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OZET

Amag: Bu tez ¢calismasinda, MTX ile olusturulan deneysel akut karaciger hasarina karsi
L-karnitin (L-CAR) ve N-asetilsistein’nin (NAC) ayr1 ayr1 ve kombine verilmesinin
koruyucu etkilerini aragtirmay1 amacladik.

Gerec ve Yontem: Deneysel caligmaya her grubta 8 rat olacak sekilde, toplam 40 adet
rat alind1. 1. Grup kontrol grubu olarak secildi. 2.gruptaki (MTX grubu) ratlara ip olarak
tek doz 20 mg/kg MTX, 3.gruba MTX+ NAC (500 mg/kg) verildi. 4. gruptaki ratlara
MTX+L-CAR (150 mg/kg), 5.Gruptaki ratlara da MTX+ NAC +LCAR verildi.
Calismanin sonunda (6. giin) ratlar genel anestezi esliginde sakrifiye edildi. Ratlarin
kanlar1 alind1 ve karaciger dokular1 ¢ikarildi. Kanda karaciger enzimleri, karaciger
dokularinda ise glutatyon peroksidaz (GPx), malondialdehid (MDA), myeloperoksidaz
(MPO), stiperoksit dismutaz (SOD) , nitrik oksit (NO) calisildi. TNF-a, IL-18, IL-6, IL-
10 ise hem kanda hem de karaciger dokusunda c¢aligildi. Ayrica karaciger dokular
histopatolojik olarak degerlendirildi.

Bulgular: Serum ALT, total billuribin, ALP degerlerinde anlaml fark izlenmemekle
birlikte, AST diizeyi degerlendirildigindeyse MTX’a L-CAR’nin tek basina
eklenmesiyle AST diizeyinde belirgin diisme oldugu, ancak bunun da istatiksel olarak
anlamli olmadig: izlendi. Kan serumumda TNF-o ve l6kotrien diizeylerinde anlamli
degisiklik izlenmedi. Karaciger doku TNF-a diizeyi degerlendirildiginde sadece MTX
verilen grupta kontrole gore arttig1, tedavi gruplarinda TNF-a da azalma goriiliirken, en
belirgin azalmanin ise kombine grupta oldugu goriildii (p<0,009). IL-1pB, IL-6, IL-10
doku diizeyi degerlendirildiginde gruplar arasi istatiksel anlaml fark saptanmadi. NO
diizeyine bakildiginda, MTX grubunda kontrole gore artmis oldugu, MTX’a NAC

eklenmesiyle azalma olurken kombine edilen grupta azalmanin daha belirgin oldugu



gorildii(p<0.02). Karaciger dokusunda calisilan MDA, MPO, GPx, SOD diizeylerinde
gruplar aras1 anlamli fark saptanmadi. Karaciger dokularmin histopatolojik olarak
degerlendirilmesinde ise tiim gruplarda anlamli bir fark goriilmedi.

Sonuclar: MTX’a bagli oksidatif karaciger hasarmma karsti NAC ve L-CAR
kullanilmasiyla histopatalojik degisiklik izlenilmedi. Biyokimyasal degerlerde ve
karaciger doku iizerinde bazi1 parametrelerde anlamli degisiklik izlenilmekle beraber,
¢ogu parametrelerde Onceki c¢alismalara paralel beklenen anlamli farklihik tam
saptanmamustir. Sonug olarak daha uzun siireli toksisite modelleri ve farkli dozlarda

tedavi segeneklerini arastiran ¢caligmalarin yararli olabilecegi diisiintildii.

Anahtar kelimeler: Hepatotoksisite, L-karnitin, Metotreksat, N-asetilsistein,
Oksidatif stres
Damisman: Prof. Dr. Biilent KANTARCEKEN



L-CARNITINE AND N-ASETYLSYSTEINE EFFECTS ON OXIDATIVE LIVER
DAMAGE CREATED BY METHOTREXATE IN RATS
(Specialization In Medicine Thesis)

Dr.Elif INANC
KAHRAMANMARAS SUTCU IMAM UNIVERSITY FACULTY OF MEDICINE
September-2016

ABSTRACT

Aim: In this thesis study, we aimed to investigate that protective effects of separately
and combined administration of L-Carnitine (L-CAR) and N-Asetylsysteine (NAC)
against experimental acute liver injury induced by MTX.

Material and Method: In experimental study, a total of 40 rats were included in each
group to be 8 rats. Group 1 was selected as a control group. The rats in group 2 were
given a single dose MTX 20 mg/kg as ip. The rats in group 3 were given MTX+NAC
(500 mg/kg).The rats in group 4 were given MTX+L-CAR (150 mg/kg). The rats in
group 5 were given MTX+NAC+LCAR. At the end of the study (6th day) rats were
sacrificed under the general anesthesia. Blood samples were taken of rats and their liver
tissues were removed. Liver enzymes were studied in the blood. Glutathione peroxidase
(GPx), malondialdehyde (MDA), myeloperoxidase (MPO), superoxide dismutase
(SOD) and nitric oxide (NO) in the liver tissue were studied. TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10
were studied both in blood samples and liver tissue. The liver tissues were also
evaluated histopathologically.

Findings : ALT, total billuribin and ALP in serum levels was not observed significant
difference, additionally when AST level are evaluated, with the addition of L-CAR
alone at MTX, AST level was significant decline, but it was not found to be statistically
significant. Significant change in TNF-a and leukotriens in blood serum levels were not
observed. When assessing liver tissue TNF-a levels have increased compared with the
control group given only MTX, in the treatment groups experienced a reduction in
TNF-a and maximum reduction was observed in the combined group (p<0,009). When
IL-1B, IL-6, IL-10 tissue levels are evaluated, there was no statistically significant
difference between groups. When NO levels are evaluated, group of MTX is increased
compared to the control group, while the reduction was observed by adding NAC to
MTX, a decrease in the combined group were found to be more pronounced (p<0,02).

In the MDA, MPA, GPx, SOD levels in the liver tissue were no significant differences

\"



between groups. A significant difference in all groups were not observed in the
histopathological evaluation of liver tissue.

Results: Histopathological changes in the use of NAC and L-CAR against oxidative
MTX-induced liver damage was not observed. Significant changes in biochemical
parameters and some parameters on liver tissue was observed. Additionally anticipated
significant difference similar to previous studies was not detected in full for most
parameter. As a result, more long-term toxicity models and studies investigating

treatment options with different doses were thought to be useful.
Key words: Hepatotoxicity, L-Carnitine, Methotrexate, N-Asetylsysteine,

Oxidative stress
The Advisor: Prof. Dr. Biilent KANTARCEKEN
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ALT : Alanin aminotransferaz
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DHFR : Dihidrofolat Rediiktaz
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MDA : Malondialdehid

MPO : Myeloperoksidaz
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MTX : Metotreksat

NAC : N-asetilsistein

NAD : Nikotinamid Adenin Diniikleotid
NADH : Indirgenmis Nikotinamid Adenin Diniikleotid
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1.GIRIS VE AMAC

Karaciger, toksik kimyasal maddelerin atilimi1 ve detoksifikasyonunda onemli
rolii olan bir organdir. MTX ve metabolitlerinin viicuttan atiliminda hem hepatobiliyer
hem de bobrekler birlikte galisir. MTX bdobreklerden sonra en fazla karacigerde
biriktiginden dolay1, yliksek doz uygulanmasi hepatotoksisiteye neden olabilir (1, 2).

MTX I6semi, ¢esitli solid tiimorler, psoriazis, romatoid artrit ve diger bazi
otoimmiin hastaliklarin ve de sarkoidoz, inflamatuar bagirsak hastaliklar1 ve
vaskiilitlerin tedavisinde kullanilmaktadir. MTX, S fazindaki hiicreleri etkileyen folat
antagonisti antimetabolittir. Dihidrofolat anologu olan ilag, hiicre replikasyonunda
anahtar enzim dihidrofolat rediiktaz’a baglanarak piirin ve primidin yapimi i¢in gerekli
tetrahidrofolat sentezini inhibe eder. Piirin ve primidin sentez inhibisyonu apopitozisle
sonuclanan DNA defektlerine yol agar (3, 4).

MTX’mn indiikledigi hepatotoksisitede altta yatan mekanizma tam olarak
aydinlatilamamisken bu durumun etkileri bilinmektedir. En ¢ok c¢alisilan iki etkisi ise
ozellikle karacigeri igeren ¢esitli dokularda serbest radikallere bagli oksidatif streste ve
lipid peroksidasyonunda artmadir. MTX hiicre i¢inde poliglutamat formunda tutulur.
MTX kullanimt ile hiicre i¢indeki poliglutamat formunun miktar1 artar ve folik asit
seviyeleri diiser. Bu da hepatosit nekrozuna sebep olur (5). Poliglutamat formunun
seviyesinin artmasi intraselliller alanda ilacin varligini artirir. Bu mekanizmanin
MTX’1n hepatotoksik etkisinin sebebi oldugu diisliniilmektedir (6).

Antikanser ilaglarla yapilan toksisite calismalarinda oksidatif stres {izerine
dikkat cekilmektedir. Karaciger, bobrek, ince barsak ve merkezi sinir sistemindeki
MTX 1 yan etki mekanizmasi olarak oksidatif stres sorumlu tutulmaktadir ( 2, 7, 8, 9).

Serbest oksijen radikalleri araciligt ile olusan lipid peroksidasyonunun, hiicre
membran hasar1 ile MTX aracili doku hasarinda Onemli bir yeri oldugu
distiniilmektedir. Cesitli kimyasal maddeler tarafindan olusturulan doku hasarinda,
serbest oksijen radikallerine bagli mikrovaskiiler bozukluklar tizerinde durulmaktadir
(10). Serbest radikallerin dokuya dogrudan zarar verici etkileri yani sira; dokuda
karmagik bir sekilde 16kosit birikimini tetikledikleri de gdsterilmistir. Aktiflesen
notrofillerin myeloperoksidaz (MPO), elastaz, proteaz gibi enzimleri sentezledikleri ve

serbest radikalleri ortaya ¢ikardiklar1 izlenmistir (11). Bu sebeple MTX ‘a bagh



oksidatif organ hasarinda karaciger ve bdbrek dokularinda artan MPO seviyeleri,
notrofil birikimi de katki saglamaktadir.

NAC, rediikte glutatyon sentezini stimiile eder, glutatyon-S-transferaz
aktivitesini arttirir, detoksifikasyonu uyarir ve reaktif oksidan radikallerini direkt olarak
etkileyip, temizlerler (12, 13). NAC akut respiratuar distres sendromunda, kronik
bronsitte, kolon kanserinde, protein enerji malnutrisyonunda, diyabette faydalar
gosterilmistir (14, 15, 16, 17).NAC, asetaminofen zehirlenmesi, kontrastin indiikledigi
nefropatide renal protektan, atrial fibrilasyon i¢in koruyucu bir ajandir (18, 19).

L-CAR, hiicresel enerji iiretimi i¢in mitokondriyel matrikse transportu gereken
serbest uzun zincirli yag asitlerinin acilkarnitinlere transformasyonu ic¢in gerekli bir
kofaktordiir (20). L-CAR varligi, yag asidi oksidasyonu i¢in zorunludur. Serbest radikal
tiretimini durdurur ve sonucta hiicresel hasar azaltilmis olur (21). Klinikte diyaliz
hastalarinda, prematur respiratuvar distress sendromunda, hipertiroidizmde,
anoreksiada, kardiyovaskuler hastaliklarda, yagh karaciger, hepatit, hepatik ensefolapati
gibi karaciger hastaliklarinda kullanilmaktadir.

