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OZET

Methotrexate ile Olusturulan Karaciger Hasarima Kars1 Molsidominin

Koruyucu ve Tedavi Edici Etkisinin Ratlarda Arastirilmasi

Amag: Methotrexate (Mtx), bazi malignitelerde antineoplastik, bazi kronik
hastaliklarda immiinsiipresif olarak kullanilmaktadir. Yiiksek doz veya uzun siireli diigiik
dozda kullanim1 sonucu hepatotosik etkiler gosterebilmektedir. Molsidomin (Mol)
vazodilatasyon ve antioksidan etkileri nedeni ile angina basta olmak iizere tedavi edici
olarak kullanilan nitrik oksit dondriidiir. Burada, ratlarda Mtx ile olusturulan hepatotoksik
etkiyi Mol’iin diizeltip diizeltmedigi arastirilmistir.

Materyal ve Metot: Her grupta 8’er tane olmak iizere 40 adet Vistar albino rat
kullanilmastir.

Grup | (Kont grubu), Grup Il (Mol grubu), Grup 1l (Mtx grubu), Grup 1V (Mol-
Mtx grubu), Grup V (Mtx-Mol grubu) seklinde gruplara ayrilmistir. Histopatolojik
bulgular Roening fibrozis derecelendirmesi, BCL-2 i¢in semikantitatif derecelendirme
kullanildi.

Bulgular: Mol ve Mtx grubundaki histomorfolojik bulgular benzer olup, hafif
artmis safra duktus proliferasyonu, orta derecede kronik inflamasyon, hepatositlerde
perisantral daha belirginlesen dagimik vakuoler dejenerasyon izlendi. Fibrozis ve yagh
degisiklik yoktu. Mol-Mtx grubunda diger ii¢ gruba gore inflamasyonda azalma saptandi
(skor 1). Mtx grubunda BCL-2 antikoru ile skor 2 boyanma goriildii. Mol-Mtx grubunda
BCL-2 antikoru ile boyanmada azalma izlendi. AST ve ALT diizeylerinde artis olmayip
gruplar arasinda da anlamli farklilik saptanmadi. GSH, Mol ile Mtx gruplari arasinda ve
Mol-Mtx ile Mtx gruplart arasinda farklilik, istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.001). MDA, Kont grubu ile Mol grubu ve Kontgrubu ile Mtx grubu arasinda
istatistiksel anlamlilik mevcuttu (p<0.001). SOD, biitiin gruplardaMtx grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli izlendi (p<0.001).

Sonu¢: Yiksek doz Mtx kullaniminda yaglanma, fibrozis izlenmemis olup
transaminaz seviyeleri de normal kalmistir. Mtx ile olusan histopatolojik hepatotoksisite
bulgular1, histopatolojik olarak ve MDA, SOD, KAT enzim diizeylerinde Mol ile azalma
gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, molsidomin, hepatik fibrozis, karaciger
toksisitesi.
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ABSTRACT

Investigating the Protective and Therapeutic Effect of Molsidomine on
Methotrexate Induced Liver Damage in Rat

Aim: Methotrexate (Mtx) is used as antineoplastics in some malignancies, and as
Immunosuppressive in some chronic diseases. High doses or long-term low doses usage
may cause hepatotoxic effects. Molsidomine (Mol) is a nitric oxide donor used as a
therapeutic agent mainly for angina due to vasodilation and antioxidant effects. Herein, it
was investigated whether Mol could improved the Mtx-induced hepatotoxic effect in rats
or not.

Material and method: Forty vistar albino rats were used for the study. Rats
weredivided into fivegroupsof 8 animals: Group I (control group), Group Il (Mol group),
Group 1 (Mtx group), Group 1V (Mol-Mtx group), Group V (Mtx-Mol group). Roening
fibrosis grading for histopathological findings and semiquantitative grading for BCL-2
were used.

Results: The histomorphological findings in the Mol and Mtx groups were similar.
Slightly increased bile duct proliferation, moderate chronic inflammation, and patchy
vacuolar degeneration which became more pronounced in the pericentral area of
hepatocytes were seen. There wasn’t fibrosis and fatty degeneration. Compared with the
other three groups, a decrease in inflammation was determined in the Mol-Mtx group
(score 1) . Score 2 staining of BCL-2 antibody was observed in the Mtx group. A decrease
in staining with BCL-2 antibody was seen in the Mol-Mtx group. There was no increase
in AST and ALT levels and no significant difference was found between the groups. GSH,
the difference between the groups of Mol and Mtx and between the groups of Mol-Mtx
and Mtx was statistically significant (p<0.001). There was statistical significance
betweencontrol group and Mol group and between control group and Mtx group with
MDA (p<0.001). SOD was statistically significant in all groups according to Mtx group
(p<0.001).

Conclusion: Steatosis and fibrosis were not observed with the use of high-dose
Mtx, and the transaminase levels remained in normal limits. Mol treatment demonstrated
histopathologic improvement in histopathological findings of Mtx-induced
hepatotoxicity and decreased levels of MDA, SOD, KAT enzymes.

Key words: Methotrexate, Molsidomine, hepatic fibrosis, hepatotoxicity.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AICAR : 5-aminoimidizol-4-carboksiamid riboniikleotit
ALL . Akut lenfostik 16semi

ALP : Alkalen fosfataz

ALT : Alanin Aminotransferaz

AST : Aspartat Aminotransferaz.
DHFR : Dihidrofolat reduktaz

DHFR : Dihidrofolat reduktaz

FDA :Food and Drug Administration
GGT : Gama Glutamil Transferaz
GSH > Glutatyon

GSH : Rediikte glutatyonun
GSH-Px - Glutatyon peroksidaz

GSSG : Okside glutatyon

H&E : Hematoksilen-Eozin

HSK : Hepatoseliiler karsinom

i.p . intraperitoneal

THK :Immunohistokimya

INUTF-DEHUM  : inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve

Aragtirma Merkezi

KAT : Katalaz
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1. GIRIS

Methotrexate (Mtx) bir immiinsiippresif ve antineoplastik ajandir. Losemi,
lenfoma, solid tiimor ve romatoid artrit tedavilerinde genis kullanim alanina sahiptir(1,
2). Ayricapsoriyazis, Crohn Hastaligi, juvenil dermatomyozit, lokalskleroderma, vaskiilit
gibi diger bir¢ok hastaligin tedavisinde ve gebeligin tibbi nedenlerle sonlandirilmasi
olmak tizere ¢ok yonlii kullanimi mevcuttur (1-3).

Mtx’in  yiiksek dozlarinda serumda aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST) diizeylerinde artis yaparken kronik inflamatuar ve otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde uzun siireli kullanimina bagli olarak karaciger yaglanmasi,
fibrozis, ve hatta siroza neden olduguna dair bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (1, 3).

Vazodilatasyon etkisini nitrikoksit (NO) donérii olarak yapan Molsidomin (Mol),
bu etkisinden dolayi, kronik anginanin semptomlarinin azaltilmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (4, 5). Ayrica Mol’lin gii¢lii antioksidan etkisinin bulundugunu belirten
calismalarda, muskiiler distrofide satellit hiicrelerin farklilasmasi ve aktivasyonu ile
birlikte tamir 6zelliginin artmasinda etkili oldugu bildirilmistir (5, 6). Bunun yan1 sira
notrofil 16kosit infiltrasyonunu azaltarak tamir edici etkiye de katki saglamaktadir (5).

Bu ¢alisgmada Mtxile olusturulacak hepatotoksisitede Mol’iin koruyucu ve/veya

tedavi edici etkisinin olup olmadig: arastirtlacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger, deriden sonra viicudumuzun en biiylik organidir. Agirligr yaklasik
viicudumuzun 9%2-3’i  kadardir. Karaciger temelde iki lobdan olugmaktadir.
Klasifikasyonu morfolojik anatomik veya fonksiyonel olarak degerlendirilmesine gore
degisiklik gosterir. Abdominal bolgedeki izdiistimiine bakildigindahypochondriaca
dextra ve epigastrik bolgenin biiyiikk bir boliimiinii doldurur ve hypochondriaca
sinistra’ya uzanarak st kisimda lokalize oldugundan gogiis kafesi tarafindan
korunmaktadir (7, 8). Karacigerin konveks {ist yiizii, diyafragma kubbesinin alt yiizliniin
sekline uyar. Ust yiizeyi diyafram ile ¢evrelenmis kalp ve perikardiumdan diyaframin
santral tendonuyla ayrilmistir. Karacigerin anterior ucu ve medial, ventral, ve laterali
Glisson kapsiilii ile kaplidir. Kapsiiliin etrafi ve diger organlara yapistig1 yerler disinda
kalan kapsiilsiiz kisimda koroner ligamentin stiperior ve inferior tabakalari ser6z bir kilif
olan visseral periton ile ¢gevrelenmistir. Bu periton, karacigerin arka ve alt kisminda vena
kava inferiyor ve hepatik venlere yakin bir kismin1 6rtmez. Kaudat lob, sag ve sol da
venakava inferior arasinda uzanan ligamentum venosumile ayrilir ve lasser omentum’a
tutunur (9).

Karaciger orta hat falsiform ligament ile belirginsekildesag ve sol loba ayrilmstir.
Ayrica makroskopik incelmede kaudat ve kuadrat loblar da goriiliir. Daha kullanish ve
onem arzeden karacigerin segmental ayirimi, hepatik arterin dallanmasi, portal ven ve
safra kanali temel alinarak yapilmaktadir. Bu yapilar porta hepatisden karaciger iglerine
dogru takip edildiginde porta hepatisin her bir kolunamezenkimden kdken alan ve ii¢ dala

ayrilan bag dokusunun eslik ettigi goriilecektir (9).
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Sekil 2-1: Karacigerin ligamentleri, sag ve sol loblari ile anatomik goriiniimii (7).

Karacigerin her bir yarisinda bulunan portal venin primer dallar1 iki ana portal
segmente buradanda karaciger i¢ine dogru ilerledik¢e horizontal olarak ayrilmig inferior
ve superior segmentleri beslemek {izere de ikiye ayrildigi goriiliir. Asagida yer verilmis
olan semaya gore karacigerin sekiz segmentinden bahsetmek miimkiindiir. Sayet orta hat
ve venakava inferiorun olugu dorsal ¢ikintida (kaudat lob) sayilirsa dokuz lob olarak

tasnif edilir (9).
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Sekil 2-2: Karaciger loblari (7).

Anterior ve posteriyor yiizeyinden fonksiyonel anatomikkaudal, sag ve sol loblarin
goriiniimii ve lob numaralandirilmasi. Couinaud sistem kullanilarak karaciger; 1-kaudat,
lob sol lobda; 2-medio superior, 3-medio inferior, 4a-latero superior, 4b-latero inferior,
sag lobda; 5-medio inferior, 6-latero inferior, 7-latero superior, 8-medio superior
loblarina ayrilmig halde numaralandirilir (9).

Medialde falsiform ligament ve safra kesesi ¢ukuru arasinda, lateralde venakava

infeiror olugunda uzanan 4b segmenti ayrica kuadrat lob olarakda adlandirilir (8).

Hepatik segmentlerin her biri sahip olduklar1 arter, portal ven, ve lenfatigin
olusturdugu vaskiiler ve safra drenajiyla algilanir. Farkli hepatik segmentler arasi
vaskiiler anastomozlarin 6nemli derecede faydasi olsa da sag ve sol hepatik arterler ya da
portal ven sistem arasinda major intrahepatik vaskiiler baglanti yoktur (9).

Biitiin hepatik arter ve portal ven dallar1 ve hepatik kanallarbirlikte calisir.

Karacigerin segmentlerini beslerken hepatik ven miistakil olarak intersegmental olarak



gorev yapar. Sag, sol ve orta olmak iizere {i¢ biiyiik hepatik ven vardir. Orta ve sol hepatik
ven siklikla baglangigta ortaktir (9).

Karaciger ¢cok damarsal bir organdir ve dinlenme halinde kalbin pompaladig:
kanin diger organlara nazaran %25 daha fazlasini tutar. Benzersiz sekilde hepatik arter ve
portal venden olusan ikili damar sistemi ile ¢ift yonlii besleme saglanir. Karacigeri
besleyen kanin %25-30u hepatik arter yoluyla olurken geriye kalan %75-80’1 portal ven
ile saglanir. Arteriyel ve portal kan karaciger hepatik siniizoitlerinde birbirine karisir ve

kan dolagimina hepatik vendz sistem iizerinden tekrar dondiirtiliir (7).

