiicreler tarafindan
yiiksek oranda siiperoksit olussa bile bu enzim aktivitesi ile hiicre i¢i siiperoksit
seviyeleri diisiik tutulur. Hiicre ici aktiviteleri yiiksek, hiicre dis1 aktiviteleri diistiktiir

(Cikrikgioglu ve Duran, 2001).
2.5.2.1. Mangan siiperoksit dismutaz (MnSOD)

MnSOD, mitokondriyal bir enzim olarak tanimlanmistir. Dort adet esit protein
alt tinitesi vardir ve her biri tek bir mangan atomu igerir. Mn-SOD ile Cu/Zn-SOD
un amino asit dizisi karsilastirildiginda birbirinden farklidir. MnSod siyaniir ile
inhibe edilememektedir. Bu durum bu iki enzimin birbirine karismamasini saglar (Is
ve Woodside, 2001; Mates ve ark,1999).

MnSOD sitoplazmada yer alan endojen antioksidatif bir enzim olup transkribe
edildikten sonra mitokondriye iletir (Wispe vd., 1989). Ve siiperoksit radikallerini
hidrojen peroksit ve oksijene indirger. Boylelikle mitokondride serbest radikalleri
temizleyerek oksidatif strese karsi savunma saglar (Barra vd., 1984). Timor nekrosis
Faktor, MnSOD’u segici olarak indiiklerken ¢esitli fare dokular1 ve kiiltiire edilmis

hiicrelerde CAT, CuZn-SOD, GSH-Px ’i indiikleyemez.

Saccharomyces cerevisiae’daki genlerin elimine edilmesi MnSOD’un oksijene

karst duyarliligini arttirabilmektedir. Yapilan caligmalarda, MnSOD DNA’sinin
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kiltiire edilmis hiicrelere transfeksiyonu hiicrelerin paraquata karsi direngli bir hale

gelmesi saglanmistir (Mates ve ark, 1999).
2.5.3. Alfa Lipoik Asit (ALA)

Ilk olarak 1930’lu yillarda Laktobasilus gelisiminde biiyiime faktdr olarak
tanimlanan ekstre i¢cinde bulunmustur. Tanimlanan lipoik asit 1950’11 yillarda Reed
ve ark. tarafindan karacigerden saflastirildiktan sonra kimyasal olarak 1-2 ditiyolen 3
pentanoik olarak isimlendirilmistir (Morris vd., 1995; Reed vd., 1951).

Molekiil olarak sekiz karbonludur ve ditiyolen halka yapisinda iki tane siilfiir

atomu bulunmaktadir (Sekil 2.8 ) (Cadenas, 2001).
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Sekil 2. 8. ALA ve DHLA kimyasal yapilar1 (Kramer, 2001)

Hayvanlarda enerji metabolizmas1 bakimindan yiiksek olan karaciger, kalp ve
bobrekte yiiksek miktarda tespit edilmektedir. Bitkilerde ise, brokoli, domates ve
1spanakta fazla miktarda bulundugu bildirilmistir (Karaca, 2015).

ALA’nin SOD ve CAT enzim aktivitelerinin artmasini saglama, molekiiler
hasarlar1 onarma, asetilkolin liretimini arttirma gibi gorevleri bulunabilirken, C ve E
vitaminlerinin rejenerasyonu, lipit peroksidasyonu olusma ihtimaline ve serbest
radikallere karsi koruma gorevleri de mevcuttur (Tetikcok vd., 2015). ALA’nin
takviye olarak disarindan alinan %80 oraninda kismi bobrekler yoluyla disari atilir.
ALA’nm iki formu bulunmaktadir ve bu formlar kimyasal tepkimelerle birbirine
dontisebilmektedirler. Rediikte formu dihidrolipoik asit (DHLA) olarak adlandirilir.
ALA’nin rediikte ve rediikte olmayan formu canlida aktivite gosterir ancak DHLA

formu hiicrede daha aktiftir (Ayaz, 2014).
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Yapisindaki tiyol sayesinde antioksidan etkisini gosterir. Serbest oksijen
radikallerini yakalama ve kursun kadmiyum vb. agir metallerle selat olusturmada,
geri kalan antioksidanlarin etkilerini artirmada rol oynamaktadir. ALA’nin bir diger
onemli ozelliklerinden biri de kan-beyin bariyerini gecerek santral sistemin iginde

antioksidan ve ajan olarak kullanilabilmesidir (Patel ve Roche, 1990).

Amfifillik 6zelligi nedeniyle hem hidrofilik hem de lipofilik ortamlarda

antioksidan gorevi gorebilmektedir.

ALA’nin  klinik etkilerine bakildiginda ilk olarak Amantia mantar

zehirlenmesinde kullanilmistir (Patel ve Roche, 1990).

Ayrica, oksidatif stresi azalttigl, Niikleer faktor kappa B ve insiilin sinyal ileti

yollarinda diizenleme yapmustir ve endotel disfonksiyonu engellemektedir.

Klinik kullanimina bakildigi zaman ALA ile ilgili en ¢ok arastirma yapilan
hastaliklarin basinda noropatiler gelmektedir. Hastaligin seyrinde %30 kadar
noropati goriilebilen diyabetes mellitusta ALA kullanimi yaygindir. Bunun diginda
diyabette kullanilan ALA ile ilgili terapotik dozlarda glikoz alimii indikledigi
gbzlenmis, laktat olusumunu azalttigi ve insiilin hassasiyeti artirdigi izlenmistir

(Konrad vd.., 1999).

Bu 6zelligi sayesinde ndropati olusumunu da azaltan ALA’nin ayn1 zamanda
diabetik retinopatide (Patel ve Roche, 1990) ve diger nedenli periferal noropatilerde

koruyucu etkileri oldugu gozlenmistir (Ziegler vd., 2004).