Bizim bu ¢alismadaki amacimiz, kanser ve inflamatuar hastaliklar gibi pek ¢ok
hastalikta yaygin olarak kullanilmakta olan bir antimetabolit olan MTX’1n, meydana
getirdigi oksidatif hasar tizerinde NAC, L-CAR ve bunlarin kombine kullaniminin
oksidan-antioksidan sistem {izerindeki etkilerini ve karaciger histolojisi {iizerine

etkilerini degerlendirmektir.



2- GENEL BILGILER
2.1. Karaciger
2.1.1. Karacigerin anatomisi ve histolojisi

Karnin sag st kadraninda yer alan karaciger, yaklasik olarak ortalama viicut
agirligimin %2 ila %3’linl olusturan en biiylik organdir (12). Karaciger, erkeklerde
1400-1800 gram, kadinlarda 1200-1400 gram agirligindadir (22). Karaciger sag ve sol
lob olmak {iizere iki lobtan olusmaktadir (12). Sag lob, sol lobun yaklasik 6 kati
biiyiikliigiindedir. Karacigerin 6n, arka ve alt olmak {izere {i¢ yiizden meydana gelir.
Karaciger inferiorunda duodenum, sag siirrenal bez, transvers kolon, sag bobrek ile
komsudur, medialde mide ve 6zafagus ile komsudur.

Glisson kapsiilii ince bir bag doku olup karacigerin biitiin yiizeyini kaplamaktadir.
Glisson kapsiilii; damar ve sinir kollartyla karaciger parankimi i¢in destekleyici bir yap1
olusturmakta ve parankimi ikiye ayirmaktadir (13). Glisson kapsiilii iki yapraga
ayrilarak diafragmaya yapisir. Yapisma yerleri arasinda kalan kisim karacigerin
peritonsuz kismi olup, ‘anterior ve posterior koronar ligamentler’ olarak isimlendirilir.
Bu ligamanlar Onde birleserek falsiform ligamani, sagda ve solda  ‘trianguler’
ligamanlar1 meydana getirir (12). Falsiform ligament karacigeri karin 6n duvarina asar.
Karacigerin en alt kisminda oblitere olan sol umblikal venin meydana getirdigi
ligamentum teres hepatis vardir. Karacigeri yiizeysel olarak sag ve sol iki loba falsiform
ve ligamentum teres hepatis ayirir (12). Hepatoduodenal ligamentin iginde ise portal
ven, hepatik arter, ve koledok bulunur. Karacigerin transvers portal fissiirii ile bu
olusumlar birleserek bu fissiiriin arkasinda kaudat lobu Oniinde ise kuadrat lobu

olusturur (23, 24, 25, 26).



Safra kesesi ..  Kuadrat Karaciger

Saifra kenali \fena kava inferior lob

Sekil 2. Karacigerin inferiordan goriiniisii ve anatomik yapilari(Kaynak 27).

2.1.2. Karacigerin arterial ve venoz drenaji

Karaciger ile iligkili damarlar hepatik arter, hepatik ve portal vendir (22).
Karaciger ayn1 anda hem arteriyel hem de vendz kanla beslenmesi sebebiyle diger
organlardan ayrimaktadir. Karacigerin afferent kan akimini hepatik arter ve portal ven
olusturur. Karacigere gelen kanin ise yaklasik %25’ini hepatik arter tarafindan saglanir
(28).

Arteria hepatica propria, truncus coeliacus’dan ¢ikan a.hepaticus communisin

dallarindan biridir. Omentum minus’un iki yapragi arasinda porta hepatis’e gelip vena
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porta hepatis’in dallar1 ile birlikte karacigere dagilmaktadir. A.hepatica propria’nin
dallar1 arasinda anastomoz yoktur (29).

Karacigerin vena portae hepatis ve v. hepaticae olmak iizere iki grup veni
mevcuttur. V. mesenterica superior ve V. lienalis’in birleserek v. portaec hepatisi
meydana getirir. Karacigerde a. hepatica propria’nin dallar1 ile birlikte uzanarak v.
centralis’e acilir. V.centralis’ler birleserek v. hepatica’lar1 olusturur. V. hepatica’lar
vena cava inferior’a acilir (29). Portal ven dalak, pankreas, sindirim kanali ve safra
kesesinden gelen kani karacigere getirir. Portal vende oksijen saturasyonu yaklasik %85

olup, karacigerin oksijen ihtiyacinin %50 ‘sini hepatik arter saglar.

2.1.3. Mikroskopik anatomi

Karacigerin en kiiciikk fonksiyonel birimi lobiil olup lobiiliin asil yapisini
hepatositler meydana getirir. Hepatositler karaciger lobiilii i¢ginde kordonlar olusturup
portal alandan santral vene dogru uzanirlar. Bu kordonlar (Remarck kordonlar)
arasindaki mesafe siniizoid olarak tanimlanmakta olup kan akimi burada portal alandan

santral vene dogru uzanmaktadir.

Sinuzoidler ile hepatositlerin bazolaterali arasindaki potansiyel bosluk ise disse araligin
olusturmaktadir. Bu yap1 besinlerin, proteinlerin ve diger molekiillerin aktif ve pasif
olarak hiicreye alinmasini gorev yapmaktadir. Hepatositlerin apikal bolgesindeki
kanikuler membrandan safra komponentlerinin sekresyonu yapilmaktadir (30-32).
Karacigerde ayrica hepatositler disinda stellat hiicreler (ito= yag depolayan hiicreler),
kupfer hiicreleri, endotelyal hiicreler, safra kanal hiicreleri ve destek hiicreleride

bulunmaktadir.



Safra kanali

. ...‘ --:;. :..EE_J 'I‘ il

epat Hepatik Karacigerin

Hpaii

pffer hiicresi atik hicreler

. . Santral kanal
portal venin arterin icine siniizoidler  (karacigerin disina
idaly dall | kan akis| kan akisi)

Sekil 3. Karacigerdeki kan ve safra akis yonlerini gostermektedir (Kaynak 33).

Kupffer
hiicresi

Safra
kanal

Portal ven Hepatik

FPortal triad

Sekil 4. Karacigerdeki kan ve safra akis yonlerini gostermektedir (Kaynak 33).




Portal alan; veniil, arteriol, safra kanali sisteminin bir pargasi, lenfatik ve bu
yapilar1 destekleyen bag dokudan meydana gelir. Asinus ise portal alan ile komsu
santral ven arasinda kalan liggen seklinde bir birimdir. Hepatik asiniis modeli
hepatositlerin, bol oksijenli kandan yararlanma derecelerine gore ii¢ zona ayrur.
Periportal alan "alan 1” en iyi kanlanan alan olup, en az kanlanan periveniiler alan "alan
3", ikisi arasinda kalan alan ise “alan 2”olarak isimlendirilmekte olup iskemiden en ¢ok

ticlincii alan etkilenmektedir (Sekil 5).

Lobil
Santral ven
Fortal Alan
Asinus,
Alan123
Hepatosilar
N [ [ [ [ [ [ [ [ e
Santral ven efe— Disze arahl _——

~

——————————— e —S— —— Porfal ven

/ FIFIFEEEFFEFEE

Sekil 5. Karaciger lobiil zonlarinin sematik goriiniimii (Kaynak 34).

Karaciger sinir pleksusu T7-10 sempatik gangliyonlar, sag-sol vagus ve sag

frenik sinirden gelen dallarin ¢olyak pleksus ile birlesmesinden meydana gelir.



2.1.4. Karacigerin fonksivonlari

Metabolizma ile ilgili fonksiyonlari; Karbonhidat metabolizmasi ile ilgili fonksiyonlar

glikojenin depo edilmesi glikojenoliz, glukoneogenez, ve glukozun pentoz fosfat
yolunda yikimi, glukozun diger monosakkaritlere ve yaga doniistiiriilmesinden
sorumludur (35, 36). Lipidler iizerinde, yag asitlerinden trigliserid olusumu, yag
asitlerinin sentezi ve oksidasyonu, fosfolipid, keton cisimleri, lipoprotein, safra asitleri
ve kolesterol sentezinden sorumludur.

Aminoasit metabolizmasi ile ilgili olarak da deaminasyon, transaminasyon, ,
endojen aminoasitlerin ve plazma proteinlerinin sentezi, Ure, kreatinin safra asidi ve
porfirin sentezinden sorumludur (37).

Bilirubin metabolizmasi ile ilgili fonksiyonlari; Bilirubinin olusturulmasi, hiicreye

alinmasi, konjugasyonu ve atilmasi.

Demir metabolizmasi: Viicuttaki hemoglobinin hem molekiiliinde bulunan demirin

haricindeki geriye kalan demirin biiyiik bir kismu karacigerde ferritin olarak depo
edilmektedir. Karaciger hiicrelerinde bulunan ve demir ile birlesebilen apoferritin adli

protein kan demirinin tampon goérevini yiiriitiir (36, 38).

Vitamin metabolizmasi: A, D, E, K ve B 12 vitaminlerinin ana deposu karacigerdir (38,
39).

Ekskresyon ve detoksifikasyon fonksiyonu; Cogu ilaglar karacigerde p450 enzim

sistemi tarafindan metabolize edilmektedir. Ilaclarin ve de kolesterol, aldosteron,
Ostrojen, tiroksin gibi hormonlarin fazlasmin detoksifikasyonunu veya safra ile
atilmasii saglar. Karaciger harabiyetinde, bu hormonlardan birinin ya da bir¢ogunun
viicutta birikip asir1 faaliyetine neden olabilmektedir (40). Steroid hormonlar
karacigerde metabolize edilirler.

Depolama fonksiyonu; Glikojen, demir ve bakir, vitamin B12 ve vitamin D‘nin

depolanmasini saglamaktadir (37).

Hematolojik ve Immmunolojik fonksiyonu; Karaciger kan pihtilasmasinda rol oynayan
proteinlerin ve de fibrinojen, protrombin ve faktor V, VII, VIII, IX, X, XI ve XIIL.
sentezinde gorev yapar. Karacigerde ayrica embriyolojik yasamda hematopoetik
sistemin temel hiicreleri olan megakaryositlerin, miyelositlerin, eritroblastlarin,
eritrositin Uretitimi yapilir. Dogumdan sonra duran bu fonksiyon, kemik iliginin

gorevini yapamadigi durumlarda tekrar aktif hale donebilmektedir (39, 41).



Safra tliretimi ve salinimi: Safra, bilirubin basta olmak {izere, safra tuzlari, kolesterol,

fosfolipitler, su, inorganik elektrolitler ve bircok metabolitin karisimindan olusundan bir
¢Ozeltidir. Safranin hemen tamami, baslica distal ileumda olmak iizere, ince
bagirsaklarda geri emilirek enterohepatik dolagima girmektedir. Safra tuzlarinin
olusumu ve salgilanmasindaki bozukluklarda yagda eriyen vitaminlerin (A, D, E, K
vitaminleri) emilimi bozulur (32). Giinliik 500-1500 ml civarinda safra salgilanmakta
olup osmolalitesi 300 mOsm/kg’dir.