2.2. Karaciger Mikro Anatomisi

Bir organin fonksiyonel birimi, yapisal agidan en kiigiik ve kendine yetenbagimsiz
olarak organin tiim bilinen islevlerine yardimci olan birimseklinde ifade edilebilir.

Karacigerin yapisal ve fonksiyonel {initesi bir ylizyildan fazla siiredir klasik ve
portal lobiiller olarak tanimlanmig durumdadur. Ilk olarak merkezde bir hepatik venin yer
aldig1 altigen yap1 ve altigen yapimin ii¢ kdsesinde portal alan seklinde klasik lobiil
tanimlanmistir. Hiicre plaklart siniizoidler gibi santral venden lobiiliin periferine dogru
isinsal sekilde uzanirlar (9, 10, 11). Altigenin koselerinde portal triadlarin yer aldigi
gevsek stromal bag dokusu olan portal alanlar yer almaktadir (11). Klasik lobiil tanimi
sahip oldugu yapisal ve metabolik temelde porto-santral gradiyentte vaskiiler akisi, safra
drenajimi ve metabolik isleyisi gosterebilirken lateral veya porto-portal gradiyenti tam

aciklayamaz (10).
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Sekil 2-3: Normal karaciger histolojisi

SV: Santral ven, PA: Portal alan, Oklar: Hepatositler santral venden lobiiliin periferine
dogru 1sinsal sekilde uzanirlar (H&E x100).

Portal alan, hilusdan orjin alan ve karaciger boyunca dallanma paterni gdsteren
kanallardir. Yapisinda safra kanali, hepatik arter, portal ven, lenfatik damarlar, sinir lifleri
ve birka¢ inflamatuvar hiicre bulundurur. Baslica Masson Trikrom (MT) boyama
tekniginde mavi/yesil renge boyanan tip I kollajen igeren bag doku ile desteklenir (12).

Portal lobiil, karacigerin basta safra salgilanmasi olmak {izere ekzokrin
fonksiyonlar1 6ne ¢ikarilarak tanimlanir (11). Portal lobiilde, portal alan merkezde santral
ven ise periferde tanimlanmistir (10). Portal lobiiliin dis kenarlari, portal triada en yakin
li¢ santral ven arasinda gizilen sanal ¢izgilerdir. Boylece {i¢ klasik primer lobiiliin safra
tireten kisimlarini ve iretilen safranin drenajini tanimlar (11).

1954 yilinda Rappaport ve arkadaslari karacigerde mikrosirkiilatuar akis
temelinde karaciger asiniisii tanimlamistir. Bu formiile gore asiniis bir es kenar {iggen
seklindedir. Portal alan bu eskenar ii¢genin tabanini olustur, santral ven ise ii¢genin
tepesine denk gelir ve boylece altigen klasik lobiilde alt1 adet asiniis yer alir (9). Asiniis
en kiiciikk fonksiyonel {initedir ve ii¢ zona ayrilmaktadir (10). Zon 1 portal alam
cevrelerken zon 3 santral veni ¢evreler zon 2 ise bu iki zon arasindadir. Kan akis1 portal
alandan bu ti¢ zonu gegerek santral vene dogru gergeklesir (12). Portal alani gevreleyen
periportal zon glikogenezis ve yag asidi metabolizmasinda yiiksek kapasiteye sahipken
perivendz hepatositler detoksifikasyonda yiiksek kapasiteye sahiptir. Bu baglamda

karaciger fizyolojisi ve metabolizmasinin heterojenite sergiledigi sdylenebilir (9).



Sekil 2-4: Karaciger dokusunun mikroskopik yapisi (12).

Genellikle bir- iki sirali tabaka halinde hepatositlerin sekillendirdigi asinisiin ti¢
zondan olusan yapisi. Zon 1: Peri portal (PP), zon 2: Orta zon (MZ), zon 3:
Sentrolobuler zon (CL). PT: Portal alan, CV: Santral ven (terminal hepatik veniil)
(H&E, x100).

Vaskiiler septum portal venin dagilan tgiinciil kollariin sonlandigi, ¢evresinde
neredeyse bag dokusundan yoksun siniizoidlerden hafif genis yapilardir. Portal venin
terminal kollarin (portal veniil) lobiiller arasinda bir bélme gibi sinir olusturur. Boylece
altigen hepatik parankimay alti-sekiz bolmeye ayirir. Bu iki yapit primer ve sekonder
lobiil olarak da adlandirilir. Her bir primer lobiil portal ve septal zondan olusan ve
vaskiiler septa ile smirlari belirlenmis konik seklinde bir tinitedir. Portal alan orak
seklindedir. En genis yerinden yana dogru ilerledik¢e zayiflayarak diger bir portal alanin

ucuna temas ederek sonlanir (10).



PV ‘_ f, Parenchyma

100,um

Sekil 2-5:Karaciger mikro anatomisi sematik olarak gosterilmesi (10).

(A)PV: Portal venin terminal kollarina ve portal veniillere (septal) dogru iletim yolunu
gostermektedir. 1: Portal ven, 2: Portal ven kollari, 3: Portal (septal) venill. Portal veniiller
parankimanin i¢lerine dogru ilerlerve sinuzoidlerde agiz verir. 4: Siniizoid. Alternatif olarak
inlet siniizod dallarma dogrudan terminal portal venden ulasabilir. 5:Terminal portal ven.
THV: Terminal hepatik ven (santral ven).
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Sekil 2-6: Karaciger mikro anatomisinde safra kanalinin sematik olarak
gosterilmesi (10).

(B) Siniizoidal kanallar yatay olarak, skill zon boyunca ige donmeden Once yatay olarak
yayilir ve sirali siniizoidal kanallar ice dogru doniip konik zon olusturmadan &nce santral
vene dogru yatay olarak uzanirlar. Terminal portal venden siniizoidleri besleyen bir inlet
siniizoidi (inlet veniil) olusur. Safra kanalcig1 terminal safra kanalina, ordan hering kanalina
ve safra kanalikiiline baglanir.



Hepatositlerinnormal histolojik goériiniimii siniizoidlerce ayrilmis tek ya da ikili
kordonlar seklinde dallanmalar gosterir ve portal alan ile sinirlanir (12). Bir hepatosit
hiicresi; biiyiikligii 25-40u poligonal sekilli, eozinofilik sitoplazmali veoval veya
yuvarlak santral yerlesimli ¢ekirdege sahiptir. Hepatosit hiicre zarinin bazolataral kismi
sinlizoidlere bakarken kanalikiiler ylizeyi isesafra kanalikiileri ile komsudur. Lataral
yiizeyde ise 6zel bir baglanti noktasi ile komsu hepatosite tutunur (12). Hepatositlerin
sahip oldugu iki yiizey; dogrudan madde transferi yapabilen siniizoidal yiizey ile
kanalikiiler ylizey kiyaslandiginda oldukg¢a biiyiik bir polarizasyon gosterir (9). Hepatosit
sitoplazmas1 endoplazmik retikulum ve glikojence zengindir. Rutin caligmalarda
hepatositlerde bulunan glikojen periodic acid-Schiff boyama metodu ile gosterilir (12).

Sintizoidler; portal alandan hepatik veniile dogru kan akisinin gerceklestigi
kanallardir. Endotelyal ve kupffer hiicreleri ile astarlanmiglardir. Kupffer hiicreleri
Ozellesmis  makrofajlardir. ~ Sitoplazmik  uzantilarn1  makrofaj  fonksiyonunu
gerceklestirmelerini saglayacak sekilde diizensiz yapidadirlar. Bu hiicreler retiikiilinden
bir tabaka iizerinde konuglanirlar. Endotelyal tabaka ise gozenekli yapisi ile kan ve
hepatositler arasinda madde alisverisine izin verir. Siniizoid astar1 endotel ya da kupffer
hiicreleri ile temas halindeki pit hiicreleri ile iliskidedir (12). Pit hiicreleri karacigere 6zgii
natural killer (NK) hiicreleridir ve endotel, kupffer ve yag depo hiicreleri ile karaciger
siniizoidlerinde bulunan hiicre grubu i¢inde yer alirlar (13).

Disse mesafesi kan ve hepatositlerin madde degisiminde rol oynayan, hepatositler
ile endoteller arasinda mikro ¢evre olusturan araliktir. Bu aralik retikiiler ¢erceve ve
stellat hiicrelerinin sekillendirdigi plazma ve bag dokusu igerir. Stellat hiicreleri
myofibroblast ailesinin bir iyesidir ve vitamin A depolanmasinda, fibrogenezis ve
sintizoidal kan akisinin Kontroliinde 6nemli rol oynar (12).

Intrahepatik biliyer sistem safra kanalikiilikomsu hepatositler arasinda ilerleyen
intraparankimal, poligonal bir ag formundadir. Portal alan ara yiiziindekanalikiil kismen
kolanjiyosit kismende hepatositlerden olusan hearing kanalina dokiiliir. Hearing kanallar1
safra duktusuna agilir. Periportal alandaki duktuslar interlobiiler safra kanalina katilir ve

daha biiyiik safra duktuslari intrahepatik safra kanali ile anastomoz yaparlar (10).
2.3. Methotrexate

2.3.1. Methotrexate Nedir?
Mtx bir immiinsuppresif ve antineoplastik ajandir. Losemi, lenfoma, solid tiimor

ve romatoid artrit tedavilerinde genis bir kullanim alanina sahiptir (1, 3). 1940’11 yillarda
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bir grup bilim adamu folik asidin kanser {izerine olan etkilerini arastirilmaya baslamistir.
1947 yilinda Subbarrao tarafindan bulunan ve folik asidin analogu olan aminopterinin,
cocuklarda lenfoblastik 16semiyi tedavi edebilecegini géstermistir. Bilim adamlari; folik
asit anologlar1 {izerine yaptiklar1 ¢alismalari, 16semide folik asit desteginin durumu
katiilestirebilecegi ve folik asit anologlarinin folik asit diizeyini diisiirerek tedavi edici

etkisi olacagi temelinde devam ettirdiler (1, 3).

2.3.2. Methotrexate’in Gelisimi

1950’1l wyillarin sonunda Sidney Farber ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismalarla toleransi daha iyi ve daha az toksik olan Mtxgelistirilerek aminopterinin
yerini almistir (1, 3). 1956 yilinda preklinik ve klinik caligmalarin ilk sonuglari
yayinlandiginda Mtx’in tedavi edici etkisinin aminopterin’den daha iyi oldugunu
gostermistir. Mtx’in gelistirilmesinden itibaren kullanimi diger bir¢ok kanser tiirlerinde
ve birgok hastalikta tek veya baska ilaclarla kombine edilerek tedavide kullanimi
geliserek artmistir (1).

1950’lerde akut 16semi tedavisinde kullanilmaya baslayan Mtx, yine ayn yillarda
solid tiimorlerin tedavisinde, 1960’larda psoriatik lezyonlarin ve koryokarsinom’un
tedavilerinde kullanim alani bulmustur. MtX’in diisiik doz kullaniminin romatoid artrit
tizerine etkileri ilk kez 1951 yilinda yayimlanmis olmasina ragmen 1980’lere kadar
kontrollii caligmalara ait bulgularin yayimlandigi goriilmiistiir (2). 1970°1i yillarda kanser
dis1 etkileri tizerine yapilan ¢alismalarin genislemesi, Mtx ile romatoid artrit arasindaki
iligkiye ait ¢aligmalar nihayet 1988 yilinda tamamlanabilmistir. Mtx, 1988 ve 2002
yillarinda sirasiyla romatoid artrit ve Crohn Hastaligi tedavisinde Food and Drug

Administration (FDA) onay1 almustir (2, 3).

2.3.3. Tedavide Kullanim Alanlari

Doz rejimleri gesitlilik gostermekle beraber genelleme yapmak gerekirse; kisa
stireli yiiksek doz kanser tedavisinde uygulanirken, otoimmiin ve inflamatuar
hastaliklarda ise 10-25 mg/m2/hafta gibi uzun siireli disiik doz kullanimi
uygulanmaktadir (3, 14). Losemi, lenfoma, solid tiimérler gibi gesitli malignitelerin
tedavisi yani sira, psoriyazis, Crohn hastaligi, juvenil dermatomyozit, lokal skleroderma,
vaskiilit gibi diger bir¢cok hastaligin tedavisinde ve gebeligin tibbi nedenlerle

sonlandirilmasi olmak {izere ¢ok yonlii kullanim1 mevcuttur (1-3, 14).
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2.3.4. Etki Mekanizmasi

Mtx biyofarmosotik siniflandirmada sistemide, Ill. simifinbir ilagtir. Suda zayif
¢oziinlir ve diisiik permeabiliteye sahiptir. Oral yolla alindiginda intestinal sistemden
emilimi folik asit ile kismen paylastigi yol olan proton bagli aktif transport ile meydana
gelir (2).