Farelerde yapilan ¢alismalarda deneysel mani tedavisinde kismi olarak katkida
bulundugu ve fareler iizerinde yapilan biligsel fonksiyon ¢alismalarinda oksidatif
stresi azalttigi ve biligsel fonksiyonlara katkida bulundugu belirtildi(Farr vd., 2003).
Ust solunum yollar1 enfeksiyonu sonrast olusan anosmi tedavisinde yararli
olabilecegi ve terapodtik ajan olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Hummel vd.,
2002; Gregorio vd., 2014). Multiple skleroz ve akut alerjik ensefalomiyelit
modellemesinde, Sisplatin indiiklenerek olusturulmus deneysel isitme kaybi
modellemesinde(Koo vd., 2016), akut otitis mediayada inflamasyonu azaltip

komplikasyon olusmasinin azaltilmasinda (Tarar vd., 2016), sistin tas olusumunun

azaltilmasinda yararl etkileri mevcuttur (Zee vd., 2017).

ALA’nn kilo verme i¢in kullanimda etkisi oldugunu ve bu ylizden kullanilacak

givenli dozun 1200 mg/giin oldugu belirlenmistir . Bu etkiyi lipoprotein lipaz
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aktivitesinin azalmasini saglayarak, enerji harcamasi ve lipogenezi inhibe etmesi gibi

yollar ile saglamaktadir (Namazi vd., 2018).

Glinlik disariddan alman dozun 50-600 mg oldugu hakkinda gorisler
mevcuttur. Yiiksek dozlarda alinan ALA’nin alerjik reaksiyonlar ve hipoglisemiye
neden olabilecegi bildirilmektedir (Packer vd., 2001).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneylerde Kullanilan Farelerin Elde Edilmesi

Bu calisma Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’'ndan alinan izinle (2018/13) gergeklestirilmistir. Caligmalarda Ondokuz
Mayis Universitesi, Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi (DEHAM)’nde iiretilip
yetistirilen Winstar albino tipi erkek ratlar kullanilmistir. Kullanilan laboratuvar
farelerinin ortalama agirliklar1 200-250 gr arasindadir. Fareler enjeksiyondan onceki
son 24 saat a¢ birakilmislardir. Kullanilan fareler Samsun Yem Fabrikasi’nda

tiretilen standart fare yemi ile beslenmis ve su serbest olarak verilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3. 1. Deneylerde kullanilan ratlar

3.2. Farelere Uygulanan Maddeler

Farelere; Teva Ilaglar1 firmasi tarafindan iiretilen ve eczanelerde  Neotigason’
ad1 ile satilan ilacin etken maddesi olan ACT; Meda Pharma Ilaglar1 firmasi
tarafindan {iretilen ve eczanelerde THIOCTACID® 600 mg HR Film Tablet ad ile
satilan ilacin etken maddesi olan ALA; KOCAK FARMA ilag ve Kimya Sanayi A.S.
tarafindaN iretilen ve eczanelerde MTX-Kogak Flakon 50mg/5ml olarak satilan
ilacin etken maddesi olan MTX uygulanmistir. Ayrica genel anestezi olarak 50

mg/kg ketamin HCI (ketalar) ve 10 mg/kg Xylazine (Rompul) verilmistir.
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3.3. Arastirma Gruplarinin Olusturulmasi

Caligmalarda; herhangi bir igleme tabi tutulmamis kontrol grubu (K), ALA,
MTX+ACT ve MTX+ACT+ALA verilmis grup olmak iizere 4 grup olusturulmustur.

Kontrol grubunda 5, diger gruplarda 15’er fare kullanilmistir.

Sekil 3. 2. Ratlara enjeksiyon isleminin uygulanmasi

Arastirma gruplarina verilecek ilaglar ve enjeksiyon islemleri su sekilde

yapilmistir;

1. Grup: (n=5) Kontrol grubudur. Higbir islem yapilmamistir. Sakrifiye
edildikten sonra testisler ¢ikarilmistir.

2. Grup: (n=15) ALA grubudur. ALA her giin ayn1 saatlerde i.p. verilmistir.
Grubun 5 tanesi 3. giin, 5 tanesi 5. giin, 5 tanesi 7. giin sakrifiye edilmistir ve

testisleri ¢ikarilmstir.

3. Grup: (n=15) MTX + ACT grubudur. ACT her giin ayn1 saatlerde i.p.
verilmigtir. MTX ise enjeksiyonun 2. giinii yapilmistir. Grubun 5 tanesi 3. giin, 5

tanesi 5. giin, 5 tanesi 7. giin sakrifiye edilecek ve testisleri ¢ikarilmustir.

4. Grup: (n=15) MTX + ACT + ALA grubudur. ACT ve ALA her giin ayni
saatlerde 1.p. verilmistir. MTX ise enjeksiyonun 2. giinii yapilmistir. Grubun 5 tanesi

3. glin, 5 tanesi 5. giin, 5 tanesi 7. giin sakrifiye edilmis ve testisleri ¢ikarilmistir.
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Enjeksiyon islemleri de sabah saat 8:30-9:00 arasinda gergeklestirilmistir
(Sekil 3.2). ACT, MTX ve ALA % 0.9’luk NaCl’de ¢oziilerek ACT (20 mg/kg/giin)
(Jingang vd., 2017), MTX (20 mg/kg/hafta) (Jingang vd., 2017), ALA (50
mg/kg/glin) (Maritim vd., 2003) ve bunlarin kombinasyonlar1 da viicut agirlig

diizeyinde i.p enjeksiyonla ratlara verilmistir.
3.4. Fare Testisinin Homojenizasyonu ve Sonifikasyonu

Fareler servikal dislokasyon yontemi ile o6ldiiriildiikten sonra, karin ve gogiis
kisimlart acilip (Sekil 3.3) %0,9’luk NaCl ile kalp perfiizyon islemi yapilmistir
(Sekil 3.4) ve testisler c¢ikarilmistir. Alinan testisler hassas terazide (Ohaus

Adventure Pro AV 264C) tartilmistir.