Karacigerde sentezlenen safra, kanalikiiller araciligi ile intrahepatik safra
kanalciklarina, buradan da sag ve sol karaciger safra kanallarina dogru akar. Sag ve sol
safra kanallar1 porta hepatise birleserek ortak safra kanalim (duktus hepatikus
komminis) olusturur. Karacigerden ¢ikan duktus hepatikus komminis safra kesesinden
gelen sistik kanalla birleserek duktus koledokusu olustirur ordan da duodenuma bosalir

(24, 35).

2.1.5. ilaclarla olusan Karaciger hasarlari

Hastaneye yatan ikterli hastalarin %2’sinde, fulminan hepatit ve karaciger
yetersizligi olanlarin %25’inde ve tiim karaciger biyopsilerinin %35-10’unda ilaglarin rol

oynadig1 gosterilmistir (42-44).

Tablo 1. ilaglarla olusan karaciger hasarlar1 ve histolojik tipleri (Kaynak 45, 46).

Hasar Tipleri

Hepatit Akut, Kronik

Konfluent nekroz Zonal, Multilobiiler

Kolestaz Akut, Kronik

Yagh degisiklik Makrovezikiiler, Mikrovezikiller

Graniilomlar

Fibrozis

Siroz

Vaskiler bozukluklar Budd-Chiari sendromw, Hepatoportal skleroz,  Peliosis
hepatit, Sinilizoidal dilatasyon, Venookluziv hastahk

Neoplazmlar Hepatosclliiler  ademom,  Hepatoselliler  karsinom,
Kolanjiokarsinom, Anjlosarkom




Ilagla olusan karaciger hasarlari genis bir morfolojik spektruma sahip olup

karaciger hastaliginin hemen hemen tiim histolojik paternleri izlenebilmektedir (45, 46).

Yagh degisiklik (Steatozis):

Steatozis yag damlalarinin  bliylikligiine bagli, mikrovezikiiler ve
makrovezikiiler olmak iizere iki gruba ayrilabilir. Makrovezikiiler yagli degisiklikte
lipid globiilii sitoplazmay1 tamamen doldurup niikleusu perifere iter. Bunu olusturan
sebepler ise basta alkol olmak iizere; kortikosteroidler, metotreksat, L-asparajinaz,
fosfor, karbontetrakloriir (CCly ) ve total parenteral beslenmedir.

Mikrovezikiiler yagl degisiklikte, multiple kiiciik yag damlaciklar1 hepatositi
doldurur, fakat niikleus santralde yer alir. Bunu olusturan sebepler arasinda ise; valproik
asit, yiiksek dozlarda parenteral tetrasiklin, siddetli salisilat intoksikasyonu sayilabilir
(47, 48).

Hidropik dejenerasyon (Hiicresel sisme):

Zedelenen hiicrelerin hemen hemen hepsinde meydana gelen ilk belirtidir.
Mikroskobik olarak, sitoplazmada kiigiik berrak vokuoller gorilebilir; bunlar
endoplazmik retikulumun sisen parcalarini gosterir. Bu tip Oldiiriicii olmayan
irreversible zedelenme hidropik dejenerasyon (vakuoler dejenerasyon) olarak bilinir ve

toksik veya immunolojik olarak meydana olusur (49).

Konjesyon;

Venoz kanin dokudan uzaklasmasinda yetersizlige bagli gelisen pasif bir olaydir (49).

2.2. Metotreksat (MTX)

MTX, 16semi, ¢esitli solid tlimdrler, psoriazis, romatoid artrit ve diger bazi
otoimmiin hastaliklarin tedavisinde 40 yildan daha uzun siiredir yaygin olarak
kullanilmaktadir. Son zamanlarda sarkoidoz, inflamatuar bagirsak hastaliklart ve

vaskiilitlerde de kullanilmaktadir (3, 4).

2.2.1. Etki mekanizmasi

Tek karbon fragmanlarinin transferini igeren reaksiyonlarda folik aside baglh
enzimler kullanilir. DNA ve RNA sentezi i¢in gerekli olan piirin ve pirimidin

niikleotidlerinin sentezinin énemli bir komponenti olan timidilatin iiretiminde THF rol
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oynamaktadir (50). DHF’nin Tetrahidrofolat’a (THF) ’a doniisiimii i¢in dihidrofolat
rediiktaz (DHFR) enzimine ve Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat’a (NADPH)
ithtiya¢ vardir. MTX, S fazindaki hiicreleri etkileyen folat antagonisti antimetabolittir.

Kimyasal yapis1 agagidaki gibidir:

CO,°

|

i
CONH—CH

CO°

Sekil 6. Metotreksatin kimyasal yapis1 (Kaynak 51).

Dihidrofolat anologu olan bu ilag, hiicre replikasyonunda gorevli énemli bir
enzim olan dihidrofolat rediiktaz’a baglanip piirin ve primidin yapimi i¢in gerekli olan
tetrahidrofolat sentezini inhibe etmektedir. Bu nedenle MTX tetrahidrofolat sentezini
inhibe ederek piirin, pirimidin metabolizmast ve DNA sentezini igeren pek ¢ok
metabolik yolu etkileyip, apopitozisle sonuclanan DNA defektlerine sebep olur (3, 4,
52). MTX’in ayrica kaspaz aktivasyonuna yoluyla apopitozise sebep oldugu
gosterilmigtir (53).

MTX’in yapisinda birden fazla metil olup DHF’deki hidroksil (OHY) grubu
yerine NH, bulunur. MTX, DHF’yi THF’ye ¢eviren DHFR enzimini inhibe eder (54).
MTX folilpoliglutamil sentetaz ile 1-4 glutamat gruplarinin eklenmesiyle poliglutamat
forma dontistiiriilen bir ilagtir. Poliglutamat yapt muhtemelen tiim hiicrelerde bulunur.
Poliglutamat formun 6l¢iimleri eritrosit, karaciger, fibroblastlar ve kemik iligi myeloid
serisinde yapilmistir. MTX poliglutamatlart hiicre iginde tutulur ve DHFR enzimine
baglanarak DHF ile yer degistirir (55, 56). Timidilat sentazin ve piirinin sentezinde rol
oynayan transformilaz enzimlerinin inhibisyonu, MTX’in iki poliglutamat metaboliti
tarafindan meydana gelir (58). MTXin hiicrelerdeki toksik etkileri digsaridan ilag olarak
verilen folinik asit (N5—formiltetrahidrofolat) tarafindan antagonize edilir; folik asidin

kendisi ise bu durumda THF’ye donilisemediginden antidot olarak etkinlik olusturamaz.
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2.2.2. Farmakolojik ozellikler

MTX 25 mg/ kg dozdan daha az miktarlarda oral olarak kullanildiginda
gastrointestinal sistemden tama yakin oranda absorbe olmasina ragmen, artan dozlarda
bu oran azalacagmdan IV yol tercih edilmektedir. Ila¢ plazmadan 3 fazli sekilde
temizlenir. Hizl1 distriblisyon fazini, renal klerensi gosteren ikinci faz izler (2-3 saatlik
yar1 omiir). Uciincii fazdaki yarilanma 6mrii ise yaklasik olarak 8- 10 saat siirer (58).
Eliminasyonun bu son doneminde, bobrek hasar1 yiiziinden meydana gelecek uzama,
ilacin kemik 1ligi, gastrointestinal epitel ve cilt tizerindeki toksik etkilerinin artmasina
sebep olur. MTX’ in plevral ya da peritoneal kavite gibi viicut bosluklarina dagilimi ise
yavas olmaktadir. Ancak, asit ya da plevral efiizyon gibi nedenlerle meydana gelecek
genislemelerde, bu bolgeler ilag deposu gibi davranip ilacin yavas salinimina sebep olup
plazma konsantrasyonundaki artig1 devam ettirip v daha ciddi toksisite bulgularina yola

agabilir.

MTX’1n yaklasik olarak %50’si plazma proteinlerine baglanir ve sulfonamid,
salisilat, tetrasiklin gibi ilaglarla birlikte kullanildiginda ise plazma diizeyi artar.
Probenesid MTX'in tiibiiler sekresyonunu inhibe ettigi i¢in kontrendikedir (59). Verilen
dozun %90’a kadar olan kismi, en ¢ok da ilk 8-12 saat i¢inde olmak iizere 48 saat i¢inde
degismeden idrarla atilir. MTX’1n bobreklerden atilimi, glomeriiler filtrasyon ve aktif
tiibiiler sekresyon yolu ile olur. Bu nedenle, renal kan akimini azaltan, nefrotoksik ya da
zay1f organik asit yapisindaki ilaglarla birlikte kullanimi, renal atilimi azaltarak daha
ciddi myelosupresyona sebep olabilirr. MTX’mn santral sinir sitemine, sistemik

dolasimdaki dozunun yaklasik %31 kadar1 gecis gostermektedir (60).

Metotreksat’in hepatotoksisitesi;

MTX’1n hepatotoksik etkisinin mekanizmasi1 heniiz tam olarak agiklanamamstir
(61). MTX karacigerde enzimatik bir sistem araciligiyla major ekstraselliiler metaboliti
olan 7 hidroksimetotreksata doniisiir (62). MTX hiicre iginde poliglutamat formunda
tutulur. MTX kullanimi ile hiicre igindeki poliglutamat formunun miktar: artar ve folik
asit seviyeleri diiserek hepatosit nekrozuna neden olur (5). Poliglutamat formunun
seviyesinin artmasi intraselliller alanda ilacin miktarm1 arttirmaktadir. Bu
mekanizmanin MTX’in hepatotoksik etkisinin sebebi oldugu diisiiniilmektedir (6).

Ldsemi, psoriazis ve romatoid artritin MTX ile tedavisi sirasinda gelisen hepatotoksisite
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gozlenebilmektedir. Non spesifik yagli degisiklikler, niikleer polimorfizm, hepatosit
nekrozu, kronik portal inflamasyon, fibrozis ve siroz gibi patolojik lezyonlar izlenebilir
(63).

Diisiik doz uzun doénem MTX tedavisi alan psoriasisli hastalarindaki siroz
gelisme riski %7°dir. Takip edilen hastalarin yaklasik %8’de transaminazlarin normalin
ti¢ kat1 kadar yiikseldigi gosterilmistir (4). MTX’in neden oldugu toksisitenin, tedavinin
stiresi, doz miktarlari, hastaligin tipi, risk faktorleri ile genetik ve molekiiler apopitotik
faktorler gibi birgok faktdriin etkilesimiyle olustugu diisiiniilmektedir (61).

Ayrica MTX piruvat dehidrojenaz, 2- oksogluterat dehidrojenaz, ve sitosolik
nikotinamid adenozin difosfat (NADP) bagimli dehidrojenazi inhibe eder. Nikotinamid
adenozin difosfat, reaktif oksijen radikallerine karsi koruyucu bir antioksidan olup,
rediikte glutatyonun fliretilmesinde kullanilir (61, 64). MTX kullanimina bagli olarak
diisen NADP seviyeleri, hepatositleri reaktif oksijen radikallerine kars1 duyarlilastiran

glutatyon seviyelerinin diismesine ve bu da hepatosit hasarina neden olur (4, 61).

Metotreksat toksisitesi ve oksidatif stres:

Antikanser ilaclarla yapilan toksisite caligmalarinda oksidatif stresin 6nemi
belirtilmistir. Karaciger, bobrek, ince barsak ve merkezi sinir sistemindeki MTX’1n yan
etki mekanizmasi olarak oksidatif stres sorumlu gosterilmistir (2,7-9).