Folik asit dogal besinlerden izole edilmis oldugu, yesil yaprakli sebzelerde bol
bulundugundan yaprak anlamina gelen “folium” kelimesinden tiiretilmistir. Suda
¢oziinen amid tirevi olan folik asidin en Onemli gorevi tek karbon transferi
reaksiyonlarinda koenzim rolii oynamasidir (15). Tetrahidrofolat (THF) biyosentetik
reaksiyonlarda gesitli tek karbonlu {initeleri (metil, metilen, formil veya formimino) tasir.
Tek karbonlu bu tiniteler serin, metiyonin, glisin aminoasitlerinin, kolinin ve piirin
niikleotidlerinin sentezinde kullanilir (15). Yani fosfolipidler, proteinler, DNA ve
ndrotransmitterleri iceren g¢esitli temel biyolojik maddelerin metilasyonu i¢in tek karbon
{initesi saglamaktadir. Ornegin metil dongiisii aktive edildiginde, folat, 5 N-
methyltetrahydrofolate olarak homosisteine bir metil grubu ekleyerek methiyonine
dontistiiriir ve bu doniisiimden dolayi tiniversal metil dondrii olarak gorev yapar (15, 16).

Mtx’in temel mekanizmasi insanlarda folatin aktif formu olan tetrahidrofolik
asitin sentezi i¢in gerekli dihidrofolat reduktaz (DHFR) enzimini inhibe etmesidir. Mtx’in
DHFR enzimi ile karsilastiginda folik aside nazaran 1000 kat daha siki baglandigi
bildirilmistir (14). Bu yonii ile 6zelikle kanser hiicrelerinin de yer aldigi hizli boliinen
hiicrelerin boliinme ve cogalma siirecini negatif yonde etkilemektedir. Sentez i¢in gerekli
temel vitaminlerden biri olan folat DNA’nin metilasyonunda, tamirinde replikasyonunda

oynadigi rol ile genomun ifade edilmesinde anahtar niteligindedir (1, 14, 17).
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Sekil 2-7: Mtx’in mekanizmasinin sematik gosterimi (1).

DHFA: Dihidrofolik asit, DHFR: Dihidro folat rediiktaz, DNA: Deoksi riboniikleik asit,
dTMP: Thimidilat, dUTP: Deoksiuridilat, Mtx: Methotrexate, NADP: Nikotinamide adenin
diniikleotid fosfat, NADPH+H+: Indirgenmis NADP, PS: Protein sentezi; RNA: Riboniikleik
asit, THFA: Tetrahidro folik asit, TS: Timidilat sentaz.

DHFR’nin inhibisyonu Mtx’in kanser tedavilerinde, yiiksek doz kullaniminda
daha belirgindir. Diisiik doz Mtx kullaniminda ise purin metabolizmasini da igeren
enzimleri baskilayarak hiicre iginde adenozin birikimine neden oldugu ve boylelikle
antiinflamatuar etki gosterdigi yoniinde ¢alismalar mevcuttur. Yakin zamanda yapilan bir
calismada haftada tek, diisiik doz Mtx tedavisi ile T lenfositler basta olmak tizere lenfoid
dokuda proliferasyonun 6nemli Olgiide baskilandigi bildirilmistir (14, 18). Mtx T
hiicrelerin aktivitelerine ket vurarak, T hiicreleri tarafindan eksprese edilen interseliiler
adezyon molekiillerinin ekspresyonunu degistirerekantiinflamatuar etki gosterdigi
calismalarla ortaya konmustur (14, 18).

Folik asit’in antagonisti olan Mtx, basta DHFR olmak iizere metabolizmada bir¢ok
kilit rol iistlenmis enzimi inhibe ederek purin ve primidin sentezini bloke eder (19).

DHFR’nin inhibisyonu THF ve metilentetrahidrofolat (MTHF) seviyesinin
azalmasina neden olarak DNA, protein, lipid metilasyonlarinin yerine gelmemesi ile
sonuglanir (19, 20). DNA metilasyonu epigenetik mekanizmalardandir ve DNA
tizerindeki CpG adalarindaki Sitozin bazinin 5' ucuna metil grubu takilarak genlerin ifade

edilmesinde ya da susturulmasinda hayati 6nem tagir (21).
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Mtx yine metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimini inhibe ederek
timidilat sentataz (TS) enzimine ket vurmasi ile DNA sentezi durdurulurken 5-
aminoimidizol-4-carboksiamid riboniikleotiti (AICAR) bloke edilerek de novo purin
sentezi bloke edilmis olur (19, 22).

Purine/Pyrimidine Synthesis

Methionine . .
Dihydrofolate Reductase === T T pr o =>l=:> Lymphotoxins

METHOTREXATE
¥ [ AICAR transformylase — 1 AICAR
MTX Polyglutamates
g AMP Deaminase
Deaminase

Sekil 2-8: Mtx’in mekanizmasi (20).

Gri oklar inhibe edilen yolaklar: gostermektedir.
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Sekil 2-9: Folat-homosistein yolagi (23).

5-MTHF:  5-metiltetrahidrofolat, 5,10-MTHF:  5,10-metiltetrahidrofolat, DHFR:
Dihidrofolatreduktaz, dTMP: Deoksitimidinmonofosfat, dUMP: Deoksiuridinmonofosfat,
Hcy: Homosistein, Mtx: Methotrexate, SAH: S-adenozilhomosistein, SAM: S-
adenozilmetiyonin, THF: Tetrahidrofolat, TYMS: Timidilat sentetaz.

DHFR enzimi DNA sentezinde temel rol oynayan enzim oldugundan dolay1 ¢esitli
kanserler, otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarin tedavisinde hedef molekiil
ozelligindedir. Folat yerine Mtx’in DHFR enzimine siki1 baglanarak onu inhibe etmesi
akut lenfostik 16semi (ALL), non-Hodgkin lenfoma ve osteosarkom gibi kanserler
tizerinde etkin tedavi edici Ozellige sahip olmasini saglamaktadir (24, 25). Mtx’in
etkinligini sinirlayan dogal ve edinilmis direnglerin olmasi ve yiliksek dozlarda toksisite

goriilmesi kullanimina sinirlama getirmektedir (1).

2.3.5. Genetik Calismalardaki Yeri

Mtx’in etkinliginde en 6nemli rolii DHFR enzimini inhibeederek DHF 1mn THFa
dontismesine ket vurmaktir. Mtx, DHFR enzimini inhibe ederken bu enzimin
metobolitleri icinde MTHFR de bulundugu diger folat enzimlerinin baskilanmasina
neden olur (26). Genetik ¢alismalar gostermistir ki MTHFR geni iizerinde yer alan bazi
tek niikleotit polimorfizmleri (SNP), Mtx tedavisindeki yaniti degistirebilmektedir (2).
MTHFR enzimi 5,10-metilentetrahidrofolat’t 5-metilentetrahidrofolata dontistiiriir.
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M1p36.3°de lokalize olmus MTHFR enzimini kodlayan genin C677T mutasyonunda
MTHFR enzim aktivitesinin diger alellere gore daha az oldugu bildirilmistir (21, 27). Bu
durumda hemosisteinin metilasyonu yeterince yapilamadigindan bir taraftan metiyonin
azalirken diger taraftan hemosistein seviyesinin 6nemli ol¢iide artmasiyla, organizmayi
hemosisteinin asir1 birikmesinden dogan toksik etkilere maruz birakir (21, 22, 25). Yine
hematopoetik ve hepatik toksitite riskinin diger alellere gore daha yiiksek oldugu
sonucunun gosterildigi ¢alismalar mevcuttur (22, 28).

Mtx’in yaygin olarak kullanilmaya baslandig1 1960 yillardan itibaren hepatotoksik
etkisi tizerine ¢ok sayida vaka bildirimi yapilmis ve bir¢ok ¢aligsma yiiriitiilmiistiir (29;
30). Yaptigimiz literatiir taramalarinda goérdiigiimiiz, son yillarda Mtx’in sitotoksik etkisi
lizerine yapilan ¢alismalarin sayisi ve ¢esitliliginin artmis oldugudur. Kemoteropik ajan
olarak yiiksek dozda veya otoimmiin hastaliklarda ya da antiiflamatuar 6zelliginden
dolay1 diisiik dozlarla uzun siireli tedavilerde ortaya ¢ikan etkileri tizerine oldugu gibi, bu
calismalara Mtx’in MTHFR geni tizerindeki SNP’lerin Mtx’in tedavideki etkinligini ve
sitotoksik etkisi tizerine farkli popiilasyonlar da ¢alisildigidir. Yine SNP alleleri
arasindaki farkliliklarin hematopoetik ve hapatik toksisite riskini etkiledigi yoniinde

caligmalarin oldugu goriilmistir (20, 21, 26, 28, 30).

2.3.6. Toksisitesi

Mtx’in serumda AST ve ALT artmasina neden oldugu ve kronik inflamatuar ve
otoimmiin hastaliklarin tedavisinde uzun siireli kullanimina bagli olarak karaciger
yaglanmasi, fibrozis, ve hatta siroza neden oldugu ge¢mis yillarda yapilan bir¢cok
arastirma ile ortaya konulmus ve iyi bilinen bir konudur (1, 3, 30, 31). Son zamanlarda
Mtx’in neden oldugu karaciger hasarinin; alkol tiiketimi, hepatit B, obezite ve diyabet
hastalar1 gibi risk gruplarinin doz farkliliklari, doz rejimi ve tedavi siiresinin karaciger
hasar1 tizerindeki etkilerini arastiran ¢alismalarin da yapilmis oldugu goriilmiistiir (1, 3,
32, 33).

Mtx tedavisinin yan etkilerinden biride karacigerde fibrozis veya siroz gelisimidir.
Farmakolojik konsantrasyona bagli olarak Mtx hepatositlerden adenozin salinimin
tetikler (20).

Folik asit yerine birgok biyokimyasal reaksiyonlarin merkezinde olan DHFR
enzimi ile etkilesime giren Mtx’in 6nemli metabolitleri 7-hydroxymethotrexate ve
Mtx’den tiireyen Mtx-polyglutamatlardir (Mtx-PG). Mtx’in yarilanma omrii 8 saat

olmasma ragmen, bu metobolitler karaciger eritrosit ve adip6z doku gibi dokulara
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yerleserek mevcudiyetlerini  haftalarca koruyabilirler (19, 20). Mtx-PG, AICAR-
transformilaz enzimini etkili bir sekilde inhibe eder. AICAR-transformilaz’in
baskilanmasiyla biriken AICAR ve metabolitleri adenozin deaminaz ve AMP-
deaminazin inhibisyonununda i¢inde oldugu bir dizi olay1 tetikler. Adenozin ve adenin
nukleotitlerinin katabolizmasinin azaltilmis olmasi dogrudan veya dolayli olarak 5’-
ekzoniikleotidaz enzimi tarafindan AMP’nin defosforilizasyonu ile hiicre i¢i adenozin

seviyesinde etkili bir yiikselise ve serbest hale gegmesine neden olur (19, 20).

The Metabolic Effects of
Methotrexate

Intracellular Extracellular

MTX,. T AICA
} “Fckremase | ATP ATP

TDHF,, FAICAR |13 e

ADP ADP
ITPA
TR === TP AMFDA NTPb)ase

I TAICAside 'AMP AMP
Inosine<—‘-7 I AK 1Ecto-5'NT
ADA /pAdenosine Adenosine

Hypoxanthine

Sekil 2-10: Mtx ekstraseliiler adenozin konsantrasyonun artirma
mekanizmasi (1).

Mtx: Methotrexate, MtxGlu: Methotrexate poliglutamat, DHFGIlu: Dihidrofolat poliglutamat,
AICAR: 5-aminoimidazol-4-karboksiamid riboniikleotit, FAICAR: Formil AICAR, AMPDA:
AMP deaminaz, AICAside: Aminoimidazol carboksamidoriboniikleozid, ADA: Adenozin
deaminaz, AK: Adenozine kinaz, RFC1: indirgenmis folat tasiyict 1, NTPDase: Niikleozid
trifosfat defosforilaz, Ecto-5’NT: ecto-5’-nucleotidaze, NT1:Niicleozid tasiyict 1.