Sekil 3. 4. Kalp perflizyonu islemi
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Elde edilen testisler, islemlere gegilmeden 6nce 6lgiilen testis hacminin iki kati
kadar 0.25 M’lik siikroz ¢ozeltisi igerisine konulmustur. Etiketlenerek -80°C’lik
derin dondurucuda saklanmistir (Sekil 3.5).

L= ' d 1

sl

a4

Sekil 3. 5. Siikroz igerisindeki testis dokulari

Derin dondurucudan ¢ikarilan testisler +4°C’de ¢6ziilmeye birakilmistir. Doku
ornekleri ¢oziildiikten sonra hassas terazide tartilarak agirliklar1 belirlenmistir.
Plastik tiip icerisine alinan doku orneklerine 1/10 (w/v) oraninda soguk fosfat
tamponu (0,1 M pH:7,4) ¢ozeltisi eklenmistir. Sonra doku 6rnekleri buz igerisindeki

plastik tiipte fosfat tamponu i¢inde ince ince dogranmuistir.

Doku ornekleri, Ultra-Turrax T.25 tipi homojenizatdérde 20 sn siire 10 sn
aralikla 8000 rpm de 3 kere homojenize edilmistir. Orneklerin iginde bulundugu cam
sise buz kabina alinarak, ultrasonikasyon aletinde (Sonics vibracell vex 130) 20 sn
stire 10 sn araliklarla 6 kere %25 amplitut da homejenizasyonu yapilmistir ( Bu

islemlerin hepsi buzlu ortamlarda ger¢eklesmistir).
3.5. Fare Testisinin Santrifigasyonu

Elde edilen homojenatlar ependorflara aktarilmis ve +4 °C’de 15.000 rpm’de
15dk santrifiij (Kubota Centrifuges 3500) edilerek enzim aktivitesi Ol¢limleri igin
siipernatantlarr ayrilarak etiketli ependorflara konulmustur. Olgiim yapilana kadar

siipernatantlar -80° C’de saklanmustir.
3.6. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

SOD aktivitesi Mc Cord ve Fridovich (1969)’ in spektrofotometrik metodu ve
Flohe ve Otting'in (1984) metodu ile belirlenmistir.
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A ¢ozeltisi:

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

B cozeltisi:

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

Yontem:

—Spektrofotometre (Jenway 6105 UV/VIS.) tiipiine 3ml distile su konuldu.
Kor (curve tiip) olarak kullanildi. Alet kor tiipe karst sifirlandi.

—3 ml'lik kiivete 2.9 ml A ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra 25 pl 6rnek konuldu.
—Reaksiyon 75 pl B ¢ozeltisinin eklenmesiyle baslatildi.

—Hizli bir sekilde karistirilip 550nm'de 2dk. 30sn araliklarla absorbans

degisimi kore kars1 okundu.

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

boyunca 30 sn aralikla okundu.
—Ornekleri degerlendirme islemi kontrol tiipiine gore yapildi.

—XKalibrasyon grafigi ¢izmek i¢in belli konsantrasyondaki (5x10-7 M) SOD
cozeltisinin 5 pl, 10 pl ve 15 pl'deki bilinen degerlerine karsilik elde edilen %
inhibisyon degerleri grafige ge¢irildi. Bu islem i¢in saf SOD enzimi kullanildi.

AOD Konulan érnek
% Inhibisyon = x 100
AOD Blank

Formiilii ile hesaplamalar yapildi (AOD=Optik Dansite).

SOD'un bir iinitesi Xanthine/Xanthine Oksidaz sistemi tarafindan meydana
getirilen siiperoksit anyonu ile Sitokrom c'nin rediiksyonunun inhibisyonun %50'si
icin gerekli enzimin miktar1 olarak belirlenir. 550 nm'de spektrofotometrik olarak

izlenir.
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3.7. Mitokondriyal Siiperoksit Dismutaz (MnSOD) Aktivite Tayini

MnSOD aktivitesi Mc Cord ve Fridovich (1969)’in spektrofotometrik metodu
ve Flohe ve Otting'in (1984) metodu ile belirlendi.

A ¢ozeltisi:

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

B cozeltisi:

Taze bir sekilde hazirlanan ksantin oksidazin 0.ImM EDTA'daki ¢6zeltisi 0.2
U/ml.

-NaCN’in distile su i¢indeki SMm’ lik ¢6zeltisi hazirlandi.
Yontem:

—Spektrofotometre (Jenway 6105 UV/VIS.) tiipiine 3ml distile su konuldu. Ve
kor (curve tlip) olarak kullanildi. Alet kor tlipe karst sifirlandi.

—3 ml'lik kiivete 2.9 ml A ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra 25 pl dmek konuldu.
—Reaksiyon 75 pl B ¢ozeltisinin eklenmesiyle baslatildi.

—Hizli bir sekilde karistirllip 550nm'de 2dk. 30sn araliklarla absorbans

degisimi kore karsi okundu.

—Kontrol tiipii i¢in 6rnek yerine 25 pl distile su eklendi ve kore karsi 2 dk.

boyunca 30 sn aralikla okundu.
—Ornekleri degerlendirme islemi kontrol tiipiine gére yapildi.

—XKalibrasyon grafigi ¢izmek i¢in belli konsantrasyondaki (5x10-7 M) SOD
cozeltisinin 5 pl, 10 pl ve 15 pl'deki bilinen degerlerine karsilik elde edilen %
inhibisyon degerleri grafige gecirildi. Bu islem icin siyanid ile inkiibasyona

birakilmis olan saf SOD enzimi kullanildi.