Serbest oksijen radikalleri araciligt ile olusan lipid peroksidasyonunun, hiicre
membran hasar1 ile MTX aracii doku hasarinda o©nemli bir yeri oldugu
distiniilmektedir. Cesitli kimyasal maddeler tarafindan olusturulan doku hasarinda,
serbest oksijen radikallerine bagli mikrovaskiiler bozukluklar {izerinde durulmaktadir
(10). Serbest radikallerin dokuya dogrudan zarar verici etkileri yami sira; dokuda
karmasik bir sekilde 16kosit birikimini tetikledikleri de gosterilmistir. Aktiflesen
notrofillerin myeloperoksidaz (MPO), elastaz, proteaz gibi enzimleri sentezledikleri ve
serbest radikalleri ortaya c¢ikardiklart izlenmistir (11). Bu sebeple MTX ‘a bagh
oksidatif organ hasarinda karaciger ve bobrek dokularinda artan MPO seviyeleri,
notrofil birikimi de katki saglamaktadir.

HeLa hiicresi mitokondrisinde 2-okzogluterat dehidrojenaz, piriivat dehidrojenaz
ve nikotinamid adenindintikleotid (NAD) bagimli enzimler ile sitozolik NADP bagimli
dehidrojenazin MTX tarafindan inhibisyona ugratildig1 izlenmistir. Babiak ve ark. heLa

hiicrelerinde MTX 1n glutatyon seviyelerini azalttigini géstermislerdir (64). Devrim ve
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ark. oksidatif stresin MTX’a bagli nefrotoksisitede Onemli bir yeri oldugunu
gostermislerir (9). Jahovic ve ark. MTX uygulanan ratlarin kan, karaciger, bobrek ve
ince barsak dokularinda glutatyon seviyelerinde azalma, inflamatuvar yanitin gostergesi
olan MPO aktivitesinde artma ve MDA seviyelerinde ise belirgin artis oldugunu

gostermislerdir (8).

2.3. Serbest Radikaller

Elektronlar orbital denen boélgelerde donerler. Her orbital normal sartlarda
birbirine zit yonde donen 2 elektron ihtiva eder. Serbest radikaller ortaklanmamis
elektron igerir. Bu da en sik olarak elektron transfer zincirinde olusan elektronlarin
transferi ile veya oksidazlar ile tek elektron transferi ile olusur. Serbest radikallerin bir
baska olugsma sekli de molekiildeki baglarin homolitik olarak parcalanmasi sonucu
elektronlardan her birinin farkli atomlar {izerinde kalmasiyla olur (66, 67).

Viicutta, cesitli serbest radikaller tiirleri normalde belirli fonksiyonlari
gerceklestirmek igin tiretilir. Stiperoksit (O;"), hidrojen peroksit (H,O,) ve nitrik oksit
(NO), normal fizyoloji i¢in gerekli olan, fakat yaslanma siirecini hizlandirdigia ve
hastalik durumlarinda seliiler dejenerasyona aracilik ettigine inanilan reaktif oksijen
tiirtinde ti¢ serbest radikaldir. Bu ajanlar birlikte proteinler, lipidler ve DNA ya hasar
veren, yiiksek dlciide aktif singlet oksijen, hidroksil radikalleri ve peroksi nitritleri {iretir
(68, 69).

Biyolojik serbest radikaller olduk¢a dayaniksiz ve aymi zamanda reaktif
molekiiller olup, hiicredeki diger molekiillerle etkilesime girerek oksidatif hasar
meydana getirirler. Oksidatif stres; herhangi bir nedenle oksidan iiretiminde artis ve
antioksidan savunma mekanizmalarinda yetersizlik nedeniyle aradaki dengenin
antioksidan aktivite aleyhine bozulmasi sonucunda olusan doku hasar1 olarak
tanimlanmaktadir (69).

Ateroskleroz, kanser, inme, iskemi reperflizyon hasari, Parkinson hastaligi,
katarakt, kronik bobrek hastaligi, diabetes mellitus, hepatit, siroz, pankreatit, amfizem,

preeklampsi gibi bir¢ok hastalikta oksidatif hasarin rol oynadigi bildirilmektedir (70).
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2.3.1.Reaktif oksijen tiirleri

Literatiirde oksijen radikallerini ve ilgili radikal olmayan tiirleri tanimlamada
pek cok farkli terim kullanilmistir. Reaktif oksijen radikalleri (ROS), radikal olmayan
oksijenden derive bazi birlesikleri ve oksijen radikallerini kapsar (tablo 2). Pek cok
biyolojik molekiil nonradikaldir. Serbest radikaller, nonradikallerle reaksiyona

girdiginde, yeni radikaller olusur ve zincir reaksiyonlari meydana gelebilir (71).

Tablo 2. Bazi reaktif oksijen tiirleri( Kaynak 71).

Serbest Radikaller Nonradikaller

ROS ROS
Sutperoksit, Oz*" H,0,
Hidroksil, OH" Hipobromik asit, HOBr
Hidroksiperoksil, HO, Hipokloréz asit, HOCI
Karbonat, Cog*" Ozon, O;
Peroksil, RO, Singlet oksijen, 0,'Ag
Karbon dioksit radikal, COZ*' Organik peroksit, ROOH
Singlet 0,'Xg" Peroksinitrit, ONOO

Peroksinitrat, O,NOO"
Peroksinitroz asit, ONOOH
Peroksimonokarbonat, HOOCO,

Reaktif klorin tirleri Reaktif klorin tiirleri
Atomik klorin, cl Nitril klorit, NO,CI
Kloramin
Klorin dioksit, ClO,
Reaktif bromin tirleri Reaktif bromin tirleri
Atomik bromin, Br' Bromin klorit, BrCl
Reaktif nitrojen tirleri Reaktif nitrojen turleri
Nitrik oksit, NO* Nitroz asit, HNO
Nitrojen dioksit, NOZ* Nitroksil anyon, NO
Nitrat radikali, N03* Peroksinitrit, ONOO"

2.3.1.1. Siiperoksit radikali (02-)

O, okside nikotinamid adenin dintikleotit (NAD) i¢in, indirgenmis nikotinamid
adenin diniikleotidin (NADH) oksidasyonu sirasinda mitokondrial elektron tarnsfer
zinciri tarafindan ve oksidazlar gibi bazi enzimlerin yan iiriinii olarak olusur.
Elektronlarin yaklasik % 4’1, solunum zincirine O, formunda katilir. Oy, vaskiiler

fonksiyonun regiilasyonu, hiicre boliinmesi, enflamasyon, apopitoz, ve notrofilin
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bakteriyel aktivitesi tlizerine faydali etkileri vardir. O, in azaldiginda, bakteriyel
enfeksiyonlara duyarlilikta artisa neden olur (68).

O, “in seliiler seviyeleri, siki regiilasyon altindadir. Asirt artmig O, diizeyleri,
0, 1 H,O, ve oksijene ¢eviren SOD enzim ailesinin aktivitesi ile kaldirilir. O, asir1
derecede olusumu, bozulmus hiicresel metabolizma sahip komplikasyona egilimli
dokularda meydana gelir. ATP sentaz inhibe olur ve elektron transfer yavaslar. Bu, iki
yolla, siiperoksitin agir1 iiretimine neden olur. Birincisi, yiiksek reaktif kuinon ara
maddelerinin yar1 dmrii uzar, molekiiler oksijen ve siiperoksit formlarini birlestirmek
icin elektronlarin serbest kalimi artar. Ikincisi, elektron taranfer zinciri artik NAD’1
yeniden liretemediginde, NADH oksidaz enzimi aktive edilir ve bir yan iirlin olarak

stiperoksit tiretir (68).

NADPH oxidase/
0, other oxidases

Electron
transport chain

Sekil 7. Oksijenin yiiklii durumlar1 ve hiicre i¢indeki oksijen radikallerinin olusumu,
detoksifikasyonu. Hiicre igindeki biyokimyasal reaksiyonlara katilan molekiiler oksijen
gibi, elekronlarda molekiiller arasinda hareket eder ve yiiksek oranda reaktif ara {irtinler
iretilir. Bunlar, daha sonra spesifik enzim aktiviteleri ile kaldirilir. Bu reaksiyonlar
yukaridaki semada 6zetlenmistir (68).
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2.3.1.2. Hidrojen peroksit radikali (H202)

H,0,, siiperoksitin spontan olarak veya SOD’1n katalizledigi dismutasyon sonrasi
iiretilir. Uretildigi yerde kalan siiperoksitin aksine, H,O, sitozol boyunca ve membranlar
arasindan yayilabilir. Bu ROS, bakterilere karsi olan 16kosit aracili savunmanin bir
birlesenidir. Ciinkii H,O,, giiclii oksidan bir ajandir. Hiicreler, H,0,’yi suya ¢evirmek
icin cok miktarda katalaz, glutatyon ve tioredoksin ekprese eder. H,0,, serbest Fe*" ile
reaksiyona girdiginde, demir oksitlenir ve hidroksil radikalleri iiretilir. Hidroksil
radikalleri iiretiminin, doku hipoksisi ve endotel hasarina yol agan vazodilatasyonun

kaybolmasi igeren pek cok ciddi sonuglar1 vardir (68).

2.3.1.3. Nitrik oksit (NO)

NO, NO sentaz (NOS) olarak bilinen sitozolik enzim aktivitesi yoluyla iiretilir.
NOS’un kalsiyum bagimli izoformlari, enflamasyon ve hiicre aktivasyonuyla iliskili
indiiklenebilir izoformlar1 mevcuttur. NO, iyon kanallarini kontrol eden guanilat siklazi
aktive ederek vaskiiler tonusun diizenlenmesinde major rol oynar. Ek olarak, NO
oksijen-baglanma bolgelerine yarigsmali olarak baglanarak, sitokrom oksidazin direkt
inhibisyonu yoluyla hiicresel solunumu diizenler. NO’in ayrica ndrotransmitter olarak
rol oynadigina inanilmaktadir. Daha 6nemli olarak, NO bazi ortamlarda antioksidan
olarak davranir ve lipid peroksidasyonunu engeller. Fakat siiperoksit arttiginda, NO
stiperoksit ile peroksinitrit olusturmak iizere reaksiyona girer ve prooksidan hale gelir

(68).

2.3.1.4. Hidroksil radikali

Hidroksil, bilinen en reaktif radikaldir. Amino asitler, niikleik asitler, organik
asitler fosfolipidler ve sekerler gibi biyokimyasal maddelerin bir ¢coguyla reaksiyona
girebilir. Tek atom halinde ve bir elektronu eksik olan oksijen ile H' ‘in birlesmesinden
olusur. Gamma radyasyona maruz kalan dokularda da hidroksil radikali olusabilir.
Alinan enerji hiicre suyu tarafindan absorbe edilir ve sudaki oksijen-hidrojen kovalent
baginin par¢alanmasina neden olur. Béylece hidrojen ve oksijen lizerinde dis orbitalde
tek elektron kalir ve 2 radikal olusur. Hidroksilin yarilanma 6mrii ¢ok kisadir ve pek

cok molekiilden H atomu ¢ikarilmasini saglar (66, 72).
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H-OH — H +'OH

2.3.2. Serbest radikallerin etkileri

2.3.2.1. Lipid peroksidasyonu

Membranda bulunan yag asitleri ve kolesteroliin doymamis baglar1 serbest
radikallerle reaksiyona girip peroksidasyona neden olabilir. ilk 6nce yag asidi hidrojen
ve kendi iizerinde birer elektron kalacak sekilde parcalanir ve lipid radikalini olusturur.
Lipid radikali de oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksil radikalini olusturur. Lipid
peroksil radikali de diger doymamuis yag asitleriyle reaksiyona girer. Boylece zincirleme
bir baslamis olur. Ayrica lipid peroksiller ortamdaki hidrojen atomlar1 ile de reaksiyona
girerek lipid hidroperoksidleri de olustururlar (66, 73, 74).