Benzer bir etkiyle hepatositlerden adenozin salimimimi etanol de yapar. Serbest
kalmis adenozin karaciger stellat hiicreleri lizerinde yer alan adenozin A2A reseptdriine
baglanir. Karaciger stellat hiicreleri karacigerdeki basglica fibrojenik hiicre tipidir ve
kollajen tip I ve tip III’iinde yer aldig1 matriks proteinlerinin tiretimini desteklerken bazi

matriks metalloproteinazlarin {iretimini baskilar. Bu hipotez A2A adenozin
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reseptoriinebaglanmasinin  profibrinojenik etkiye katki saglamis oldugu, hepatik
fibrozisin geri doniisiimlii ve geridoniisiimsiiz indiikksiyon modellerini igeren gen
baskilama modelleri ¢alisilarak ve farmakolojik olarak ortaya konmustur (20).

Romatoloji literatiirindeMtx hepatotoksisitesi genis bir sekilde yer almaktadir
(30, 31) ALT, AST, alkalen fosfataz (ALP) degerlerinin st limitin 2,5 kat1 veya daha
yiiksek olgiilmesi hepatotoksisite bulgusu olarak degerlendirilir (22). Standart doz olan
haftada 10-12,5 mg/m2 uygulandigi tedavilerde hepatik trasaminazlarin artmasiyla
karaciger fibrozis gelisme olasiliginin %15 dolaylarinda oldugu bildirilmistir. Psoriyazis
tedavisinde 1996’dan itibaren Mtx kullaniminin ana hatlarin1 igeren Practice
Guidelines’da 6nemli karaciger hastaliklarinin gelismesinde esik deger olduguna inanilan
toplamda 1500 mg tizerine ¢ikildig: takdirde rutin olarak karaciger biyopsi yapilmasi
Onerilmistir. Sonraki yillarda yapilan daha ileri arastirmalar invaziv girisimler i¢in
kiimiilatif dozun diisiik oldugunu savunmakta ve toplamda Mtx’in 3,5-4grkiimiilatif doza
ulagtiginda ya da tedavinin kesilmesine ragmen serum karaciger enzimlerinde azalma
olmadiginda invaziv girisime onay verilmesi gerektigi yoniindedir (30).

Mtx’in karaciger hasar1 incelenirken bircok calismada Roening fibrozis
derecelendirmesi kullanilmistir (30, 32). Ozellikle 2014 yilinda yapilmis bir derlemede
karaciger biyokimyasi uzun siire anormal seyretmesi ile karaciger biyopsi anormallikleri
arasinda 6nemli bir iligki oldugu ortaya konmustur (30).

Bununla birlikte toplam doz veya uzun donem Mtx kullanimindan kaynaklanan
karaciger fibrozisinin % 4 civarlarinda oldugu, risk gruplar1 disarida tutuldugunda Mtx
ile karaciger fibrozisi arasinda dogrudan iliski olmadigi yoniinde bazi g¢aligsmalar
bulunmaktadir (34, 35).

Ozellikle risk grubunda yer alan hastalarin karaciger biyopsisi yapilarak takip
edilmesinin 6nemi vurgulanmis, normal karaciger biyokimyasinin normal karaciger
histolojisi anlamina gelmeyebilecegi ifade edilmistir (32). Yakin donemde serumda AST
ve ALT seviyelerinin takip edilmesi kadar belki daha fazla gama glutamil transferaz
(GGT) ve yine karaciger fibrozisi i¢in bir belirteci olarak prokollajen 11l aminopeptit
(PIINP) seviyesinin takip edilmesinin karacigerden biyopsi yapilma gereksinim
azaltabilecegi yoniinde ¢alismalar mevcuttur (14, 32). Her ne kadar siroz ve karaciger
fibrozisi i¢in transient elastography, BT, MRkaraciger siroz ve fibrozis tanisi

iginalternatif yollar olarak kabul edilse de biyopsi hala altin standarttir (33).
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Normal karaciger enzimi Karaciger hasarini ekarte ettirmeyecegi gibi yiikselmis
karaciger enzim diizeyleri deMtx ileiligkili hepatotoksisiteyi gostermeyebilir. Bu
baglamda karaciger enzimleri Mtx ile indiiklenen karacigerhasarin1 géstermede zayif bir
belirtegtir. GGT seviyesi ve diizenli PIINP 6l¢iimleri karaciger enzimlerine eklenmesinin

yararli olabilecegini savunan bir ¢aligma da mevcuttur (32).

2.4, Molsidomin

Mol, proilag (prodrug) ve NO dondrii olarak vazodilatasyon 6zelliginden dolay1
kronik angina’nin semptomlarinin azaltilmasinda yaygin sekilde kullanilmaktadir. Mol
enzimatik yolla karacigerde linsidomine veya SON-1’e donistiiriilir (4).

Son yillarda Mol’iin giiglii antioksidan etkisinin oldugu da bildirilmistir (5). Bazi
calismalarda; muskiiler distrofi patofizyolojisi ile NO sentezinin degigmesi arasinda iliski
oldugu gosterilmistir. Kas hasarinda satellit hiicrelerin farklilagmasi ve aktivasyonu ile
birlikte tamir 6zelliginin artmasinda etkili oldugu bildirilmistir (6).

Kronik karaciger yaralanmalarinda ise kupffer hiicrelerinin bir cevap olarak aktive
olmasiyla fibrojenik ve proinflamatuar miyofibroblastik fenotip ile a-smooth muscle
actinin (a-SMA) artmasiyla karakterizedir. Aktive olmus kupffer hiicreleri ekstraseliiler
matrikte tip I, tip III, fibronektin ve maktiks metalloproteinaz gibi ekstaraseliiler matriks
proteinlerini sekrete eder. Ilging olarak kronik karaciger hastaliklarinda NO asir1 iiretimi
ve saliimi, o-SMA’nin diismesine ve insan karacigerinde kollajen tip I birikiminin

azalmasina neden oldugu kanitlanmistir (36).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Protokoliiniin Olusturulmasi

Calismaniza Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurul
2014/A-63 protokol numarasiyla kayith karar ile onay alinmistir. Deney protokolii
olusturulmus ve Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezi (INUTF-DEHUM), Tibbi Patoloji anabilim Dali, Tibbi Farmakoloji Anabilim
Dal1 ve Fizyoloji Anabilim Dalinin katkilariyla ytiriitilmistiir.

Her grupta 8 adet olmak {izere toplam 40 adet erkek rat rastgele yontemle gruplara
dagitildi. Agirliklar1 350-450 gram olan Wistar albino cinsi ratlar kullanildi. Hayvanlarin
temini ve bakimi INUTF-DEHUM’de yapildi. Deneyde kullanilan ratlarin beslenmesi
standart yem ile saglandi. Hayvanlarin gereksinim duydugu su, kafeslerde 6zel boliimlere
yerlestirilmis ucunda damlalik bulunan 6zel siseler ile verildi. Deney sirasinda ve
oncesinde hayvanlar 12 saat karanlik, 12 saat 151k foto periyodunda ve 22-24°C sicak
kosullarinin saglandig1 odalarda, ikiserli gruplar halinde 6zel rat kafeslerinde barindirildi.
Deney; Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul ydnergesinde belirtilen sartlara uygun
olarak ve aragtirma protokoliine uyularak gergeklestirildi. Deney gruplari asagida

belirtildigi sekilde olusturuldu.
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Tablo 3-1: Deney gruplari

Gruplar Uygulama
Grup I: Kontrol grubu (Kont) Coziicli (serum fizyolojik) uygulandi
Yedi giin boyunca intraperitoneal (i.p.) yolla
Grup II:  Molsidomin grubu (Mol) s yu P Py
giinde tek doz 4 mg/kg Mol uygulandi.
Grup I1l:  Methotrexate grubu (Mtx) Tek doz i.p. olarak 20 mg/kg Mtx uygulandi.

G " Molsidomin-Methotrexate Mtx 6ncesi 7 giin boyunca i.p. yolla giinde tek
ru .
P grubu (Mol-Mtx) doz 4 mg/kg Mol uygulandi.

By Methotrexate-Molsidomin Mtx sonras1 7 giin boyunca i.p. yolla giinde
rup V:
grubu (Mtx-Mol) tek doz 4mg/kg Mol uygulandi

Deneye iliskin uygulamalar baglamadan 6nce hayvanlar, darasi alinmig uygun
plastik kap icinde tartilarak agirliklar1 not edildi. Protokolde belirtilen giinliik tekrarlayan
dozlar giiniin ayni saatinde yapild: (4, 37, 38).

3.2. Orneklerin Alnmasi ve Analiz Oncesi Hazirhk

Sekizinci giin anestezi altindaki ratlarinvena kava inferiordan kan alindi. Kan
ornegi diiz biyokimya tiiplerine alinarak 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ustte
kalan serum etiketlenmis eppendorf tiipline transfer edilerek calisma giiniine kadar-
80°C’de saklandu.

Rat’larinkaracigerleri INUTF-DEHUM uygun steril cerrahi malzemeler
kullanilarak ¢ikarildi. Cikarilan organlardan takriben bir loba karsilik gelen miktar1 kadar
ayrilarak aliiminyum folyoya sarilipsiiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon (GSH),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivitesi tayini, katalaz (KAT) enzim aktivitesi
tayini, myeloperoksidaz (MPO) enzim aktivitesi tayini, malondialdehit (MDA) miktar

tayini igin ayrilarak ¢aligma giiniine kadar -80°C da saklandh.

3.3. Biyokimyasal Parametrelerin Olciilmesi
AST ve ALT diizeylerinin analizi indnii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi

merkez laboratuvari biyokimya bdliimiinde yapildi. Her iki parametre de Abbott C1600
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(Abbott, Abbott Park, Illinois, U.S.A.) cihazinda spektrofotometrik yontem ile standart
abbott kit (Abbott, Aeroset sistem, Abbott Park, Illinois, U.S.A) kullanilarak ¢alisildi.

3.4. Antioksidan Sistem ve Oksidatif Stres Belirteclerinin Analizi

3.4.1. SOD Enzim Aktivite Tayini

SOD superoksit radikallerinin dismutasyonunu katalizleyen bir enzimdir. Her bir
mol de iki birim bakir igeren bu enzim ile siiperoksit radikali daha az zararli olan hidrojen
peroksite, daha sonra KAT ve GPx enzimleri ile su ve oksijene doniistiiriiliir. SOD’un
baslica iki formu vardir. Bakir ve ¢inko igeren birinci formu daha ¢ok sitoplazmada
goriliir. Agirlikli olarak mitokondride goriilen diger formu ise mangan ihtiva eder. SOD
aktivitesinin bazi hastaliklar ve klinik agidan 6nemi vardir. Bakir ve ¢inko iceren SOD’un
aktivitesi bobrek yetmezliginde ve karaciger hastaliklarinda eritrosit ve serumda arttigi
gortlir (39; 40; 41).

SOD enzim aktivite tayininde; substrat soliisyonu [0,3 mmol/L ksantin, 0,6
mmol/L Na2EDTA, 150 pmol/L NBT, 400 mmol/L Na2CO3, 1 g/l BSA] ksantin
oksidaz (X0O:167 U/L), 2M (NH4)2S04, 0,8 mmol/L CuCl2reaktifler kullanildi.

SOD aktivitesi Sun (41) ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanan, Durak ve
arkadaglar1 tarafindan modifiye edilen Nitroblue Tetrazoliyum (NBT) indirgeme
yontemiyle c¢alisildi (42). Bu metotta, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile tretilen
stiperoksit radikallert NBT yi indirgeyerek renkli formazon olusturur. Reaksiyon {riinii
olan bu renkli formazonlar 560 nm’de maksimum absorbans verir. Enzimin olmadig:
ortamda meydana gelen indirgenme mavi-mor renk olusturmaktadir. Ortamda SOD
oldugunda ise NBT indirgenmesi tam olmayip enzim miktar ve aktivitesine bagli olarak
acik renk olusmaktadir. Bir SOD iinitesi; NBT rediiksiyonunu %50 oraninda inhibe eden
enzim aktivitesidir.

Daha oOnce elde edilen homojenat siipernatantinin bir kismi 1/1 oraninda
kloroform/etanol (3/5) karisimi i¢inde vortekslenip 1 saat siireyle 2200xg’de sogutmali
santrifiijde santrifiij edildi. Ustte olusan etanol fazindan SOD enzim aktivite tayini

yapildi.
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Tablo 3-2: SOD enzim aktivite tayininde kullanilan reaktifler

Reaktif Kor Numune

Substrat soliisyonu 2.85 ml 2.85 ml

Kloroform-Etanol Extrakti - 0.100 ml

Bidistile su 0.100 ml -

X0 (167 U/) 0.050 ml 0.050 ml
25 C°’de 20 dakika inkiibasyon siiresi baslatildu.