AOD Konulan érnek
% Inhibisyon = x 100
AOD Blank

Formiilii ile hesaplamalar yapildi (AOD=Optik Dansite).
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MnSOD'un bir {initesi Xanthine/Xanthine Oksidaz sistemi tarafindan meydana
getirilen siliperoksit anyonu ile sitokrom c'nin rediiksyonunun inhibisyonun %50'si
icin gerekli enzimin miktar1 olarak belirlenir. 550 nm'de spektrofotometrik olarak

izlenir.
3.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz icin SPSS programi kullanildi. Analizlerde normallik
varsayimi saglanmadigindan dolay1 bir yonlii varyans analizinin parametrik olmayan
karsilig1 olan Kruskal Wallis testi yapildi. SOD ve MnSOD 6l¢iim sonuglarinin 10°
kat1 alindiktan sonra istatistiksel analiz yapildi. Grafikler Microsoft Excel

programinda hazirlandu.
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4. BULGULAR

4.1. Sitozolik Siiperoksit Dismutaz Aktivite Degisimi

Kontrol grubu ve deney gruplarinda, ALA’min sitozolik SOD enzimi
aktivite degerleri karsilastirllmistir. ALA enjeksiyonunu izleyen 3., 5. ve 7.
giinlerdeki aktivite degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda kontrole gore artan
aktivasyon gozlenmistir. ALA verilen grupta, kontrol grubuna oranla 3.giinde
sitozolik SOD aktivitesi yaklasik %11 diizeyde aktivasyonla baglarken bu
aktivasyonun 5.giinde %25 civarina ulastigi, 7. giinde ise %27 oldugu gozlenmistir
(Sekil 4.1). Bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).

ALA'nin SOD Aktivitesi Uzerine Etkisi

25
20 — a— a—
15
10
5
3. Gln 5. Glin 7. Gln
H Kontrol ® ALA

Sekil 4. 1. ALA verilmis ratlarda sitozolik SOD aktivitesinin zamana bagli
olarak degisimi

Kontrol grubu ve deney gruplarinda, ACT+MTX’in sitozolik SOD enzimi
aktivite degerleri karsilastirllmistir. ACT+MTX enjeksiyonunu izleyen 3. Giinde
SOD aktivitesinde kontrole gore 3 kat artis oldugu gozlenmistir. Aktivitedeki bu artis
Istatistiksel olarak anlamli bulunmustur(p<0.05). Bu aktivasyon 5. giinde azalarak
%53 civarina ulastiktan sonra 7.gliniin sonunda % 48.12 oraninda oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.2). Fakat bu farkhiliklar istatistiksel olarak anlamh
bulunmamustir (p>0.05).
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MTX+ACT'nin SOD Aktivitesi Uzerine Etkisi
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Sekil 4. 2. ACT+MTX verilmis ratlarda sitozolik SOD aktivitesinin zamana bagli olarak degisimi

Kontrol grubu ve deney gruplarinda, ACT+MTX+ALA’ 1n sitozolik SOD
enzimi aktivite degerleri karsilastirilmistir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda,
ACT+MTX+ALA enjeksiyonunu izleyen 3., 5. ve 7. giinlerde kontrole gore giderek
artan aktivasyon gozlenmistir. ACT, MTX ve ALA’nin birlikte enjeksiyonunu
izleyen 3.giinde sitozolik SOD aktivitesi, kontrol grubuna oranla yaklasik %11.70
aktivasyonla baglamistir. Bu aktivasyon giderek artis géstermis ve 5. giinde kontrole
oranla %18.60 aktivasyon gozlemlenirken, 7. giiniin sonunda %31 civarinda
maksimum aktivasyon gostermistir (Sekil 4.3). Fakat bu farkliliklar istatistiksel

olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).
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MTX+ACT+ALA'nin SOD Aktivitesi
Uzerine Etkisi
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Sekil 4. 3. ACT+MTX+ALA verilmis ratlarda sitozolik SOD aktivitesinin zamana bagli olarak
degisimi
4.2. Sitozolik Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinde MTX+ACT {le
MTX+ACT+ALA Gruplarimin Karsilastirilmasi

ACT+MTX ile ACT+MTX+ALA gruplarmmn sitozolik SOD enzimi
aktivite degerleri Kkarsilastirlldiginda; ACT+MTX kombinasyonuna, ALA
eklendiginde 3.giinde %73 oraninda inhibisyon gézlemlenmistir. Fakat bu inhibisyon
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Bu inhibisyon 5.giinde azalarak
%22.40 iken 7.glinde ise %11.80 oraninda inhibisyon gézlemlenmistir (Sekil 4.4).

Bu inhibisyonlar istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0.05).
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MTX+ACT ve MTX+ACT+ALA'nin SOD
Aktivitesi Uzerine Etkisi
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Sekil 4. 4. ACT+MTX ile ACT+MTX+ALA verilmis ratlarda karsilastirilmis sitozolik SOD

aktivitesinin zamana bagli olarak degisimi

GRUPLAR AKTIVITE DEGERLERI | STANDART SAPMA
KONTROL 3.10 1.44
ALA’NIN 3.GUN 1.98 0.58
ALA’NIN 5.GUN 2.22 0.57
ALA’NIN 7.GUN 2.26 0.80
ACT+MTX’IN 3 GUN 7.31 9.62
ACT+MTX’IN 5 GUN 2.73 1.23
ACT+MTX’IN 7 GUN 2.64 1.25
MTX+ACT+ALA’NIN 3. GUN | 1.99 1.29
MTX+ACT+ALA’NIN 5. GUN | 2.12 1.23
MTX+ACT+ALA’NIN 7. GUN | 2.33 1.12