Lipid peroksidler daha sonra MDA ve 4-hidroksi nonenal gibi yikim iiriinlerine
dontisiirler (66, 74). Bu yikim iiriinleri de DNA veya proteinlerle reaksiyona girebilir ve
mutajeniktirler. U¢ veya daha fazla cift baga sahip yag asidlerinin peroksidasyonu
sonucu MDA olusmaktadir. Bu da tiyobarbutirik asid reaktif maddeler olarak
Ol¢iilmektedir. MDA lipid peroksidasyonunun siddetiyle orantili olarak artar, ancak
spesifik degildir. Ayn1 zamanda membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve gapraz

baglanmasina neden olabilir (66, 73).

2.3.2.2. Proteinlere etkisi

Proteinlerin oksidatif olarak, spesifik aminoasitlerin oksidatif modifikasyonu,
serbest radikal aracili peptid ayrilma ve lipid peroksidasyon firiinleriyle reaksiyon
nedeniyle protein ¢apraz baglarinin olusumu seklinde ii¢ yolla modifiye olur. Serbest
radikal aracili protein modifikasyonu, enzim proteolizine yatkinlig1 arttirir. Protein
tirtinlerindeki oksidatif hasar, enzim, reseptdr ve membran transportu aktivitesini
etkileyebilir. Oksidatif olarak hasarlanan protein {iriinleri, membran ve pek cok seliiler
fonksiyon hasarima neden olabilen c¢ok reaktif gruplari icerebilir. Peroksil radikali,
genellikle proteinlerin oksidasyonuna neden olan serbest radikal tiirii olarak kabul edilir.
ROS, proteinlere hasar verir ve aminoasitlerde modifikasyona neden olur, karboniller
iiretir. Protein oksidasyonu, yaslanmaya neden olan sinyal iletim mekanizmasi, enzim

aktivitesi, 1s1 stabilitesi ve proteolizis duyarliligini etkiler (74).
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2.3.2.3. DNA iizerine etkisi

DNA ve RNA, oksidatif hasara kars1 duyarlidir. Ozellikle yaslanma ve kanserde,
DNA’nin major hedef oldugu gosterilmistir. Oksidatif niikleotidlerin, UV 1sinlar
altinda olusan DNA’nin oksidatif hasar1 veya serbest radikal hasar1 nedeniyle arttiklari
bulunmustur. Kanseride igeren pek ¢ok hastalikta rol oynayan mitokondrial DNA’nin

oksidatif hasara duyarli oldugu gosterilmistir (74).

2.4. Antioksidan Sistemler

Antioksidan, serbest radikallere elektron veren ve onlar1 notralize eden yeteri
kadar stabil bir molekiildiir. Boylece serbest radikallerin hasar verme kapasitesini
azaltir. Bu antioksidanlar, serbest radikalleri temizleme o6zelligi sayesinde hiicresel
hasar1 geciktirir ya da inhibe eder (74, 75). Diisiik molekiiler agirlikli antioksidanlar,
serbest radikaller ile reaksiyona girer ve vital molekiiller hasarlanmadan 6nce zincir
reaksiyonunu sonlandirirlar. Bu antioksidanlardan glutatyon, ubikinol ve iirik asitinde
dahil oldugu bazilari, viicudun normal metabolizamas1 sirasinda iiretilir (74, 76).

Diger daha hafif antioksidanlar diyetin igerisinde bulunur. Viicutta serbest
radikalleri ortadan kaldiran ¢ok sayida enzim sistemi olmasina ragmen, esas
mikrobesin(vitaminler) seklindeki antioksidanlar vitamin E (a-tokoferol), C vitamini
(askorbik asit) ve B karotendir (74, 77). Viicudun iiretemedigi bu mikrobesinlerin, bu

nedenle diyet ile alinmas1 gerekmektedir.

2.4.1. Antioksidan koruma sistemi

Antioksidanlar 4 farklit mekanizma ile oksidanlar etkisizlestirirler;

1. Scavenging (temizleme) etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklinde olan
bu etki enzimler tarafindan yapilir.

2. Quencher (baskilama) etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme
seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.

3. Onarma etkisi; hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi
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4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarim1 engelleyen agir
metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan
yapilir.

Intraseliiler ve ekstraseliler ortamdaki enzimatik ve nonenzimatik

antioksidanlar, ROS detoksifiye ederler.

2.4.2. Enzimatik antioksidan sistemler

Hiicreler, antioksidan enzimlerin birbirleriyle etkilesen bir agla oksidatif strese
karst korunur (74, 78). Burada, oksidatif fosforilasyon gibi siiregler tarafindan
olusturulan stiperoksit, ilk olarak hidrojen peroksite, daha sonra su olusturacak sekilde
indirgenir. Bu detoksifikasyon yolu, ilk basamakta siiperoksit dismutazin katalizledigi,
daha sonra katalaz ve hidrojen peroksiti ¢ikaran gesitli peroksidazla birlikte multiple

enzimlerin sonucudur (74, 79).

2.4.2.1. Siiperoksid dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz, siiperoksiti daha az reaktif olan hidrojen peroksite

dismutasyonununu katalizler:
0O, +0, + 2H+—)H202 +0,

SOD, en efektif intraseliiler enzimatik antioksidandir. Siiperoksit dismutaz,
dokularda ii¢ formda bulunur, her biri spesifik subseliiler lokalizasyon ve farkli doku
dagilimi gostermektedir (74, 80). Ayrica farkl aktif metal merkez, aminoasit yapisi, ko-
faktorlere sahiptirler (69).

1. Bakir-Cinko Siiperoksit dismutaz (CuZnSOD): CuZnSOD, sitoplazmada ve hemen
hemen tiim memeli hiicrelerinde organellerde bulunur (80). Spesifik olarak siiperoksit
anyonunun, oksijen ve suya dismutasyonunu katalizler (69). Iki protein subuniti vardir

ve her biri katalitik olarak aktif bakir ve ¢inko atomu igerir.

2. Manganez Siiperoksit Dismutaz (MnSOD): Hemen hemen tiim hiicrelerde
mitokondride bulunur. Dort protein subiinitesi icerir ve her biri muhtemelen tek
manganez atomu icerir (80). MnSOD, anti-tumdral aktiviteye sahip cok etkili

antioksidan bir enzimdir (74).

20



3. Ekstraseliiler siiperoksit dismutaz (ECSOD): EC-SOD, endotel hiicreleri ve
fibrablastlar1 iceren sadece birka¢ hiicre tipi tarafindan sentezlenir. Hiicre yiizeyine
eksprese edilir ve heparan siilfata baglanir. EC-SOD, ekstraseliiler sivida saptanabilen
major SOD’dir. Heparin enjeksiyonu sonrasi vaskiiler endotelyal ylizeyden dolasima
salinir. EC-SOD, vaskiiler tonusun saglanmasinda rol oynuyor olabilir, c¢linki
endotelden derive gevsetme faktorii (nitrik oksit veya yakindan iliski bir birlesik)

stiperoksit tarafindan plazmada nétralize edilmektedir (80).

2.4.2.2. Katalaz

Iki basamakl1 bir reaksiyon ile hidrojen peroksitin su ve oksijene doniisiimiinii katalizler

(80).
Katalaz—Fe(III) + H,O,— Birlesik I
Birlesik I + H,O,—Katalaz—Fe(III) +2H,0 + O2

Katalaz, her birinde bir hem grubu ve NADPH molekiilii igeren dort protein
subiinitesinden olusur. Katalaz reaksiyonu i¢in Michaclis sabit orani oldukca yiiksektir
(72, 80). Katalaz, biiyiik oOl¢iide, hidrojen peroksitte iiretme kabiliyetine sahip
enzimleride igeren hiicre igindeki peroksizomda yer almaktadir (80). Katalaz aktivitesi

eritrosit, karaciger ve bobrekte yogundur fakat tiim dokularda bulunur (66, 80).

2.4.2.3. Glutatyon peroksidaz

Glutatyon peroksidaz enziminin, selenyum-bagimsiz (glutatyon-S-transferaz) ve
selenyum-bagimli (Se-bagimli, GPx) iki formu vardir. Bu iki enzimin subunitlerinin
sayis1, aktif merkezde selenyum baglama 6zelligi ve katalitik mekanizmalar1 farklidir.
Glutatatyon metabolizmasi, antioksidan savunma mekanizmalarinin en 6nemlisidir.

Insanlarda, Se-bagimli glutatyon peroksidazin dért farkli tipi vardir. Bu
selonoenzimlerin antioksidan 6zellikleri, Fenton reaksiyonu i¢in potansiyel substrat olan
peroksidazlarin ~ kaldirilmasimi  saglamaktir.  GPx, hiicre i¢inde  yliksek
konsantrasyonlarda olan tripeptid glutatyon ile birlikte hareket eder. GPx’in katalitik
reaksiyonu i¢in substratlar, H,O, veya organik peroksit ROOH’dir. GPx, peroksidazi,
GSH ile beraber suya (veya alkol) doniistiiriir (66, 74).
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GPx
2GSH + H,0, — GSSG + 2H,0
GPx
2GSH +ROOH — PGSSG + ROH + H,O

Suda ¢o6ziinebilen bir tiyol olan ve bircok hiicrede c¢ok yiiksek konsantras-
yonlarda bulunan glutatyon, biyolojik membranlar1 lipid peroksidasyonuna karsi
korumaktadir. Bu koruma, enzimatik olarak ger¢eklesmektedir (81). Glutatyon aym
zamanda hiicre icinde tekli oksijen ('O,), siiperoksit anyonu (‘O,), hidroksi (OH)
radikalleri gibi birgok zararli oksidanla enzim katalizi olmaksizin da reaksiyona

girmektedir (82).

2.4.2.4. Glutatyon rediiktaz

Rediikte Glutatyon (GSH), oksidazlar tarafindan protein siilfidrillerine tercih
edilen bir substrat olup protein silfidril oksidayonunu onler. GSH, protein
stilfidrillerinin oksidasyonunu geriye de ¢evirir. Yiiksek GSH ve diisiik okside glutatyon
(GSSG) diizeyleri 6nemlidir, ¢linkii yiiksek GSSG diizeyleri protein siilfidrilleriyle
reaksiyona girer ve proteinleri inaktive eden karisik glutatyon-protein siilfidrilleri
olusturur. Gerekli GSH-GSSG oranlar1 glutatyon rediiktaz ve glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD) enzimleri tarafindan devam ettirilir. NADPH’1n G6PD ile iiretimi
de oksijen hasarinin tamirinde gerekli biyosentetik siireclerde 6nemli olabilir (Sekil 8)

(72).