CuCI2 1mil 1ml

Distile suya kars1 kérden baglanarak numuneler 560 nm’de okundu.
SOD aktivitesinin hesaplanmasi: % Inhibisyon= (AK-AN)/AKx100
AK: Kor absorbansi

AN: Numune absorbans1

%50’1ik inhibisyona 1 U denildigi i¢in

Aktivite (U/ml)= [(% inhibisyon/50) x (1/0.1)] ml

Spesifik aktivite (U/mg protein)= [U/ml/mg/ml protein].

Sonuglar, U/mg protein olarak ifade edildi.

3.4.2. GSH Analizi

GSH baslica memeli karaciger dokusunda goriilen ve tam bir protein yapisinda
olmayan y-L-glutamil-L-sistein-glisin den olusan bir tripepdittir. GSH’in antioksidan
fonksiyonu biiyiik dlgiide GPx’in katalize ettigi reaksiyon yardimi ile gerceklesir (43).
GSH hiicrede serbest veya bir proteine bagli olarak buluna bilir. Esas olarak serbest GSH
oksidatif stres sirasinda oksitlenmis forma doniistiiriilebilen indirgenmis formda bulunur.
GSH glutatyon rediiktazin etkisi ile indirgenmis sekle geri dondiiriiliir (44).

GSH analizinde reaktif olarak; 5.5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (1,5 mg/ml),
GSH rediiktaz (6 U/ml), NADPH (4mg/ml), Ph:7 fosfat tamponu kullanildi

GSH konsantrasyonu Beutler ve arkadaslari tarafindan gelistirilen metoda gore
olgiildii (45) GSH seviyesi, 5.5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (Ellmann's soliisyonu) ile
stilthidril gruplarinin sar1 renk olusturmasi ve bu rengin 412 nm'de Slgiilmesi esasina

dayanir. GSH seviyesi pmol/ g protein olarak verildi.
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Tablo 3-3: GSH enzim aktivite tayininde kullanilan reaktifler

Kor Numune

1 ml tampon 1 ml tampon

10 pl numune 10 pl distile su

50 ul NADPH 50 ul NADPH

20 ul DTNB 20 ul DTNB

20 pl GSH rediiktaz 20 pl GSH rediiktaz

Vortexle karistirtlip, 5 dakika beklendi. Numunelerin absorbanslar1 412nm’de
spektrofotometrik olarak okundu.

Hesaplama: 2500-1000-500-250-100-10 umol/L konsantrasyonlarda hazirlanan
standart GSH soliisyonlarinin konsantrasyonuna bagli olarak vermis olduklar1 absorbans

degisim grafigine gore sonuglar hesaplanarak degerler pmol/L cinsinden verildi.

3.4.3. GSH-Px Enzim Aktivitesinin Tayini

Reaktif oksijen radikallerinin elimine edilmesinde anti-oksidatif enzimler rol
oynar. Bunlarn iginde GPx, hidrojen peroksidin su ve oksijene doniistiriilerek
detoksifiye edilmesinde 6nemli role sahiptir (46).

GSH-Px enzim aktivitesi tayininde; 150 mM rediikte GSH, 8 mM NADPH, 1 M
NaN3, enzim [1,5 ml 3,2 M (NH4)2S0O4 + 50 ul GSH-rediiktaz], 2 mM H202, fosfat
tamponu (50 mM, pH:7,5) reaktifleri kullanildi.

GSH-Px aktivitesi Paglia ve arkadaglarinin metoduna gore caligildi (47). GSH-Px
hidrojen peroksit varliginda rediikte glutatyonun (GSH) okside glutatyon (GSSG)’a
yiikseltgenmesini katalizler. Hidrojen peroksidin bulundugu ortamda GSH-Px’in
olusturdugu GSSG, glutatyon rediikktaz ve nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH) yardimi ile GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi NADPH’in NADP+’ya
yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasmin 340 nm’de okunmasiyla hesaplanir.
Enzim {initesi; birim zamanda okside olan mikromol NADPH miktaridir.

Dalga boyu 340nm’ye ayarlanan spektrofotometrede numunelerin absorbans
degerleri 5 dakika boyunca kaydedildi. Lineer aktivite azalisinin 1 dakikalik siiresi esas

alinarak hesap yapildi.
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Tablo 3-4: GSH enzim aktivite tayininde kullanilan reaktifler

Reaktif Miktar
Fosfat tamponu 5 mM EDTA’l1 2.65 ml
Rediikte GSH (150 mM) 0.10 ml
NADPH (8 mM) 0.10 ml
Enzim (23,3 U/L) 0.01 ml
NaN3 (1 M) 0.01 ml
Stipernatant 0.02 ml
30 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.
H202 (2 mM) 0.100 ml

GSH-Px aktivitesinin hesaplanmasi: IU/L = [(AA/t) / 6.22 x 10-6] x (1/0.02)
Spesifik aktivite IU/L mg protein = (IU/L) / (1000 x W)

W: gram protein miktari

3.4.4. KAT Enzim Aktivitesinin Tayini

KAT enzim aktivitesinin hesaplanmasinda; Fosfat tamponu (pH 7.0, 50 mM) ve
fosfat tamponu kullanarak absorbansi 0.500nm’ye ayarlanmig olan H202 ¢6zeltisi reaktif
olarak kullanildi.

KAT aktivitesi Aebi’nin metoduna gore c¢alisildi (48). 240 nm’de maksimum
absorbans veren H2O> deney ortamina ilave edilen katalaz aktivitesiyle su ve oksijene
parcalanir. Bu durum uv spektrumunda absorbans azalmasina neden olup absorbanstaki
azalma KAT enziminin aktivitesi ile dogru orantilidir. Bir KAT {initesi, birim zamanda
bir mikromol H202’1 suya ¢eviren enzim miktaridir.

Deneyin  yapilist: Kor olarak fosfat tamponunun kullamildigi  uv
spektrofotometrede 240nm dalga boyunda sifir ayari1 yapildiktan sonra H202 ¢ozeltisi
0.500 absorbans verecek sekilde ayni1 tampon ile diliie edildi ve substrat olarak kullanildi.
Substrat i¢ine numune ilavesiyle her 15 saniyede bir defa olmak iizere 5 dakika siire ile
absorbans azalmasi kaydedildi. Hesaplamada 1 dakikalik lineer absorbans azalmasi

degerleri esas alindi.
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Tablo 3-5: KAT enzim aktivite tayininde kullanilan reaktifler

Reaktif Kor Numune
Fosfat Tamponu (50 mM, pH=7) 3mi

H202 ¢ozeltisi (A240=0.500) 2.99 ml
Stipernatant 0.01 ml

Sonuglar, k/g protein olarak hesaplandi.
k=[2.3 x log (OD1/0OD2)] /At (sn)
k/g protein =k / [(g/ml protein) x 1000]

k: reaksiyon hiz sabiti

3.4.5. MPO Enzim Aktivitesi Tayini

Calisma dokularimizda yapilan Miyeloperoksidaz (MPO) 6l¢iimii rat MPO elisa
kit seti (Shanghai Sunred Biological Technology Co., Ltd Catolog No:201-11-0575)
kullanilarak Biotek HT Synergy Gen 5 yazilimli immino plate reader cihazi ile
spektrofotometrik olarak degerlendildi. 450 nm de okunan deney sonuglar1 kit setinde

hazirlanan standart 6l¢timlerle kalibre edilerek ng/ml olarak hesaplandi.

3.4.6. MDA Miktarimin Tayini

Serbest radikallerin, 6zellikle doymamis yag asitleri gibi karbon-karbon ¢ift bag
yapan molekiillere oksijen eklenmesi lipit peroksidasyonu olarak tanimlanir. Hiicre
zarmin temel yapitaglari olan glikolipid, fosfolipid ve kolesterol 6liimciil peroksidaz
modifikasyonunun potasinsiyel hedeleridir. Membran lipid peroksidasyonuna yanit
hiicrenin metabolik kosullar1 ve tamir kapasitesine gore degisir. Oksidatif stresin hasari
tamir kapasitesini astig1 durumlarda hiicreler apopitoz ya da programlanmis hiicre 6liimii
nekroz siirecini baglatir (49).

Tayin i¢in; % 0,675 tiobarbitiirik asit (TBA) ¢ozeltisi, %10 triklorasetikasit (TCA)
¢ozeltisi ve 20 mM/L 1,1,3,3-tetrametoksipropan (standart) reaktifler kullanilmistir.

MDA tayininde Esterbauer ve Cheeseman’nin metodu ile ¢alisild1 (50). En ¢ok
kullanilan lipit peroksidasyon tayin yontemidir. Asidik ortamdaki tiyobarbitiirik asit ile
90-95 C° de reaksiyona giren MDA ve diger TBARS, pembe renkli kromojen meydana
getirir. Onbes dakika kaynatildiktan sonra hizla sogutulan numunelerin absorbanslar1 532

nm de spektrofotometrik olarak okundu.
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Tablo 3-6: MDA miktarinin tayininde kullanilan reaktifler

Reaktif Numune Kor
Homojenat 0.5ml -
TCA %10 2.5 ml 2.5ml
Deiyonize su - 0.5ml

90 C° 15 dakika bekletildikten sonra 3000xg ‘de 10 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant 2ml 2ml
TBA %675 1ml 1ml

90 C° 15 dakika bekletilir, sogutulur ve kore karsi 532 nm ‘de okundu.

Hesaplama: 20 mM/L stok standart ¢ozeltisinden degisik konsantrasyonlarda
hazirlanan standartlar, numunelerle ayn1 sartlarda c¢alisildi ve elde edilen sonuglar ile
standart grafigi ¢izildi. Bu grafikten elde edilen egim sabiti numunelere uygulanarak

MDA miktar1 yas gram doku basina nanomol olarak hesaplandi.

3.5. Histopatolojik Degerlendirme Yontemi

3.5.1. Histokimyasal Boyama

Karaciger yaglanmast igin ayrilan taze doku, inénii Universitesi Turgut Ozal Tip
Merkezi Tibbi Patoloji Anabilim Dali laboratuvari frozen nitesine gecikmeksizin
ulastirildi ve Oil Red O (ORO) boyamasi igin, Leica marka CM 3050 model kryostat
mikrotomda -16°C de dondurularak 8u kalmliginda kesitler alind1. Doku kesitlerine ayni
laboratuvarin histokimya {initesinde literatiirdeyer aldigisekliyle maniiel olarak ORO
boyama teknigi uygulandi (51).

8u kalinliginda lam tizerine alinmis olan taze doku kesitleri distile su dolu dik cam
sale i¢ine siralandi. Absolii propilen glikolde 2 dakika tutuldu ve ardindan kesitler ORO
boyama soliisyonunda 16 saat inkiibe edildi. Boyama sonunda %85 propilen glikol
soliisyonunda 1 dakika siireyle diferansiye edilerek renk olgunlagtirildi. Zit boyama i¢in
laboratuvarda hazirlanmig Mayer’in hematoksileni ile 1 dakika zit boyama yapildi. Dik
sale icinde doku kesitleri iceren camlar distile su ile birka¢ kez yumusak bir sekilde
calkaland1. Kesitleremantiel olarak gliserin jel kapama soliisyonuyla lamel kapama islemi
yapild1 (51).

Kalan karaciger dokusu hematoksilen-eozin (H&E), MT boyamalar1 ve

immunohistokimyasal (IHK) yontem ile BCL-2 ¢alismasi yapmak iizere %10’luk
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formaldehite kondu. Otuz alt1 saat tespit edilen 6rnekler Indnii Universitesi Turgut Ozal
Tip Merkezi Tibbi Patoloji Anabilim Dali laboratuvarinda 14 saatlik doku takip
isleminden sonra parafine gémiilerek 4 kalinliginda kesildi (Thermo Excelsior ES doku
takip cihazi ve Leica RM 2255 mikrotom cihazi1 kullanildi). Doku kesitlerinin H&E
boyamasi ve lamel ile kapatilmasi Leica ST 5020 boyama-kapama cihazinda yapildi.
Deparafinizasyon islemi 70°C da cihaz dahili firin iinitesinde16 dakika ve 3 farkli ksilen
soliisyonundatoplam 15 dakika tutularak yapildi. Dehidratasyon islemi %96 lik alkolden
itibaren diisen alkol dereceleri ile 3 istasyonda toplam 9dakika siire ile yapildi. Kesitler
hematoksilen istasyonundan 6nce 1 dakika musluk suyunda bekledi ve akabinde
laboratuvarda hazirlanmis Mayer’in  hematoksileninde 13 dakika inkiibe edildi.
Mavilestirme islemi 4 dakika musluk suyu istasyonunda gerceklestirildi. eozin
soliisyonundan 6nce 1 dakika %70 alkol istasyonunda tutulan kesitler 4 dakika eozin
boyasinda tutuldu. Yiikselen alkol derecelerinin ardindan ksilene alinan kesitler yine tam
otomatik Leica CV 5030 kapama cihazinda lamel kapatilarak islem tamamlandi.