Tablo 4.1. K, ALA, ACT+MTX ve ACT+MTX+ALA’ nin testis dokusunda SOD

degerlerinin aktivite degerleri ve standart sapmalari
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4.3. Mangan Siiperoksit Dismutaz Aktivite Degisimi

Kontrol grubu ve deney gruplarinda, ALA’ nin MnSOD enzimi aktivite
degerleri karsilastirilmistir. Kontrol grubu ile karsilagtinldiginda, ALA
enjeksiyonunu izleyen 3. ve 5.glinlerde aktivasyon; 7. giinde ise aktivasyon
gozlenmistir. Mn-SOD aktivitesinde, ALA’ nin etkisiyle enjeksiyonu izleyen 3.
giinde kontrol grubuna gore yaklasik %88 civarinda bir aktivasyon godzlenmistir.
5.gliniin sonunda bu aktivasyon azalma gostererek %83.20 iken, 7. giliniin sonunda
ise bu aktivasyon kontrol grubuna gore %75 civarinda aktivasyon gozlenmistir (Sekil
4.5). ALA verilen grupta, kontrol grubuna gore tiim saatlerde olduk¢a yiiksek
aktivasyon olmasma ragmen, bu aktivasyonlar istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir (p>0.05).

ALA'nin MnSOD Aktivitesi Uzerine Etkisi
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m Kontrol 1 ALA

Sekil 4. 5. ALA verilmis ratlarda MnSOD aktivitesinin zamana bagli olarak degisimi

Kontrol grubu ve deney gruplarinda, ACT+HMTX’ in MnSOD enzimi
aktivite degerleri karsilastirilmistir. ACT+MTX’ enjeksiyonunu izleyen 3., 5. ve
7. glinlerdeki aktivite degerleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda kontrole gore
aktivasyon gozlenmistir. ACT ve MTX etkisiyle MnSOD aktivitesi, enjeksiyonu
takiben 3.glinde kontrol grubuna gore % 91 gibi bir aktivasyon diizeyinde
gozlenmistir. 5.glinlin sonunda yiikselerek kontrol grubuna gore %100 oraninda
maksimum aktivasyon gerceklesmis, 7.glinlin sonunda ise bu aktivasyon kontrol
grubuna gore %90 diizeyine gerilemistir (Sekil 4.6) . Bu aktivasyonlar istatistiksel

olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).
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MTX+ACT'in MnSOD Aktivitesi Uzerine
Etkisi
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Sekil 4. 6. ACT+MTX verilmis ratlarda MnSOD aktivitesinin zamana bagli olarak degisimi

Kontrol grubu ve deney gruplarinda, ACT+-MTX+ALA’ mn MnSOD
enzimi aktivite degerleri karsilastirilmistir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda,
ACT+MTX+ALA enjeksiyonunu izleyen 3., 5. ve 7. giinlerde kontrole gore
aktivasyon go6zlenmistir. MnSOD aktivitesi, ACT, MTX ve ALA’ nimn birlikte
enjeksiyonunu izleyen 3. giinde kontrole gore yaklasik %87 oranda aktivasyonla
baslamistir. Bu aktivasyon 5.giiniin sonunda azalarak %83 diizeyinde gozlenmistir.
7.giiniin sonunda ise aktivasyon kontrole oranla %86 oraninda gdzlemlenmistir.

(Sekil 4.7). Bu aktivasyonlar istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0.05).

MTX+ACT+ALA'in MnSOD Aktivtesi Uzerine

Etkisi
50
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10 | A <.
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i Kontrol MTX+ACT+ALA

Sekil 4. 7. ACT+MTX+ALA verilmis ratlarda MnSOD aktivitesinin zamana bagli olarak degisimi
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4.4. Mangan Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinde MTX+ACT ile
MTX+ACT+ALA Gruplarinin Karsilastirilmasi

ACT+MTX ile ACT+MTX+ALA gruplarinin MnSOD enzimi aktivite
degerleri karsilastirlldiginda; ACT+MTX kombinasyonuna, ALA eklendiginde
3.glinde %28.70 oraninda inhibisyon gozlemlenmistir.Istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0.05). Bu inhibisyon 5.giinde azalarak %13.22 iken 7.giinde ise
%32 civarinda inhibisyon gozlemlenmistir (Sekil 4.8). Bu farklar istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir (p>0.05).

MTX+ACT ve MTX+ACT+ALA'in
MnSOD Aktivitesi Uzerine Etkisi

80

- ..I‘l

20

3. GUn 5. Giln 7. Gun

MTX+ACT MTX+ACT+ALA

Sekil 4. 8. ACT+MTX ile ACT+MTX+ALA verilmis ratlarda karsilastirilmis MnSOD aktivitesinin

zamana bagl olarak degisimi

GRUPLAR AKTIVITE DEGERLERI | STANDART SAPMA
KONTROL 0.13 0.07
ALA’NIN 3.GUN 3.97 3.40
ALA’NIN 5.GUN 2.74 2.20
ALA’NIN 7.GUN 1.90 2.08
ACT+MTX’IN 3 GUN 5.34 2.77
ACT+MTX’IN 5 GUN 3.22 3.48
ACT+MTX’IN 7 GUN 4.88 3.70
MTX+ACT+ALA’NIN 3. GUN | 4.75 2.14
MTX+ACT+ALA’NIN 5. GUN | 2.79 3.13
MTX+ACT+ALA’NIN 7. GUN | 3.32 2.42

Tablo 4.2. K, ALA, ACT+MTX ve ACT+MTX+ALA’ nin testis dokusunda MnSOD

degerlerinin aktivite degerleri ve standart sapmalari
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5. TARTISMA

Giliniimiizde kanser 6liime sebep olabilen bir hastaliktir. Kanser tedavisi i¢in
gecmisten giiniimiize birgok ¢alisma yapilmistir. Kanser tedavisi i¢in halen ¢esitli
klinik arastirmalar devam etmektedir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar ise ¢esitli
yan etkilere neden olabilmektedir Bu ilaglarin yan etkilerini 6nleme veya azaltmak

i¢in ¢esitli antioksidanlar ile ¢alismalar denenmistir.