Lipit-OOH GSH NAPD GopP
veya HyOy \ / \ f \ /
GSH peroksidaz GSSG rediikiaz G6PD
Lipit-OH / \ / \ \
veya Hy,O GSSG NADPH Glukuronat

Sekil 8. Glutatyon metabolizmasi.
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2.4.3. Non-enzimatik antioksidan sistemler

2.4.3.1. Vitaminler

2.4.3.4.Tiyol bilesikleri

Glutatyon

Glutatyon karacigerde sentezlenebilen bir tripeptitdir. Okside olmus hali
glutatyon disiilfittir (GSSG). Hiicrede; sitozol, c¢ekirdek ve mitokondride bulunur.
Organizmada hiicre i¢inde depolanir ve GSH/GSSG oran1 hiicredeki oksidatif stress
miktarini yansitir (83).

Glutatyon ve indirgenmis formunda, oksidatif hasar ve toksik maddelere karsi
hiicreyi koruyan bol miktarda tiyol grubu vardir. Dokularda aciga c¢ikan lipid
peroksitler, hidrojen peroksit, askorbik asit, serbest radikalleri indirger (84). Oksidatif
strese kars1 detoksifikasyon gorevindeki glutatyon peroksidaz, glutatyon transferaz gibi
enzimlere kofaktor olarak reaksiyonlara katilir (85). Eritrositleri, 16kositleri ve goz
lensini oksidatif strese kars1 korumada hayati 6neme sahiptir (86).

Sistein

Tiyol iceren aminoasitlerden biri olan sistein GSH sentezinde 6nemli rol oynar.
GSH sentezi icin hiz belirleyici bir enzimi onarir. Dolayistyla sistein, GSH sentezi i¢in
hiz belirleyici bir aminoasit olarak kabul edilebilir. Sistein, protein sentezi i¢in kritik bir
substrat, GSH ve taurin sentezi i¢in hiz belirleyici bir belirtegtir; ayn1 zamanda, hiicre
dis1 indirgeyici ajan olarak 6nemli rol oynar (87). Serbest radikal ve hipoklorid
toplayicisidir (86).

N-Asetilsistein (NAC)

Sisteinin tlirevi olan N-asetilsistein, sisteninin GSH’ye cevrilmesinde bir ara
tiriindiir. Endojen olarak yapilabilen ve besinlerde bulunan NAC, serbest radikalleri
temizleyebilen siilfidril gruplarina sahiptir. Ayrica, hiicresel GSH konsantrasyonunu
artirarak dogal antioksidan savunmay1 giiglendirir (88).

NAC serbest radikalleri tutarak intraseliiler glutatyonun normal seviyede
kalmasin1 saglar. Ayrica kalp ve akciger hastaliklarinda, parasetamol, paraquat, agir

metal zehirlenmelerinde kullanilir (89). NAC, glutatyon sentezinde prekiirsor olarak
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gorev alirken glutatyon seviyesini rejenere eden enzimlerin stimiilasyonunu saglar. Bu
etkisiyle endojen bir antioksidan olan glutatyon seviyesi korunur.
Metionin

Metionin, toksik olan asetaldehidin diizeyini diisiirerek alkoliin zararli etkilerini
azaltabilir (87). Metionin indirgenme yiikseltgenme reaksiyonlarina bagli olarak
katalitik etki yaratir ve hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur (90).
Taurin

Yar1 esansiyel bir aminoasittir. Lipid peroksidasyonunu ve notrofil
infiltrasyonunu inhibe ederek antioksidan etkili oldugu gosterilmistir. Taurin ratlarda
MTX’in yol a¢tig1 doku hasarini 6nlemistir. Ksenobiotiklere baglanma yetenegi vardir.

Hipoklorit ile de reaksiyona girerek etkisini azaltir (91).

2.4.3.5. Flavonlar

Flavonlar antioksidatif etkilerini; ksantin oksidaz, lipooksijenaz ve
siklooksijenaz gibi enzimleri inhibe ederek, metal iyonlar ile selat olusturarak, diger
antioksidanlarla etkilesime girerek, siliperoksit anyonlari, lipid peroksil radikalleri ve

hidroksil radikalleri gibi serbest radikalleri yakalayarak gosterirler (92).

2.5. N-Asetil Sistein

2.5.1. Yapisi ve farmakoKkinetigi

NAC, kimyasal formiili CsH9yNOsS ve molekiiler agirligi 163.2 olan, bir thiol
(stlfidril igeren) birlesigidir. Oral olarak alim1 sonras1 hizlica emilir, ancak, karaciger ve
ince bagirsak hiicrelerinde uzamis ilk geg¢is metabolizmasi, protein peptit zincirlerinin
NAC’a dahil edilmesi ve NAC’1n farkli metabolitlerinin olusumu ile sonuglanir. Intakt

NAC’1n sadece kiictik bir yiizdesi plazma ve sonrasinda dokuya ulasir (93).
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Sekil 9. N-asetilsisteinin molekiiler yapisi (Kaynak 94).

NAC’in pik konsantrasyonu, oral alimi takiben bir saatten kisa siirede plazmada
saptanir. Serbest NAC’in plazma yar1 omrii yaklasik, 2.15 saat oldugu tahmin
edilmektedir ve uygulama sonrasi1 10-12 saatte neredeyse hi¢ NAC saptanamaz.

NAC’1in metabolik aktivitesinden biiyiik olglide siilfidril (SH) grubu sorumlu
iken asetil yerine gecen amino gruplari oksidasyana karsit molekiilii daha stabil yapar.
Arastirmacilar, intakt NAC molekiiliiniin oral biyoyararlaniminin % 4 ve %10 arasinda
oldugunu tahmin etmektedir. Bununla birlikte, intestinal mukoza ve liimende NAC’1n
deasetilasyonu ve proteinlere disiilfit baglanmasi, NAC’in oral biyoyararlaniminin
diisiik olmasinda muhtemelen en biiyiik faktordiir. Oral alim1 takiben, NAC’1n major bir
kismi, baska birlesiklere metabolize olduktan sonra, serbest ve total NAC’a ek olarak,
plazmada beraberinde non-protein, protein SH gruplar1 ve diisiik molekiiler agirlikls
protein bagli thiollerin artis1 goriliir.

Invivo hayvan ¢alismalari, NAC uygulanmasi sonrasi rediikte ve oksidize olmus
NAC’m her ikisinin kiigiik miktarlarint hepatik ve portal vende gostermektedir. Fakat,
karacigere gelen major NAC metaboliti, sistein ve inorganik siilfit olarak
goriinmektedir. Glutatyon da, ¢cok az derecede portal vende akkiimiile olur. NAC’1n bu
metabolitlerinin doniisiimii, NAC’m etkinliginin ve protektif etkilerinin biiyiik kismim

olusturur (93).
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2.5.2. Etki mekanizmasi

NAC, kimyasal olarak sisteine benzer. Sistein ile karsilastirildiginda, NAC daha
az toksik, oksidasyona (ve dimerizasyona) daha az duyarli ve suda daha fazla ¢6ziiniir.
Bu da NAC’1, sisteinin kendisinin parentaral uygulanmasindan, daha iyi bir sistein
kaynagi yapar (14).

SH gruplarimin kaynagi olan NAC, rediikte glutatyon sentezini stimiile eder,
glutatyon-S-transferaz aktivitesini arttirir, detoksifikasyonu uyarir ve reaktif oksidan
radikalleri direkt olarak etkileyip, temizlerler (12, 13). Invivo ve invitro ¢aligmalar,
NAC’m intraseliiler GSH biyosentezini arttirabildigini gostermektedir. Hiicre kiiltiirii
deneylerinde, NAC, seliiller GSH biyosentezi i¢in, kiiltiir ortamindan sistin alimini
uyarmaktadir. In vivo, NAC, eritrositlerde, karaciger ve akcigerde intraseliiler GSH
seviyesini artirir ve deneysel olarak azaltilan GSH depolarini doldurmaktadir. Deneysel
calismalar NAC’m, GSH prekiirsorii gibi davrandigmmi ve GSH’in intraseliiler
konsantrasyonlarin1 arttirarak, paraquat kaynakli sitotoksisiteye kars1t protektif
(koruyucu) etki gosterdigini bildirmektedir (93).

NAC, ayrica, asetaminofen doz asimlari i¢in antidot olarak goriilmektedir.
Ciinkii intraseliiler GSH prekiirsorii gibi hareket edebilmektedir. Asetaminofenin
yiiksek dozlarda alimi, glutatyon diizeyini belirgin sekilde azaltir ve sitosolik glutatyon
transferaz aktivitesini inhibe eder. NAC, glutatyon konsantrasyondaki azalmay1 diizeltir
ve safra kanali tikali ratlarda glutatyon peroksidazin farkli formlari, mitokondrial
stiperoksit dismutaz, katalaz aktivitesi ve membran akiskanliginin korunmasina yol agar
(93).

NAC, asetaminofen metabolizmas: sirasinda oldugu gibi GSH talebinin
belirginlestigi durumlarda, GSH’1n sentezini destekler. Fakat gluatatyon havuzunda,
artan bir talep olmadiginda, NAC, plazma GSH iistiinde etkili olmayabilir. Saglikli
gontllilerde NAC’1in (30 mg/kg) uygulanmasi sonrasinda, plazmada, serbest ve total
glutatyon, total sisteinde artis izlenmemistir. Buna karsin, 2 gram NAC ve 2 gram
asetaminofenin birlikte uygulanmasini takiben, sirkiilasyondaki sistein ve GSH

konsantrasyonlarinda artis izlenmistir (93).
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e Antioksidan

e Detoksifikasyonu uyarir

e Nitrogliserinin etkilerini arttirir

e (Glutatyon sentezini uyarir

e Hepatoprotektan

e Lipopotein(a) seviyelerini diistiriir
e Homosistein seviyelerini diisiiriir

e Mukolitik

Sekil 10. NAC’1n etki mekanizmasi (kaynak 93).

NAC ile yapilan invivo tedavi, baz1 direkt etkili mutajenlerin, karaciger ve
akciger dokusu tarafindan detoksifikasyonunu arttirabilir. NAC’m, GSH sentezi-
metabolizmasini uyararak ve mutajenik/karsinojenik maddelerin daha toksik birlesiklere
biyotransformasyonunu kisitlayarak protektif (koruyucu) etkilerini meydana getirdigi
1zlenmistir.

NAC,  hepatik ve pulmoner mikrozomlardaki sitokrom P-450’nin
konsantasyonlarin1  etkilemiyor goriinsede, NADP rediiksiyonu (glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz ve 6-fosfoglukonat dehidrogenaz), glutatyon rediiksiyonu (GSSG-
rediiktaz) ve ksenobiyotiklerin rediiktif detoksifikasyonuna katilan sitozolik enzim
aktivitelerini sitimiile eder. Ayn1 zamanda NAC’1n, baz1 deneysel kosullar altinda, siklik
guanosin monofosfat konsantrasyonunu arttirabildigi gortilmiistiir (93).

NAC (ve GSH), direkt olarak serbest radikalleri temizlemesine ragmen, reaktif
oksijen tiirleriyle reaksiyonlarinda hiz sabiti, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan enzimlerden daha diisiiktiir (14). SH gruplar reaktif oksijen
gruplarina karst savunmada c¢ok Onemlidir. NAC, hipokloréz asitin gli¢lii bir
selatoriidiir, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksiti azaltabilir. Hayvan
caligmalarinda, %100 oksijenin uzun siire verilmesi sonucu akcigerde olusan oksijen
toksisitesine kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir.