MT boyamalari literatiire uygun olarak mantiel yontemle ¢alisilmistir (51). Doku
kesitleri 60°C etiivde bir saat tutuldu. Ksilen soliisyonunda 3 degisim ve toplam 15 dakika
tutuldu. Her birinde 3 dakika olmak tizere %96’lik etil alkolden ii¢ degisim yapilarak
gecirildi. MT boyama isleminin yapilacag kesitler 56°C etiivde boin fiksatifinde 1 saat
stire ile tutuldu. Siirenin sonunda etlivden alinan kesitler 10 dakika sogumaya birakildi.
Kesitler akan ¢esme suyu altinda renkleri agilana dek tutuldu. Maniiel olarak hazirlanmis
Waigert’in demirli hematoksileninde 3 dakika tutuldu. Siire sonunda musluk suyu altinda
10 dakika yikamaya birakilan kesitler distile sudan gegirilerek biebrik skarlet asit fuksin
soliisyonunda 15 dakika tutuldu. Fosfomolibdik-fosfotungstik asit soliisyonunda 10
dakika light green soliisyonunda 1 dakika tutulan kesitler %5 fosfotungstik asit soliisyonu
ile diferansiye edildi. Artan alkol dereceleri ile dehidrate edilen kesitler ksilendel dakika
tutuldu ve entellan kapama soliisyonu kullanilarak mantiel olarak lamelle kapama islemi
yapild1 (51).

Karaciger dokusundaki yaglanma, fibrozis ve inflamasyon bulgulari, Roening

derecelendirmesi kullanilarak yapildi (32).
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Tablo 3-7: Roening derecelendirmesi

Derecendirme  Histopatolojik bulgu

Normal karaciger dokusu, yagl degisiklik hafif/yok, niikleer

Grade 1: o . o )

pleomorfizim hafif/yok, fibrozis yok, portal inflamasyon yok.
Grade 2 Yaglh degisiklik orta/yiiksek, niikleer pleomorfizim orta/yiiksek,

rade Z:

fibrozis yok, portal inflamasyon orta/yiiksek.

Fibrozis orta derecede, portal fibrotik septa, lobiil ler arasinda
Grade 3a: . _

aciklik (genisleme), portal alanda genisleme.
Grade 3b: Fibrozis orta/ yiiksek.

Siroz, rejeneratif nodiiller ve portal alanlar arasinda kopiilenmeler
Grade 4:

seklinde skorlanmastir.

3.5.2. THK Boyama

IHK boyamasi BCL-2 antikoru (Katolog no: NB100-56101. Rabit polyklonal anti-
rat antikor. (Novus Biologicals, LLC 8100 Southpark Way, A-8 Littleton, CO 80120,
USA) ile yapildi. Pozitif kontrol olarak normal timus dokusu kullanildi. Boyama iglemi
tam otomatik Ventana Benchmark XT IHK boyama cihazinda yapildi. Ventana antibody
dilient (katolog no: 251-018) ve Ventana UltraView Universal DAB goriintiileme kit
(katolog no: 760-500 Ventana Medical Systems, Inc. A Member of the Roche Group 1910
Innovation Park Dr. Tucson, AZ 85755 USA) kullanildx.

IHK boyama islemine baslamadan &nce doku kesitleri 70°C sicak etiivde 1 saat
tutuldu. Deparafinizasyon islemi cihaz protokoliinde yer aldig1 sekliyle 72°C da EZ prep
(Ref:950-102) reaktifi kullanilarak yapildi. IHK boyama basamaklari Ventana Bench
Mark otomatik boyama cihazinda BCL-2 primer antikoru i¢in olusturulan protokole gére
uygulandi. Kesitler CC2 reaktifinde 68 dakika, BCL-2 primer antikor ile 1 saat inkiibe
edildi. Universal DAP goriintiileme kiti ile beraber Ventana hematoksilen ve mavilestirici
reaktif kullanildi. Kesitlerin lamel ile kapama islemi Leica CV 5030 otomatik lam
kapama cihazi ile yapildi.

Biitiin boyamalar (H&E, MT, ORO, BCL-2), 1sik mikroskobunda (Olympus
BX53) degerlendirildi.

BCL-2 ilk olarak insanda B hiicreli folikiiler lenfoma orjinli bir onkogen olarak
Tsujimoto ve arkadaslari tarafindan 1984 yilinda tanimlanmistir. 1988 de Vaux ve

arkadaslarinca ylriitiilen calisma ile bu proteinin interlokin-3 eksikligi tarafindan

28



apopitozisin uyarildigi bir sistemde anti-apoptatik aktivitesinin oldugu kesfedildi.
Apopitoz istenmeyen hiicrelerin uzaklastirilmasinda, doku homeostazinda, yapisal insa
stirreci gibi cesitli biyolojik olaylarda, hiicrenin kendi kendisini yikim mekanizmasidir
(52). BCL-2 ise mitokondrial ve mikrozomal mebranlarda proapoptotik ve anti-apoptotik
faktorler olarak rol oynayan bir protein ailesidir (53).

BCL-2 boyanma derecelendirmesi, semikantitatif yapilmis olup dérde ayrilmistir.

Tablo 3-8: BCL-2 boyama derecelendirmesi

Derecendirme Histopatolojik bulgu

Grade 0: Boyanma yok.
Grade 1: Perisantral hepatositlerde (zon 3) 1-2 sira hepatositte boyanma var.
Perisantral hepatositlerde 1-2 sira boyanma ve parankimal
Grade 2: _
hepatositlerde boyanma var.
Zon 2 (ara zon) ve zon 1 (periportal alan) hepatositlerde boyanma
Grade 3:

var seklinde derecelendirilmistir

3.6. Istatistiksel Yontem

Verinin istatistiksel analizi IBM SPSS Statistics v.22.0 istatistik paket
programinda yapilmistir. Verinin normal dagilim gosterip gostermedigi Kolmogorov-
Smirnov testi ile incelenmistir. Verinin tanimlayici istatistikleri, siirekli verilerde normal
dagilim gosteren degiskenler i¢in ortalama + standart sapma, normal dagilim
gostermeyen degiskenler icin [medyan (minimum-maksimum)]| olarak sunulmustur.
Normal dagilan siirekli degiskenler icin ikiden fazla bagimsiz grubun karsilagtirilmasinda
ANOVA ve ikili karsilagtirma i¢in homojen gruplarda LSD, homojen olmayan gruplarda
Tamhane’s T2 post hoc testleri kullanilmigtir.

Normal dagilmayan siirekli degiskenler i¢in ikiden fazla bagimsiz grubun
karsilastirilmasinda ise Kruskal Wallis testi ve sonrasinda ikili karsilagtirma i¢in post hoc
Dunn testi kullanilmigtir. Anlamlilik diizeyi 0=0.05 olarak belirlenmistir. Gruplar arasi
farklilig1 istatistiksel olarak anlamli bulunanlar, tablo igerisinde bold (koyu) ile

gosterilmistir.
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4. BULGULAR

Deney baslangicinda ve sonlandirildiginda gruplarda yer alan rat agirliklar1 asagida
verilmistir.

Tablo 4-1: Deney baslangicinda 6lgiilen rat agirliklar:

ﬁllg.a Kont (gr) Mol (gr) Mtx (gr) Mol-Mtx (gr) Mtx-Mol (gr)
1. 328 377 350 345 444
2. 408 305 336 314 298
3. 343 402 328 358 371
4, 331 370 324 332 358
5. 283 302 314 329 420
6. 341 405 293 349 350
7. 381 370 344 336 402
8. 357 290 340 399 340
Ortalama 346,5 352,625 328,625 345,25 372,875
Agirhk
Tablo 4-2: Deney sonlandirildiginda 6lgiilen rat agirliklart
Z‘;t" Kont (gr) Mol (gr) Mtx (gr) Mol-Mtx (gr) Mtx-Mol (gr)
1. 333 362 338 300 332
2. 421 334 323 293 401
3. 350 327 287 310 389
4, 341 300 284 390 308
5. 397 295 313 300 282
6. 354 299 273 290 429
7. 290 383 338 326 360
8. 364 361 345 290 369
Ortalama 356,25 332,625 312,625 312,375 358,75
Agirhk

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Deney sonunda gruplarda yer alan hayvanlarin kan 6rneginden elde edilen
plazmada AST ve ALT parametrelerine bakilmistir. AST ve ALT parametrelerinde
gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadig1 goriildi. AST ve ALT degerleri ile
ilgili sonuclar Tablo 4-3’de belirtilmistir.
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Tablo 4-3: Gruplara ait plazma ALT ve AST degerleri

Desiskenler Kont -a Mol-b Mtx+Mol-c Mol+Mtx-d Mtx-e « e
B (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) P P

ALT (UIL)

(Ort5.5,) 99,88423,19  93,88+28,12 108,25+56,45  81,0042625  7825+26,60 0,392

AST (UIL) 2166345333 25975482832 189.00+10497 103132984 1009515045 0,106

(Ort.£St.S.)

P*: Coklu karsilastirma p-degeri (Anova ve Kruskal Wallis-H),P"":Post Hoc testleri (LSD,
Tamhane’s T2, Dunn) p degerleri

4.2. Antioksidan Sistem ve Oksidatif Stres Belirte¢c Bulgulari
Antioksidan sistem ve oksidatif stres belirteclerinde MPO, SOD, GSH, GSH-Px, KAT,

MDA parametreleri taze karaciger doku 6rnegi iizerinden analiz edilmis olup sonuglar

Tablo 4-4 ve Tablo 4-5’de belirtilmistir.

Tablo 4-4: MPO analiz degerleri

Degiskenler Kont -a Mol-b Mtx+Mol-c Mol+Mtx-d ~ Mtx-e - e
gl (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) P P
MPO ng/ml
. 12,75(7,38- 13,76(9,97- ) 13,86(12,93-  14,65(13,46-
[hl;/;eiiy)/]an(Mm 19.77) 17.37) 13,49(10,34-18,11) 20,14) 18,91) 0,259

p*:Coklu karsilastirma p-degeri (Anova ve Kruskal Wallis-H), p**:Post Hoc testleri
(LSD, Tamhane’s T2, Dunn) p degerleri
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Tablo 4-5: SOD, GSH, GSH-Px, KAT, MDA analiz degerleri

Degiskenler

Kont -a
(n=8)

Mol-b
(n=8)

Mtx+Mol-c
(n=8)

Mol+Mtx-d
(n=8)

Mtx-e
(n=8)

p**

SOD (U/mg
protein)
(OrtSt.S.)

0,03+0,008

0,02+0,008

0,03+0,008

0,03+0,010

0,02+0,005

0,005

a-b:0,122
a-c:0,793
a-d:0,523
a-e:0,001
b-c:0,195
b-d:0,354
b-e:0,044
¢-d:0,705
c-e:0,002
d-e:0,005

KAT (k/g protein)
[Medyan(Min-
Maks)]

0,22(0,11-
0,30)

0,50(0,22-
0,94)

0,32(0,21-
0,74)

0,41(0,06-
0,86)

0,22(0,07-
4,38)

0,046

a-b:0,046
a-c:0,870
a-d:0,516
a-e:1,000
b-c:1,000
b-d:1,000
b-e:0,351
¢-d:1,000
c-e:1,000
d-e:1,000

GSH-Px (U/g
protein)
[Medyan(Min-
Maks)]

0,83(0,62-
1,50)

4,69(2,20-
7,90)

1,24(0,66-
5,84)

1,52(0,90-
2,64)

0,96(0,36-
5,86)

<0,001

a-b:<0,001
a-c:1,000
a-d:0,467
a-e:1,000
b-c:0,127
b-d:0,325
b-e:0,04
c-d:1,000
c-e:1,000
d-e:1,000

MDA (nmol/g
protein)
(Ort.£St.S.)

4,15+2,18

7,09+1,16

11,75+2,17

9,68+4,32

14,009+2,20

<0,001

a-b:0,065
a-c:<0,001
a-d:0,083
a-e:<0,001
b-c:0,003
b-d:0,780
b-e:<0,001
c-d:0,946
c-e:0,456
d-e:0,259

GSH (micromol/g
wet tissue)
(Ort.£St.S.)