MTX, bir folik asit antimetabolitidir. Losemi ve diger malignitelerde
kemoterapotik bir ajan olarak, diisiik dozlarda da psoriazis ve romatoid artrit gibi
inflamasyon hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Feagan vd.,
2004; Jahovic ,2004). MTX gibi kemoterapotik ilaglarin hiicreler {izerine sitotoksik
etkisi bu hiicreler igin se¢ici olmamasi nedeniyle ¢ogalma hiz1 yiiksek olan kemik
iligi, intestinal mukoza, kil kokleri gibi saglikli dokularda da toksisite
gozlenebilmektedir. Bunun yaninda antikanser ilaglar gonadlar tizerine de etkilidir

(Vardi vd., 2010).

Yapilan ¢alismalarda MTX’in oksidatif hasar yoluyla veya dogrudan toksisite
gostererek testikiiler hasara neden oldugu ve lireme sistemi {izerine olumsuz etkilere
neden oldugu goriilmistiir. Farelerde yapilan calismada MTX uygulamas: ile
seminifer tiibiillerde atrofiyle beraber vakualizasyon, hiicresel deskuamasyon ve

yapisal farkliliklar gézlenmistir (Oktar, 2010)

ACT, hiicrenin proliferasyon ve farklilagmasini diizenleyen bir vitamin A
anologu ve monoaromatik retinoittir (Lee ve Koo, 2005). ACT, sedef hastaligi,
hiperkeratotik ve enflamatuar cilt hastaliklar, ve non-melanom cilt kanserleri dahil
olmak {iizere dermatozlar tedavisinde Onemli bir yer almaktadir (Pilkington ve
Brogden, 1992; Dunn vd., 2011). Hipertrigliseridemi (Pilkington ve Brogden, 1992),
agiz, burun ve mukoz kuruluk, burun kanamasi, eritem, kasinti, dermatit, sa¢c ve
tirnak seyrelmesi (Borghui vd., 2015), hepatoksisite (Katz vd., 1999), transaminit
(Roenigk vd., 1998), pankreatit (Pilkington ve Brogden, 1992) ve epifiz plagi
dejenerasyonu (Onder, 2014) gibi yan etkilerine neden olan ACT, kullanim1 sirasinda

dikkatli olunmasi onerilmektedir.

Serbest radikaller genellikle kararsiz ve yiiksek oranda reaktiflerdir (L1 ve ark.,
2015; Yoshikawa ve Naito, 2002). Oksidatif stres antioksidan enzim sistemlerinin

etkinliginin azalmasi ve fazla miktarda ROS f{iretilmesi sonucu meydana gelir.
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Stiperoksit dismutaz enzim sistemi, siiperoksit anyonunun H, O, ve molekiiler
oksijene ayrismasini katalize eder ve ilk savunma hattin1 olusturan en Onemli
antioksidan enzimdir (Jung, 2014). Serbest radikaller, hiicre hasarina ve homeostatik
bozulmaya yol agan onemli makromolekiillere saldirir. Lipitler, niikleik asitler ve
proteinler ana hedeflerdir. Serbest radikaller ve diger aktif oksijen tiirleri, canh
organizmalarda normal metabolik faaliyetler veya X 1sinlari, ozon, sigara, hava
kirleticiler ve endiistriyel kimyasallara maruz kalma gibi dis etkenler sonucu olusur.
Serbest radikaller, hiicrelerde hem enzimatik hem de enzimatik olmayan reaksiyonlar
sonucu meydana gelebilir. Enzimatik reaksiyonlar araciligiyla solunum zincirinde,
fagositozda, prostaglandin (PG) sentezinde ve sitokrom P-450 sisteminde olusurken,
oksijenin organik bilesiklere ve iyonlastirici radyasyonlara maruz kalmasiyla
baslatilan enzimatik olmayan reaksiyonlar sonucunda da ortaya cikabilirler (Bagchi

ve Puri, 1998).

ALA, suda ve yagda c¢ozlinebilen bir antioksidandir. Serbest oksijen,
stiperoksit, peroksit ve hidroksil radikalleri, hipoklorit ve peroksinitrit gibi serbest

radikalleri nétralize eder (Karaca, 2007).

Lipoik asit’in sahip oldugu antioksidan etkilerinin yaninda diger
antioksidanlar1 yenileyici ve hiicre i¢i diizeylerini artirici etkileri de vardir. Ciinkii bir
antioksiadan serbest radikali notralize edince antioksidan 6zelligini kaybeder. Ancak
bagka bir antioksidan yardimi ile yenilenebilir. Lipoik asit de glutatyon, GSH,
vitamin C, E ve mitokondriyal antioksidan koenzim Q10 (ubikinon) gibi bir ¢ok iyi
bilinen antioksidani radikal veya okside formlarini indirgeyerek yenileyebilir (Roy

ve Packer, 1998).