NAC, bir radioprotektif ajan olarak basar1 ile kullanilmaktadir ve sitokin
konsantrasyonlarmin diizenlenmesinde kismen bu etki uygulanir. Interlokin-1, timor

nekroz faktor alfa ve gamma-interferon endojen olarak, radyasyona karsi hematopoetik
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sistemin korunmasini saglar. NAC, in vitro, diisiik konsantrasyonlarda (0.6 ve 6mmol/l),
interlokin-2, interlokin alfa ve betanin konsantrasyonlarini 6nemli oranda arttirirken,

yiiksek konsantrasyonlarda (12-24 mmol/l) bu sitokin konsantrasyonlarini azaltir (93).

2.6. L-Karnitin

2.6.1.Yapisi ve farmakokinetigi

Kolinin yapis1 ile hemen hemen ayni, trimetilize bir amino asit olan L-karnitin,
hiicresel enerji iiretimi i¢in mitokondriyel matrikse transportu gereken serbest uzun
zincirli yag asitlerinin acgilkarnitinlere transformasyonu i¢in gerekli bir kofaktordiir (20).
L-CAR(3-hidroksi-4-N-trimetilamanyum biitlirat- sekil 11) tiim memeli tiirlerinde,
dogal olarak meydana gelen, kii¢iik, polar bir birlesiktir (95).

CHg

“OOCCH>CHCH>'N — CHjs

OH CHs

Sekil 11. L-karnitinin kimyasal yapis1 (Kaynak: 14).

L-karnitinin ana diet kaynagi, ozellikle kirmiz1 ette olmak tizere etler ve siit
triinleridir, meyve ve sebzelerde Oonemsiz miktarda bulunur. Ortalama bir yetiskin,
omnivor diyetle giinliik 2-12 mmol/kg/day veya 23-135 mg almaktadir. Diyetle alinan
karnitin, idrarla ve fegesle atilmaktadir. Bagirsaktan sature olan spesifik bir transportirla
alinmaktadir bu nedenle, L-karnitinin, destek olarak diyetle veya oral dozlarda aliminda
biyoyararlanimi, %35-18, hatta daha diisiik olabilir.

Insanlarda, cesitli dokular trimetil-lizini y-butyrobetain haline cevirir, fakat L-

CAR sentezinin tamamlanmasi, butyrobetainin hidroksilasyonunu kapsar. Bobrek ve
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beyin de, L-CAR sentezi yapar, fakat kalp ve iskelet kas1t L-CAR sentez yetenegine
sahip degildir. Bunun yerine, kandan tasiyict bagiml olrak L-CAR uptakei yaparak
yiiksek kas seviyelerini korur (95).

L-CAR, bagirsakta aktif transport ve pasif difiizyonun kombinasyonuyla
absorbe edilir. Caligmalarda, oral alimi takiben biyoyararlanimi, %16-18 gibi diisiik
degerlerde ve 9%54-87 gibi yliksek degerlerde bulunarak, biiyiik o6lclide farklilik
gostermistir. 2 gr ve daha biiylik bireysel dozlarda, oral L-CAR destegi, avantaj
saglamamaktadir, ¢iinkii yaklagik 2 gr dozda karnitinin mukozal absorbsiyonu sature
olmaktadir. Oral alimi takiben, maksimum kan konsantrasyonuna yaklagik 3.5 saat
sonra ulasmaktadir ve yaklasik 15 saat yar1 6mrii mevcut olup yavasga azalir. Karnitin

atilmasi, oncelikle bobrekler yoluyla gerceklesir (20).

2.6.2. Etki mekanizmasi

L-karnitin, acil-CoA thioesterlerden gelen, kisa, orta ve uzun zincirli agil
gruplariin kabuliinii saglar. Reversible transferaz reaksiyonlar: katalize eden, karnitin
aciltransferaz enzimidir. Agilkarnitinlar, daha sonra spesifik translokaz enzimi
aracilifiyla i¢c mitokondrial membran boyunca tasimnir ve mitokondrideki
transesterifikasyon, daha sonra intra-mitokondrial -oksidasyon i¢in kullanilabilir olan,
CoA thioesterini olusturur. Clinkii, a¢il-CoA thioesterlerinin kendisi ve de§ismemis yag
asitleri i¢ mitokondrial membranin i¢ine ve disina hareket edemez, L-CAR varligi, yag
asidi oksidasyonu i¢in zorunludur. Bu birlesigin (karnitin havuzunu), plazma ve doku
diizeyleri nispeten dar sinirlar i¢inde muhafaza edilmektedir. Bu homestaza katilan
prosesler, endojen sentez, besinlerden absorbsiyon, biiyiik 6l¢iide yapilan ancak sature
olabilen renal tubuler reabsorbsiyon ve 6zellikle hiicresel enerji kaynagi olarak yag asidi
metabolizmasina dayanan dokular ic¢in yiiksek doku-plazma konsantrasyon oranini
saglayan tasiyici aracili distiriibisyon prosesleridir (95).

Karnitin, benzer sekilde, peroksizomal yag oksidasyonunda da rol oynamaktadir
(96). Normal sartlarda mitokondri igerisindeki total CoA miktar1 sabit kalmalidir.
Serbest CoA, bir¢ok enzimatik reaksiyonda gerekli bir maddedir. Karnitin, CoA karnitin
acil transferaz enziminin etkisiyle mitokondriyal acil-CoA miktarini azaltarak serbest
CoA miktarinin artmasina neden olur (agil-CoA + karnitin — agcil-karnitin + CoA).

Serbest CoA miktarinin artmasi, alfa-ketoglutarat dehidrogenaz aktivitesini artirarak
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krebs siklusunu hizlandirir. Bu sekilde mitokondrideki CoA/asetil-CoA oraninin
korunmasi saglanir (97).

Karnitin, agil gruplarin1 temizleme sistemi olarak da goérev yapmaktadir. Bu
yoniiyle detoksifiye edici bir ajandir. Mitokondride biriktikleri takdirde bir¢ok enzimi
inhibe eden ve yikict etkileri bulunan agil gruplarinin mitokondri digina taginmalarini
saglar. Uzun zincirli agiller, diisilk konsantrasyonlarda adenilat translokaz enzimini
inhibe ederler. Bu enzimin inhibisyonu durumunda ise ATPmin mitokondri digina
tasinmas1 durur. Daha yiiksek miktarlarda ise deterjan etkilerinden dolay1 intraseliiler
membranlarda geri doniisiimsiiz hasar olustururlar. Karnitin, uzun zincirli agil CoA
miktarini azaltarak bu istenmeyen etkileri engeller (96).

Karnitin, organizmaya giiclii toksik etkileri olan, endojen veya ekzojen organik
asitlerin konjugasyonunda da gérev yapmaktadir. Ornegin, artan glutamin ve
amonyagin beyindeki diizeylerini azaltarak amonyak toksisitesinden beyni koruma
gorevini de iistlenir (97). Iskemik dokularda karnitin rezervi hizla tiikenir ve uzun
zincirli yag asitleri okside edilemez, trigliserit sentezi artar, bunun sonucunda da uzun
zincirli agil-CoA ve uzun zincirli agil karnitin esterleri birikir. Cesitli deneysel iskemi
modellerinde, karnitin ile mitokondrilerin metabolik hizi arttirilarak oksijen
kullaniminin arttig1 gosterilmistir. Doku karnitin seviyesinin normale yiikseltilmesiyle
uzun zincirli agil-CoA'dan agcil gruplart ayrilarak intramitokondriyal ag¢il-CoA miktari
normale diisiirtiliir ve yliksek acil-CoA seviyelerinin getirdigi olumsuz etkiler geri
cevrilir. Ayrica aerobik piruvat metabolizmasi uyarilarak piruvatin laktik aside
doniismesi baskilanir. Bu sekilde hiicre igi laktik asit birikimi de 6nlenir. Bunlara ek
olarak karnitin serbest radikal iiretimini durdurur ve sonugta hiicresel hasar azaltilmis
olur (21).

Ayrica L-karnitinin makrofajin litik enzim aktivitesini arttirdigi ve nétrofillerin
siiperoksit anyon {iretimini inhibe ettigi gosterilmistir (98, 99, 100). L-karnitin,
glutatyon peroksidaz, katalaz ve siiperoksik dismutaz antioksidan enzimlerin aktivitesini
reaktif oksijen gruplarini katalize eden metal iyonlar1 (6r. demir) selatlarini artirir (101,

102).

2.6.3. Endikasyonlari

Eksojen L-CAR, klinikte karnitin eksikligine bagli hastaliklarda (95) ve asagida

belirtilen diger bazi durumlarda tedavi amagli kullanilmaktadir.
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e Anoreksia

e Anjina, iskemi, kardiyojenik sok, kardiomiyopati, periferal vaskiiler hastaliklarda,
myokard infakt1 ve hiperlipidemi gibi kardiovaskiiler hastaliklarda

e Diabetik hastalarda ve insiiliin direncine yonelik

e Kanserle iliskili yorgunluk ve kronik yorgunluk sendromunda

e Yagh karaciger, hepatit, siroza baglh hepatik ensefalopati gibi karaciger
hastaliklarinda

e HIV

e Hipertiroridizm

e FErkeklerde infertilitede

e Bobrek yetmezligi ve Diyaliz hastalarinda

e Prematiirlerde Respiratuar Distress Sendromunda

Ayrica atletik performans amaciyla, ortalama kalp hizi ve oksijen tiikketimini

azalttig1, kosu hizini iyilestirdigi i¢in kullanilmaktadir (20).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari:

Bu deneysel calisma Eyliil 2015-Nisan 2016 tarihleri arasinda Kahramanmaras
Siitgii imam Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuarinda
gergeklestirildi. Calisma ile ilgili olarak etik kurulundan (25.02.2015 Tarihli Etik Kurul
Oturum No: 2015/2—Karar No:03) onay alindi. Deneysel ¢alismada kullanilacak ratlar
Kahramanmaras Siitgi Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Barinagi’ndan temin edildi. 2832 haftalik, 300-350 gram arasinda agirliklar1 degisen
40 adet Wistar-Albino cinsi erkek rat ¢calismada kullanildi. Oda kosullarinda (22 + 2 °C)

barindirilan ratlar, standart pellet rat yemi ile beslendiler.

3.2. Deney gruplari ve deney protokolii

Ratlar her grupta 8’er rat olacak sekilde 5 gruba ayrildi.

I. Grup (Kontrol Grubu): Ratlara 5 giin boyunca intraperitoneal (ip) olarak 2cc/giin
serum fizyolojik verildi.

II. Grup (Methotrexate grubu): Ratlara ip olarak tek doz 20 mg/kg methotrexate
verildikten 1 saat sonra 2 cc serum fizyolojik verildi ve geri kalan 4 giin boyunca da
serum fizyolojik 2 cc/giin olarak verildi.

1. Grup (MTX+NAC grubu): Ratlara ip olarak 500 mg/kg dozunda N-asetilsistein ve 1
saat sonrasinda ardindan da tek doz 20 mg/kg MTX verildi ve kalan 4 giin boyunca da
500 mg/kg dozunda N-asetilsistein verildi.

IV. Grup (MTX+L-CAR): Ratlara ip olarak 150 mg/kg dozunda karnitin ve 1 saat
sonrasinda ardindan da tek doz 20 mg/kg MTX verildi ve kalan 4 giin boyunca da
150mg/kg dozunda karnitin verildi.