1,95+0,82

2,39+0,32

2,03+0,63

2,39+0,23

1,53+0,29

0,011

a-h:0,881
a-c:1,000
a-d:0,866
a-e:0,909
b-c:0,874
b-d:1,000
b-e:0,001
c-d:0,845
c-e:0,524
d-e:<0,001

p*:Coklu karsilagtirma p-degeri (Anova ve Kruskal Wallis-H), p**:Post Hoc testleri
(LSD, Tamhane’s T2, Dunn) p degerleri.

SOD analizinde Mtx grubunda Kont’a gore istatistiksel olarak anlamli farklilik

gostermistir (p=0,001). Diger biitiin gruplarda SOD Mtx grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli farklilik gostermistir (Tablo 4-5).

KAT degeri Kont grubunagére Mol grubunda anlamli farklilik izlenmistir

(p=0.046). Diger gruplar arasinda KAT agisindan anlaml1 farklilik saptanmamustir.
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GSH-Px, Kont grubu ile Mol grubu arasinda ve Mol grubu ile Mtx grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamuistir (Tablo 4-5).

MDA igin p degeri 0.001 den kiigiik olup Kont grubuile Mol grubu ve Kont ile
Mtx grubu arasinda istatistiksel anlamli farklilik gostermistir (p<0.001). Yine MDA; Mol
grubu ve Mtx grubu ile istatistiksel olarak anlamli farkliliga sahiptir (p<0.001).

GSH, Mol ile Mtx gruplar arasinda ve Mol-Mtx ile Mtx gruplari arasinda farklilik,
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001).

4.3. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubunda normal karaciger histolojisi mevcuttu (Resim 1). Biitiin
gruplarin H&E ve ORO boyamalarinda yaglanma goriilmedi. Yine biitiin gruplarda H&E
ve MT boyalarinda fibrozisizlenmedi (Resim 1, 2, 3).

Mol grubundaki histomorfolojik bulgular, Mtx grubu ile benzerlik gostermekle
beraber, hafif artmis safra duktus proliferasyonu ve inflamasyona eslik eden hafif artmis
eozinofil 16kositler igermekteydi (Resim 4, 5). Ayrica gruptaki iki doku orneginde
graniilom mevcuttu (Resim 6). Hepatositlerde perisantral ve lobiiler alanda daginik
vakuoler dejenerasyon izlendi.

Mtx grubunda fibrozis ve yagli degisiklik olmamakla birlikte orta derecede portal
inflamasyon mevcut olup Roening derecelendirmesine gore skor 2 olarak degerlendirildi.
Inflamasyonda artmis lenfositler ve seyrek plazma hiicreleri mevcuttu (Resim 7).
Perisantral hepatositlerde daha belirgin olmak tizere yer yer vakuoler dejenerasyon
izlendi (Resim 8).

Mol-Mtx grubunda diger ii¢ gruba gére (Mtx, Mol, Mtx-Mol) inflamasyonda
azalma saptandi ve skor 1 olarak degerlendirildi (Resim 9).

Mtx-Mol grubundaki morfolojik bulgular, ayr1 ayr1 Mtx ve Mol verilen
gruptakilere benzer sekildeydi. Portal inflamasyon ayni derecede olup skor 2 olarak
degerlendirildi (Resim 10). Bu grupta da diger iki gruptakine (Mtx ve Mol) benzer sekilde
vakuoler dejenerasyon, lobiiler graniilom yapilari, safra duktus proliferasyonu izlendi
(Resim 11, 12).

Kont grubunda BCL-2 antikoru ile boyanma saptanmadi (Resim 13).

Mol grubunda BCL-2 antikor boyanmasi skor 1 olup sadece perisantral

hepatositlerde pozitif boyanma izlendi (Resim 14).
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Mtx grubunda BCL-2 antikoru ile perisantral alandaki hepatositlerde ve lobiiler
alandaki hepatositlerde yer yer dagmik boyanmalar mevcut olup skor 2 olarak
derecelendirildi (Resim 15, 16).

Mol-Mtx grubunda da BCL-2 antikoru ile iki hayvan disindaki diger hayvanlarda
skor 1 sekilde boyanma mevcuttu (Resim 17).

BCL-2 antikoru ile Mtx-Mol grubunda Mtx grubuna benzer sekilde boyanma
mevcuttu (Resim 18, 19).

Tablo 4-6: Histopatolojik skorlama

Gruplar H&E boyamasi (Roening skor) Bcl-2 boyamasi
Rat (her grupta 8 adet) Rat (her grupta 8 adet)

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
Kont 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 O 0 O
Mol 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1
Mtx 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
MolkMix 1 1 2 2 1 1 1 2 1 1 2 2 1 1 1 2
Mtx-Mol 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 2
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Sekil 4-1: Normal karaciger histolojisi (Kont grubu, H&E, x100).

Sekil 4-2: ORO ile negatif boyanma (biitiin gruplar, x100).
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Sekil 4-4: Hafif inflamasyonun eslik ettigi safra duktus proliferasyonu (Mol
grubu, H&E, x100).
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181 orta derecede portal

5: Eozinofil lI6kositlerin eslik etti

Sekil 4

H&E, x200).

flamasyon (Mol grubu,

n

H&E,

g1 (Mol grubu

graniilom varli

Sekil 4-6: Portal alanda inflamasyon,

x100).
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7: Orta derecede portal inflamasyon ve safra duktus proliferasyonu

Sekil 4

x100).

(Mtx grubu, H&E,

8: Vakuoler (hidropik) dejenerasyon alanlar1 (Mtx grubu, H&E,

Sekil 4-
x100).
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Sekil 4-9: Diisiik dereceli portal inflamasyon (Mol-Mtx grubu, H&E,

x100).
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Sekil 4-10: Portal inflamasyon (Mtx-Mol grubu, H&E, x200).



Sekil 4-11: Lobiiler alanda graniilom yapis1t (Mtx-Mol grubu, H&E,
x200).
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Sekil 4-13: BCL-2 antikoru ile negatif boyanma (Kont grubu, x100).

.7' .4- . . : {_4 i’ L : X ~‘ pe :
Sekil 4-14: BCL-2 antikoru ile perisantral tek sira hepatositlerde pozitif
boyanma (skor 1) (Mol grubu, x100).
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Sekil 4-15: BCL-2 antikoru ile peri santral hepatositlerde pozitif boyanma
(skor 2) (Mtx grubu, x100).
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Sekil 4-16: BCL-2 antikoru ile parankimde daginik boyanma (skor 2)
(Mtx grubu, x100).
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Sekil 4-17: BCL-2 antikoru ile Mol-Mtx grubu 6rneklerinde perisantral
hepatositlerde tek sira ve seyrek boyanma (skor 1) (BCL-2, x100).

Sekil 4-18: BCL-2 antikoru ile perisantral hepatositlerde pozitif boyanma

(skor 2) (Mtx-Mol grubu, x200).

43



Sekil 4-19: BCL-2 antikoru ile parankimde daginik ve yaygin hepositer

boyanma (skor 2) (Mtx-Mol grubu, x100).

44



5. TARTISMA

Mtx 16semi, solid tiimorler, lenfoma gibi malignitelerde antineoplastik; romatoid
artrit, psoriyazis, Crohn hastaligi, juvenil dermatomyozit, ve vaskiilit gibi non-tiimdral
bir ¢ok hastaligin tedavisinde imminsiipresif olarak, tibbi nedenlerle gebeligin
sonlandirilmasi i¢in de kullanimaktadir (1-3).

Diisiik doz ve uzun siire kullanim (6zellikle immiinsiipresif olarak) sonrasinda
hepatik fibrozisin hatta sirozun olusabilecegi ile ilgili birgok ¢alisma bulunmaktadir (1,
3). Yiiksek doz kullamimlarda serum transaminaz seviyelerinde artis, kolestaz,
hepatositlerde vakuoler dejenerasyon, inflamasyon gibi toksisite bulgularina yol
acmaktadir (54, 55). Bizim ¢alismamizda Mtx’in hepatotoksik dozu kullanilmis olup
karacigerdeki histomorfolojik degisiklikler degerlendirilmistir. Literatiir ile uyumlu
olarak calismamizdaki karaciger dokularinda portal alanlarda eozinofillerin eslik ettigi
hafif-orta derecede kronik inflamasyon, hafif diizeyde safra duktus proliferasyonu,
ozellikle perisantral hepatositlerde daha belirginlesen vakuoler (hidropik) dejenerasyon
ve seyrek tek hiicre nekrozlari (asidofilik cisimcik) saptanmistir. Hepatositlerdeki
degisikliklerin daha ¢ok perisantral alanda goriilmiis olmasi, karacigerdeki kan akimi
nedeni ile toksik maddeye ilk ve en ¢ok maruz kalinan alan olmasindan
kaynaklanmaktadir (11). Calismamizda, hem histomorfolojik hem de IHK olarak
patolojik degisiklikler, perisantral alanda saptanmistir. BCL-2 antikoru ile apoptoza giden
hepatositler perisantral alanda izlenmis olup Mtx ile etkilenimin daha fazla oldugu
orneklerde perisantral alan yani sira lobiiler alanda da yaygin hepatositer boyanmalar
goriilmiistiir. BCL-2 antikoru ile Mtx grubunda ve Mtx-Mol gruplarinda benzer boyanma
skorlar1 (Skor2) mevcut olup Mol’iin Mtx’den sonra uygulanmis olmasinin, koruyucu
etki saglamadig1 yoniinde degerlendirilmistir. Bunun aksine Mtx’den 6nce Mol verilen
grupta hiicresel diizeyde karaciger hasarinin daha az oldugu (Skor1) saptanmustir.

Mtx’in etki mekanizmasi, folatin aktif formu olan tetrahidrofolik asit in sentezi
icin gerekli olan dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimini inhibe etmesidir. Mtx, DHFR
enzimine folik aside goére 1000 kat daha siki baglandigi bildirilmekte olup folatin
antagonisti gibi etki etmektedir (14, 19). Boylece ozelikle kanser hiicrelerinin de yer
aldig1 hizli boliinen hiicrelerin boliinme ve ¢ogalma siirecini olumsuz etkilemektedir.

Sentez icin gerekli temel vitaminlerden biri olan folat, DNA’nin metilasyonunda,
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tamirinde ve replikasyonunda oynadigi rol ile genomun ifade edilmesinde anahtar niteligi
tasidigindadir (1, 3, 17). Mtx’in kanser tedavilerindeki yiiksek doz kullaniminda
DHFR’nin inhibisyonu daha belirgindir. Diisiik doz Mtx kullaniminda ise purin
metabolizmasini da igeren enzimleri baskilayarak hiicre iginde adenozin birikimini
saglayarak antiinflamatuvar etki gosterdigi yoniindedir. Literatiirdeki bir ¢alismada
haftada bir defa diisiik doz Mtx tedavisi ile T lenfositler basta olmak tizere lenfoid dokuda
proliferasyonun énemli 6l¢iide baskilandig: bildirilmistir (14, 18).

Yiiksek doz Mtx kullanimindan sonra transaminaz seviyelerinde artis oldugu, bir
veya iki hafta sonra enzim seviyelerinin normale dondiigii bildirilmektedir (56). Non-
Hodgkin lenfomasi olan ve tedavide intermediyer doz Mtx (1g/m) kullanilan ¢ocuklarda
yapilan bir calismada, serum AST ve ALT seviyelerinde artis saptanmis olup bir olgu
disindaki diger ¢ocuklarda 2-11 giin icerisinde enzim seviyeleri normale donmiistiir.
Enzim seviyesi yiiksek seyreden hastada kronik hepatit C saptanmis. Ayrica ayni
calismada olgularin serum Mtx degerleri ile karaciger hasar1 arasinda anlamli bir
korelasyon da gosterilememistir (56). Ancak Mtx kullanilmasi gereken durumlarda
zeminde karaciger hastalig1 olan olgularda karacigerde kronik hasarin tetiklenebilecegi
veya akut yetmezlik gelisimine katkida bulunabileceginden Mtx’in dikkatli kullanilmas1
gerektigi sonucuna ulasilmistir. Bizim ¢alismamizda Mtx’in toksik dozda verildigi Mtx
grubunda, AST ve ALT diizeylerinde belirgin artis saptanmamais olup, gruplar arasinda
da istatistiksel farklilik izlenmemistir. Bu bulgu, literatiirdeki eski baz1 calismalardan
farklilik gostermis olmakla birlikte gilincel c¢alismalarda Mtx kullaniminin zaten
transaminaz diizeylerini yiikseltmedigi yoniindedir (57). Ancak Mitx kullanimi
hepatotoksisite agisindan alkol tiiketimi, kronik hepatit ve diyabetes mellitus risk
gruplarini olusturmakta ve dolayisiyla bu hastalarda dikkatli olunmalidir (57). Yine
kronik hastaliklarda karaciger fonksiyonlarinda bozulmalarin olabilecegi bilinen bir
durumdur (58).