Klinikte lipoik asit, diyabetik noropati i¢in endikasyon almis olmakla birlikte
Lipoik asit takviyesi insanlarda ¢esitli hastaliklarda denenmektedir (Abdul ve Hager,
2007). Bunlar arasinda diyabette kan sekerinin diisiiriilmesi, damar hastaliklari,
metabolik sendrom, multipl skleroz, Alzheimer, demans sayilabilir (Abdul ve
Butterfield, 2007; Pershadsingh, 2007; Salinthone vd., 2008; Karaca, 2007). Yapilan
hayvan c¢alismalarinda ise iskemi-reperfiizyon hasari, katarakt olusumu,
norodejenerasyon, yaslanma, kolit, radyasyon hasar1 ve cesitli ila¢ (adriamisin,
siklofosfamid, siklosporin A) toksisitelerine karsit yararli oldugu gosterilmistir

(Glantzounis vd., 2006).
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Yapmis oldugumuz c¢alismamizda, ACT ve MTX etken maddelerinin ve
ALA’nin rat testis dokusunda sitozolik SOD ve MnSOD aktivitelerine etkileri
arastirilmistir. Bunun icin kontrol (K), ALA, ACT+MTX ve ACT+MTX+ALA
olmak iizere 4 grup olusturulmustur. Bunlarin 3., 5. ve 7. giinlerdeki antioksidan
savunma sistemi enzimleri olan SOD ve MnSOD aktiviteleri spektrofotometrik

olarak incelenmistir.

Deney gruplarmin sitozolik SOD aktivite degerleri karsilastirildiginda sadece
ALA verilen grupta, enjeksiyonu izleyen 3.giinde sitozolik SOD degeri K grubuna
gore aktivasyon ile baslamistir. Bu aktivasyon 5.glinde ve 7. giinde giderek artis
gostermistir.  ALA’ya maruz kalma siiresi uzadik¢a testis dokusunda SOD

aktivitesinin indiiklendigi gozlenmistir.

ACT+MTX uygulanan grupta ise 3.glinde sitozolik SOD aktivitesinde K’ya
gore 3 kat fazla aktivasyon gozlemlenmistir. 5.glinde ve 7. giinde aktivasyon
degerinde diisiis gozlemlenmistir. ACT+MTX+ALA uygulanan grupta ise K’ya gore
sitozolik SOD enzimi aktivite degerleri giderek yiikselen bir aktivasyon gostermis. K
grubu ve deney gruplarmin = sitozolik SOD enzimi aktivite degerleri
karsilagtirildiginda K grubuna gore deney gruplarinin tiimiinde sitozolik SOD enzim

aktivitesinde aktivasyon gozlenmistir.

ACT+MTX gruplari ile ACT+MTX+ALA gruplarinin sitozolik SOD aktivite
degerleri karsilagtirildiginda ise, ACT+MTX kombinasyonuna ALA eklendigi zaman
3.giinde %73 oraninda inhibisyon gozlemlenmistir. Bu inhibisyonun 5.gilinde
%22.40, 7. glinde ise %11.80 civarlarinda oldugu ve giderek azaldigir gézlenmistir.
ACT+MTX kombinasyonunun neden oldugu SOD aktivite artis1 bu kombinasyona
ALA’in eklenmesiyle diigiise gegmistir. ALA’in eklenmesiyle gézlenen aktiviteki

azalmanin ALA’in radikal siipiiriicii 6zelliginden kaynaklandig: diistintilmektedir.

Deney gruplarinin MnSOD aktivite degerleri karsilastirildiginda sadece ALA
verilen grupta, K’ya gore aktivasyon gozlemlenmistir. Bu aktivasyon 3.glinde
maksimum bir deger gdsterirken 5. ve 7. giinde diisiis gostermistir. Sonug¢ olarak
ALA, MnSOD aktivitesinde de artiga neden olmustur. Fakat SOD aktivitesi gilinlere
gore giderek artarken MnSOD aktivitesi giderek azalmistir. Calismamizdan elde
edilen bu sonuglar Tetikgok ve ark. (2015),’nin ALA’nin SOD ve CAT enzim
aktivitelerini arttirdigini belirttigi caligmalari ile uyum saglamaktadir. ACT+MTX
uygulanan grupta ise MnSOD degeri, K grubuna gore tiim gilinlerde aktivasyon
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gostermis olup bu aktivasyon 5.giinde maksimum bir deger gosterirken,7 .giinde
diisiis gozlemlenmistir. K grubuna gore ACT+MTX+ALA grubunun MnSOD enzimi

aktivite degerlerinde tiim gilinlerde aktivasyon gézlenmistir.

ACT+MTX grubu ile ACT+MTX+ALA grubu MnSOD enzim aktivite
degerleri karsilastirildiginda ACT+MTX+ALA grubunda tiim giinlerde inhibisyon
gozlemlenmistir. ACT+MTX kombinasyonuna ALA’nin eklenmesiyle MnSOD
aktivitelerinde inhibisyon gdzlenmesi ALA’nin antioksidan davranig1 ile
iligkilendirilebilir.

Dagguli ve ark. (2014), MTX uygulamasina bagl testis hasarinin gelismesinde

oksidatif stresin (TOS, OSI ve MDA seviyelerinin artmasit) dnemini belirtmislerdir

Yulug ve ark. (2013), MTX kullaniminin Johnson'in testis biyopsi skorunu
(JTBS) anlamlhi sekilde diistirdiigii, apoptotik indeksi ise testis ve epididimde
arttirdigin1 vurgulamislardir. Diger bir ¢alismada seminifer tiibiil epitelinin incelmesi
ve spermatogonial hiicrelerde azalma gibi histopatolojik bulgulara ek olarak elektron

mikroskobik bulgularda da benzer hasarlar tespit edilmistir

Safaei vd (2017) yaptiklar ¢calisma ile MTX’in CAT, GPx ve SOD aktivitesini
kontrol grubuna gore anlamli olarak azalttigini ve gallik asit ile muamelesi
sonucunda MTX'in neden oldugu CAT, GPx ve SOD aktivitesinin azalmasinin

onemli 6l¢gtide inhibe oldugunu gostermislerdir.