Oksidatif stres belirteci olan MDA’nin artisi, MtX’in hiicre membranindaki
ansatiire yag asitlerinin hasar1 sonucunda aktif oksijen radikalleri ile karaciger hasarinda
sebep olmaktadir. MDA, Mtx grubunda serum diizeyleri artmigti. Mtx-Mol grubunda
Kont ve Mol gruplarina gore ve Mtx grubunda Mol grubuna gore anlamli istatistiksel fark
saptand1 (p<0.001). MPO lokositler tarafindan salinan bir metallaprotein ailesinden heme
proteinidir. Oksidatif stresde dnemli bir rol oynar. MPO nun baslica aktivitesi kloridi ve

hidrojen peroksidi enzimatik cevrimle antimikrobiyal potansiyeli yiiksek hipokloride
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doniistiirmektir (59). Calismamizda MPO’nun hem serum diizeylerinde hem de gruplar
arasinda istatistiksel anlamlilik yoktu.

Oksidatif stres lipid peroksidasyonu ile GSH’nin de dahil oldugu diizenleyici
sistem arasindaki dengesizliktir (60, 61). Calismamizda GSH ve GSH-Px diizeyleri Mol
grubu ile Mtx ve Mol grubu ile Mol-Mtx gruplarinda artmis olup istatistiksel olarak
anlaml farklilik gostermekteydi (p<0.001). Bu bulgu, koruyucu dozda uyguladigimiz
Mol’iin, oksidatif stres iirlinlerini temizleyici etkiye sahip GSH etkinligini arttirdigi
seklinde degerlendirildi. Baska bir ¢alismada SOD ve KAT enzim aktivitesinin hasarin
akut fazinda arttigini1 gosterilmistir (61). Bizim ¢alismamizda Kont grubuna gore Mtx
grubunda ve diger biitiin Mtx uygulanmis gruplara gére anlamli istatistiksel farklilik
saptandi (p<0.005). Toksik dozda uygulanmis Mtx grubunda, SOD ve KAT enzim
aktivitesindeki artis, literatiir ile uyumlu degerlendirilmistir.

Mtx’in non-tiimdral hastaliklarda diisiik doz ve uzun siire kullanimu ile iligkili
olarak karacigerde olusan yaglanma ile ilgili ¢calisma ve olgu bildirimleri bulunmaktadir
(62-64). Yaglanmanin, piirinler, timidin ve metionin gereksinimi yiiksek olan ve yiiksek
hiicresel boliinme yetenegine sahip hepatik dokularda folat antagonizmas ile iliskili
olduguna inanilmaktadir (65). Romatoid artrit hastalarindan alinan karaciger biyopsi
orneklerinde hepatik folat eksikligi ve Mtx-poliglutamat birikiminin gosterilmis olmasi
da bu teoriyi desteklemektedir (66). Yaglanma ile ilgili diger suglanan mekanizma,
muhtemelen purin metabolizmasi, poliamin sentezi ve homosistein metabolizmasinin
inhibisyonudur (65). Mtx’e baglh karaciger yaglanmasini tespit edecek biyokimyasal bir
parametre olmamakla birlikte ultrasonografi ve biyopsi materyallerinde yaglanma
kolaylikla gosterilebilmektedir (62). Caligmamizdaki biitiin gruplarin higbir olgusunda
yaglanma saptanmamustir. Bu durum, kullandigimiz Mtx’in kisa siireli kullanimi ile
iligkili olarak yorumlanmaistir.

Antioksidan etkisi nedeniyle serbest oksijen radikallerini (ROS) temizleme
ozelligine sahip GSH ve GSH-px seviyeleri ¢alismamizdaki MOL grubunda ve MTX
grubunda belirgin artis gdstermistir. Bu bulgunun doku diizeyinde yansimasi portal
inflamasyon, safra duktus proliferasyonu ve BCL-2 ile gosterilen apoptozun azalmasi
seklinde olmustur. ROS’lar detoksifiye etme 6zelligine sahip SOD, KAT enzim aktivite
seviyeleri, akut faz hasarinda artmaktadir (5, 34, 54). KAT seviyesi ¢alismamizda sadece
Mol uygulanan grupta artmis olup MOL’iin antioksidan etkisini destekler niteliktedir.
Ancak diger gruplarda istatistiksel olarak anlamli olmayis1 hakkinda net degerlendirme

yapilamamis olmakla birlikte Mtx kaynakli hasar olusturulan hayvanlarda yeterli
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antioksidan etki gostermedigi seklinde yorumlanmistir. SOD enzim aktivitesi MTX
kaynakl1 hasar olusturulan grupta kontrol grubuna gore azalmig, Mol verilen grupta Mtx
grubuna gore artmis, Mol-Mtx grubunda yine Mtx grubuna gore artis saptanmistir.
Boylece Mol’iin antioksidan etkisini ve ROS’u temizleyen (scavenger) etkisini
destekledigini ortaya koymustur.

Romatoloji literatiirinde ALT, AST, ALP degerlerinin iist limitin 2,5 kat1 veya
daha yiiksek 6l¢iilmesi hepatotoksisite bulgusu olarak degerlendirilmektedir (22, 30, 31).
Standart doz (haftada 10-12,5 mg/m2) uygulamasi sonucu artmis hepatik trasaminaz
sonrasinda hepatik fibrozis gelisme olasiligi %15 oranindadir (30). Son yillarda yapilan
bazi g¢aligmalarda toplam doz veya uzun donem Mtx kullanimindan kaynaklanan
karaciger fibrozisinin % 4 civarlarinda oldugu, risk gruplar1 (kronik hepatit, alkol
kullanimi, diyabetes mellitus) disarida tutuldugunda Mtx kullanimu ile karaciger fibrozisi
arasinda dogrudan iliski olmadigi yoniindedir (34, 35). Bizim calismamizda da risk
faktorli tasimayan rat’larda sadece Mtx kullanimi (kisa donem- uzun dénem, toksik doz)
karacigerde fibrozis olusturmamistir. Fibrozis, karacigerin uzun siireli ve kronik olarak
hasarlandig1 durumlarda daha siklikla ortaya ¢iktigindan, ¢alismamizdaki Mtx’in kisa
donem kullanimu ile de fibrozisin olugmayabilecegi seklinde de yorumlanmuistir.

NO tizerinden vazodilatasyon yapan Mol, bu etkisinden dolayi, kronik anginanin
semptomlarinin azaltilmasinda yaygin olarak kullanilan bir proilagtir (4, 5). Ayrica son
yillarda Mol’iin giiclii antioksidan etkisinin yani sira muskiiler distrofide satellit
hiicrelerin farklilasmasi ve aktivasyonu ile birlikte tamir 6zelliginin artmasinda etkili
oldugu bildirilmistir (5, 6). Ayrica tamir edici etkiye notrofilik infiltrasyonu azaltarak da
katki saglamaktadir (5). Kronik karaciger hasarinda aktive olmus kupffer hiicrelerinden
ekstraseliiler matriks proteinleri (tip I, tip III, fibronektin ve matriks metalloproteinaz
gibi) sekrete edilir. Bu da hepatik fibrozisin olusumunda kaynak gorevi gormektedir (36).
Ilging olarak kronik karaciger hastaliklarinda NO asir1 {iretimi ve salmimi, o-SMA’nin
diismesine ve insan karacigerinde kollajen tip I birikiminin azalmasina neden oldugu
kanitlanmistir  (5). Calismamizdaki gruplarin higbirisinde fibrozis saptanmamustir.
Dolayisi ile Mol’tiin hepatik fibrozise nasil etki ettigi veya edebilecegi konusunda ileri

yorum yapilamamis olup bu konuda bagka ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Mtx’in yiiksek doz kullaniminda histomorfolojik olarak da tespit edilebilen ve
daha ¢ok ilag etkisi ile uyumlu hepatotoksisite bulgulart ortaya ¢ikmaktadir. Ancak
fibrozis ve yaglanma goriilmemektedir. Bu bulgular, daha ¢ok diisiik doz ve uzun siire
kullanimlarda (kronik hastaliklarda immiinsiipresif olarak) tanimlanmistir. Dolayisiyla
kisa siireli ve ylksek doz uygulama yaptigimiz c¢alismamizda da bu bulgular
saptanmamaigtir.

Akut hepatotoksisite bulgusu olarak degerlendirilen karaciger transaminazlarinin
(AST, ALT) serum diizeylerinde artigsaptanan bazi ¢alismalarda enzim seviyelerinin
yaklagik iki haftada normale geri dondiigii bildirilmektedir. Bizim c¢alismamizda
transaminaz diizeyinde artis saptanmamistir.Bununla birlikte calismamizda, H&E
diizeyinde seyrek apoptotik hiicreler ve BCL-2 antikoru ile de apoptozun arttig
goriilmektedir. Fakat bu artiglar enzim seviyesinde bulgu vermemektedir. Dolayisi ile bu
bulgular saptanmis olsa da Mtx kullanimim kisitlayict goriinmemektedir. Mtx
kullanilirken karaciger hasarina katkida bulunabilecek, etiyolojiler (kronik hepatit,
diyabet, alkol kullanimi gibi) agisindan olgularin degerlendirilmesi gerektigi akilda
bulundurulmalidir.

Mol, vazodilatosyon, antioksidan ve antiinflamatuar etkilere sahip olup Mtx’e
bagli karacier toksisitesini azaltmis olup, histomorfolojik bulgular hem H&E
boyamasinda hem de BCL-2 antikoru ile yapilan boyamalarda saptanmistir. Ayrica serum
transaminaz diizeyleri ve doku oksidan-antioksidan (SOD, GSH, GSH-Px, KAT, MDA)
diizeyleri ile de destekleyici sonug vermistir.

Ancak koruyucu etkisinin kanitlanmasi ve rutin uygulamada yer alabilmesi igin

baska caligmalara ihtiyag vardir.
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EKLER

EK-1. Ozgecmis

1974 yilinda Malatya’da dogdum. Ilk ve orta dgrenimimi Malatya’da
tamamladim. 1993-1995 yillar1 arasinda Marmara Universitesi SHMYO Patoloji
Laboratuvari boliimiinde 6grenim gorerek mezun oldum. 1996 yilinda Harran
Universitesi Arastirma Uygulama Hastanesinde géreve basladim. Ayn1 hastanede
Patoloji laboratuvari kurulumu ve faaliyete gegmesinde aktif ¢alistim. 2000 yilinda
kurum degisikligi ile halen gérev yaptigim Indnii Universitesi Turgut Ozal Tip
Merkezinde ¢alismaya basladim. 2008-2011 yillar1 arasinda Firat Universite Fen
Fakiiltesi Biyoloji Béliimiinde 6grenim gordiim ve 2011 yilinda onur 68rencisi olarak
mezun oldum. 2014 yilinda Inénii Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali Deneysel

Patoloji Programinda yiiksek lisansima basladim. Orta diizeyde Ingilizce bilmekteyim.

Evli ve iki kiz ¢ocugu babasiyim.
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EK-2. Etik Kurul Onay1

INONU OUNIVERSITES
TIP FAKULTESI
DENEY HAYVANLARI ETiK KURULU KARARI

Toplant: Tarihi : 14-08-2014 ’
Toplant1 Yeri : Tip.Fak.Toplant1 Salonu-Malatya
Arastirma Protokol no.su :2014/A-63

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Tiirii : Sigan

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Soyu : Wistar Albino

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Cinsiyeti  :[JE [ JD  [X]Farketmez
Deneyde Kullamlacak Hayvanin Sayis 140 Adet

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Yast ve Agirh: : Yetiskin, 210-310 gr aras1 agirlikta

Tip Fakiiltesi Ogretim Uyelerinden Dog Dr. Emine Samdanci‘nin yiiriitiictisti oldugu
“Methotrexate ile Olusturulan Karaciger Hasarina Karg1 Molsidominin Koruyucu ve Tedavi
Edici Etkisinin Ratlarda Arastinlmasi” isimli 2014/A-63 Protokol no.lu ¢alismanin dosyasi
incelendi.

Ad1 gegen arastirmanin; aragtirma protokoliine tamamen uyulmak, Inonii Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurul Yonergesi’'nde belirtilen hususlar yerine
getirilmek ve sorumluluk arastiricilara ait olmak tizere ¢alismanin yapiimasinda herhangi bir
etik sakinca bulunmadigina oy birligi ile karar verildi.
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