Maremanda ve ark. (2017), MTX ile tedavi edilen siganlarin testislerinde
tiibiiler atrofi ve tunel pozitif hiicre sayisinin arttigin1 (germ hiicrelerde DNA hasart)
gostermislerdir. Yine ayni ¢alismada MTX verilen grupta apoptoz belirtegleri olan

Bax protein miktarinin arttigi, Bcl-2’nin (antiapoptoz) ise azaldig: belirtilmistir.

Bagka bir ¢alismada sicanlarda MTX uygulamasina bagl olarak interlokin-6
(IL-6), timor nekroz faktorii alfa (TNF-a), interferon-gamma (IFN-y), iireme
hormonlar1 (FSH, LH ve testosteron) ve antioksidanlarin (GST, SOD ve CAT) serum
seviyelerinde azalma oldugunu belirtmislerdir (Saad vd., 2018).

Ayrica Saad ve ark. (2018), MTX grubundaki sicanlarda GST, SOD,
steroidojenez 1iliskili genler, IFN-y, Bcl-2 ve NFKB'nin mRNA ekspresyonunun
azaldigini, BAX ekspresyonu ve caspase-9’un immiinoreaktivitesinin arttigini

gostermislerdir.
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Yine Fatemeh ve ark. (2016) farelerde MTX’in neden oldugu germ hiicre
apoptozisine karsi timokinonun koruyucu etkilerinin incelendigi ¢alismada MTX
grubunda germ hiicre dejenerasyonunda ve apoptotik indekste anlamli bir artis
oldugunu bildirmislerdir (Fatemeh vd., 2016). Bunlara ek olarak p53, kaspaz-8,
kaspaz-3, kaspaz-9, Bax, Bax/Bcl-2 oraninin mRNA ifadesinde anlamli bir artis
oldugunu fakat Bcl-2 ifadesinde bir azalma oldugunu ifade etmislerdir (Fatemeh vd.,
2016).

MTX’in hasarladig: testis dokusunda resveratroliin etkilerini degerlendirdikleri
calismada Yulug ve ark. (2013), MTX uygulanan grupta SOD ve CAT enzim
diizeylerinin azalmig oldugunu bildirdiler. Vardi ve ark. (2010) da MTX’in sigan
karacigerinde SOD, CAT ve Glutatyon peroksidaz (GSHPx) enzim diizeylerinin

azaldigini gozlemlediler.

Yapilan ¢alismalarda MTX’in ¢esitli dokularda SOD, CAT, GPx gibi
enzimlerin aktivitelerinde inibisyona neden oldugu gozlenirken c¢alismamiz
sonuglarina gore testis dokusunda MTX+ACT kombinasyonunun SOD ve MnSOD

aktivitelerini artirdig1 gézlenmistir.

Asci1 (2010) yaptig1 calismada bobrek dokusunda kontrole gére MTX’in MDA
diizeyini arttirdigi, CAT ve SOD aktivitelerinde inhibisyon meydana getirdigini
gbzlemlemistir. Buna karsin Misoprostol’iin MDA diizeyini anlamli olarak azalttigi,

CAT ve SOD aktivitelerini ise normal seviyeye ulastirdigini bildirmistir.

Selvakumar ve ark. (2006), yaptiklar1 ¢calismada Siklofosfamid ile olusturulan
testis hasarinda Alfa Lipoik Asit’in koruyucu etkinligini biyokimysal olarak
incelediklerinde, GPX degerlerinde azalis ve GSH degerlerinde ise kontrol grubuna

gore artis oldugunu belirtmislerdir.

Lebda ve ark. (2018), vyaptiklar1 ¢alismada Akrilamid ile olusturulan testis
hasarina ALA’nin etkinligini biyokimyasal olarak incelediklerinde, MDA degerinin
kontrol grubuna gore Lipoik Asit grubunda azaldigini, GSH ve GPx degerlerinin ise

kontrol grubuna goére Lipoik Asit grubunda arttigini belirtmislerdir.

Lowenthal vd (2008), ACT ve MTX’in es zamanli kullanimi hakkinda
yaptiklart bir ¢alismada ayn1 anda MTX ve ACT alan psoriasisli 18 hastanin klinik
verilerini gozden gecirmislerdir. Hastalara gilinde bir kez veya alternatif giinlerde bir

kez 25 mg ACT ve haftalik olarak 7.5 ila 25 mg MTX uygulanmistir. Bu hasta
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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 ile MTX ile kombin edilebilegi

sonucuna varmislardir.

Calismamizdan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde MTX+ALA verilen
grup ile MTX+ACT+ALA verilen grup karsilagtirldiginda MTX+ACT
kombinasyonuna ALA eklenmesiyle hem SOD hem de MnSOD aktivitesinde azalma
oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte tiim deney gruplart kontrol grubu ile
karsilastirildiginda yine hem SOD hem de MnSOD aktivitesinin kontrole gore

istatistiksel olarak anlamli olmasa da 6nemli derecede yiiksek oldugu gozlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismadan elde edilen sonuglara gore ALA verilen grupta hem SOD hem de
MnSOD enzim aktivilerinde K grubuna goére aktivasyon oldugu gozlenmistir.
ACT+MTX verilen grup ile ACT+MTX+ALA verilen grup karsilastirildiginda ise
ACT+MTC+ALA verilen gruptaki SOD ve MnSOD aktivitelerinde ACT+MTX
verilen gruba gore inhibisyon oldugu goézlenmistir. Bu gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmamis olsa da ACT+MTX kombinasyonuna
ALA’nin eklenmesiyle SOD ve MnSOD aktivitelerinde inhibisyon gozlenmesi

ALA’nin antioksidan davranist ile iligkilendirilebilir.

ALA’nin farkli doz ve siire uygulamalariin yapilacagi ¢calismalar ACT+MTX
kombinasyonuna karsi ALA’nin koruyucu etkisini aciklamaya destek olacak ve

literatiire katkilar saglayacaktir.
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