V.Grup(MTX+NAC+L-CAR): Ratlara ip olarak 150 mg/kg dozunda karnitin ve 500
mg/kg dozunda N-asetilsistein verildi ve 1 saat sonrasinda ardindan da tek doz 20
mg/kg MTX verildi. Kalan 4 giin boyunca da 150mg/kg dozunda karnitin ve 500 mg/kg

dozunda n-asetilsistein verildi.
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Deneyin baslangicinda ve 6. Giinde ratlarin agirliklar tartilip ilag uygulamalari
ratlarin agirliklarina gore uygulandi. Tiim gruplarin enjeksiyonu ip yoldan ayni giin
baslatilarak 5 giin boyunca uyguland: ve ayni giin sonlandirildi. Deneyin sonunda III.
gruptan 1, V.gruptan 1 tane olmak {izere toplam 2 rat kaybedildi. Geriye kalan ratlar 6.
giin genel anestezi altinda sakrifiye edilmeden hemen 6nce biyokimyasal tetkikler i¢in
intrakardiyak kan alindi. Ratlar sakrifiye edildikten sonra histopatolojik inceleme ve
doku biyokimyasi i¢in karaciger doku ornekleri alindi. Alinan kanlar 4000 devirde 10
dakika santrifiij edildi. Daha sonra serum kismi ependorf tiiplere ayrilarak analiz
donemine kadar -80 °C’de derecede saklandi. Alman karaciger dokular1 ise
histopatolojik calisma icin %10 formolde, biyokimyasal ¢aligmalar icin ise -80 °C de

saklandi.

3.3. Karaciger Testlerinin Degerlendirilmesi:

Ratlar deneyin sonunda genel anestezi altinda sakrifiye edildikten sonra
intrakardiyak olarak kanlar1 alind1 ve serumlar1 ayrildi. Serumda ALT, AST, ALP ve
total bilirubin diizeyleri, Abbott Park, USA kiti kullanilarak selectra otoanalizorunda
REL ASSAY diyagnostik laboratuarinda degerlendirildi.

3.4. Karaciger Dokusunda Oksidan ve Antioksidan Belirteclerin Olciilmesi:

Karaciger doku oOrnekleri, buz i¢inde 0.25 M siikroz ile 14000 rpm hizda
santrifiije edilerek homojenize edildi. Ustte biriken supernatanlar, doku biyokimyasi

calismasi i¢in ayrildu.

3.4.1. Karaciger Dokusunda MDA Diizeylerinin Olciilmesi ( Lipid Peroksidasyonu

Degerlendirilmesi) :

Karacigerde, lipid peroksidasyonu gosteren MDA diizeyleri, MDA nin asidik
PH ve sicak ortamda tiyobarbitiirik asitle (TBA) olusturdugu bilesigin pembe-kirmizi
renginin 532 nm dalga boyunda absorbansinin spektrofotometrik olarak olgiilmesi
esasina dayanan Ohkawa ve arkadaslarinin yontemi kullanilarak o6lgiildii. Yontemin
uygulamasinda ise; 0,1 ml homojenat iizerine 0,2 ml %8,1’°lik sodyum dodesil siilfat,

1,5 ml %20lik asetik asit, 1,5 ml %0,8“lik TBA ve 0,7 ml saf su konularak 95 °C’de 30
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dakika su banyosunda kaynatildi. Sogutulduktan sonra 1 ml saf su ve 5 ml
butanol/piridin (1:14 oraninda) eklendi ve sonra tiipler 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi iistteki organik faz alinarak 532 nm dalga boyunda absorbans

okunarak standart egriden degerlendirildi. Sonu¢lar nmol/mg protein olarak tanimlandi.

3.4.2. Karaciger Dokusunda MPO Aktivitesinin Olciilmesi:

MPO aktivitesi Lowry'nin yontemin ile tespit edilmistir. Deney karigimi, 1 cm
yol uzunlugunda bir kiivet i¢inde, 0.3 mL 0.1 M fosfat tamponu (pH 6.0), 0.3 mL 0.01
M H202, deiyonize su i¢inde taze hazirlanmis 0.5 mL 0.02M o-dianisidin ve 10 uL
serum ilave edilerek son serumda 3 ml'lik bir nihai hacim elde edilerek gerceklestirildi.
Serum en sonunda ilave edilerek 460 nm absorbans degisikligi, 10 dakika boyunca takip
edilmistir. Tiim Olglimler iki kez yapildi. MPO’mn 1 iinitesi dakikada 0.001 absorbans
artis1 olarak tanimlandi. Miligram protein basina diisen MPO aktivitesi hesaplanarak
sonuglar spesifik aktivite olarak degerledirildi. Enzim aktivite sonuglar1 U/mikrogr

protein olarak verildi.

3.4.3. Karaciger Dokusunda SOD Aktivitesinin Olciilmesi:

SOD aktivitesi, hemolizatta Fridovich yontemiyle belirlenmistir. Bunun i¢in
hemolizat 1:20 oraninda 0,01 M fosfat tampon ile diliie edilerek, bu diliisyonda aktivite
tayini yapildi. Reaksiyon karigimi 1 ml“lik total voliimde 25 pl enzim igeren hemolizat,
850 ul ksantin ve INT (p-iyodonitrotetrazoliyum viyolet) i¢eren miks substrat ve 125 pl
80 U/L ksantin oksidaz icermektedir. Kor de tipki numune gibi hazirland1 fakat 6rnek
yerine fosfat tamponu kondu. Ksantin oksidazin etkisiyle ksantinin olusturdugu
siiperoksid radikali; (O2-), 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolium (INT)
boyas1 ile kirmizi renk meydana getirir. SOD, siiperoksid radikalini hidrojen perokside
doniistiirtir. SOD'un bu reaksiyonu inhibe etme derecesine bagli SOD aktivitesi
belirlenmistir. SOD aktivitesi ile renk miktar1 arasinda ters iligski vardir. Tepkimede, 37
°C’de 151k yolu 1 cm olan kiivetlerde 505 nm dalga boyunda havaya kars1 ilk 30
saniyedeki baslangic absorbanslar1 standart egriden degerlendirildi. Enzim aktivite

sonuglar1 U/mikrogr protein olarak verildi.
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3.4.4. Karaciger Dokusunda NO Aktivitesinin Olciilmesi:

Serum NO diizeyleri Griess reaktifi kullanilarak 6l¢iildi. 5 ul nitrat rediiktaz ve
2 mmol /1 NADH’a 10 ul numune ilave edildi ve nitriti tim nitrata doniistiirmek i¢in 20
dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ornekler deproteinize edildi, ve sonra Griess
reaktifi (siilfanilamid ve N-1-Naphthylethylendiamine dihidrokloriir) ilave edildi. Oda
sicakliginda, renk gelisimi sonrasi absorbans degerleri, 540 nm'lik bir dalga boyunda
oOlciildii. Her bir numune, iki kopya halinde test edildi. Serum nitriti, potasyum nitratin
nitrite enzimatik doniisiimii ile elde edilen standart bir egri ile hesaplandi. Sonugclar litre

basina mikromol/mg protein olarak NO olarak rapor edildi.

3.4.5. Karaciger Dokusunda GPx Diizeyinin Olciilmesi:

GPx aktivite 6l¢iimii i¢in Beutler metodu kullanilmistir. GPx, H,O, vasitasiyla
rediikte glutatyon (GSH) nun okside glutatyon (GSSG)’a oksidasyonunu katalize eder.
H,0; t-biitil hidroperoksitin bulundugu ortamda GPx’in olusturdugu GSSG, glutatyon
rediiktaz ve NADPH yardimiyla GSH’a indirgenir. GPx aktivitesi NADPH’1n NADP’ye
yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans farkinin 340 nm’de spektrofotometrik olarak

okunmasiyla tayin edilir. Enzim aktivite sonuglar1 U/mikrogr protein olarak verildi.

3.5. Serum ve Karaciger Dokusunda TNF-o. ve Lokotrien Diizeylerinin Olgiilmesi:

Serum ve doku IL-1pB, IL-6, IL-10, TNF-a degerleri ELISA metoduyla ticari bir
kit ile (Boster Biyolojik Teknoloji Ltd) ve otomatik ELISA mikroplaka okuyucuyla
(Thermo Scientific, Finlandiya) c¢alisildi. Sonuglar pg/ml olarak degerlendirildi.

3.6. Karaciger Dokularimin Histopatolojik incelenmesi:

Deney sonunda postmortem karaciger eksizyonu uygulandi. Karaciger
dokularindan 0.5 cm kalinliginda kesitler alinarak %10“luk formalinde fiske edilen
doku parafin bloklara gomildii. Bloklardan 4 pum kalinliginda alman kesitler

histopatolojik inceleme icin Hematoksilen-Eosin (HE) ile boyand1 ve 151k
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mikroskobunda degerlendirildi. Karaciger dokusundaki mikroskobik degisiklikler

“Roenigk skorlamas1” na gore 0—3 degerleri arasinda derecelendirildi.

Tablo 3: Karaciger dokusundaki mikroskobik bulgularin skorlanmast:

Yaglanma Nukleer Portal inflamasyon
Fibrozis
polimorfizm
Yok : 0 Yok L0 Yok : 0 Yok : 0
- [ o | Hafif(Asings igine | | T |
Hafif | 1 Hafif | 1 ol Hafif | 1
i : uzanan fibrozis) : :

Orta | 2 |Orta | 2 |Orta/Ciddi 2 |orta 12 ]
Ciddi | 3 |Ciddi | 3 [Ciddi T3 |ciddi 3|

3.7. istatistiksel Analiz

Istatistik degerlendirme; bilgisayar ortaminda, Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS 21.0 version) programinda yapildi. Gruplara ait veriler ortalama =+

standart sapma seklinde gosterildi Gruplarin biyokimyasal parametreleri ve histolojik

karsilastirilmast i¢in One Way Anova ve Tukey testi kullanildi. Her iki test i¢inde

p<0,05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kan Biyokimyasi Sonug¢lar1 Serum ALT, AST, Total Bilirubin, ALP diizeyleri
degerlendirildiginde;

Kontrol MTX MTX+NAC MTX+LCAR  MTX+NAC+LCAR
Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
(n:8) (n:8) (n:7) (n:8) (n:7)
Kontrol Grubu MTX MTX+NAC MTX+LCAR  MTX+NAC+LCAR
(n:8) Grubu Grubu Grubu Grubu
(n:8) (n:7) (n:8) (n:7)
AST (1U/L) 131+13,2 124465 157455 104+25 207+£108
ALT (U/L) 45%9 26+11 3417 34+12 3948
TBIL 0,1+0,05 0,1+0,05 0,09+0,05 0,1+0,05 0,2+0,04
(mg/dl)
ALP (V) 96129 35114 54138 68+49 58+38

Tablo 4. Kan Biyokimyas1 Sonuglari

Not. Veriler, ortalama + SD olarak verildi.

ALT diizeyinde biyokimyasal ve istatiksel olarak anlamli fark saptanmamustir.
AST diizeyi degerlendirildiginde ise MTX’a L-CAR tek basina eklenmesiyle AST
diizeyinde belirgin diisme saptanirken istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark
saptanmamustir. Total billuribin ve ALP diizeylerinde de gruplar arasi anlamli fark

gorilmedi.

4.2. Karaciger Dokusundaki Antioksidan Paremetrelerin Sonugclar::

GPx diizeyleri degerlendirildiginde; MTX grubunda kontrole gore arttig
gozlendi. MTX’a L-CAR ve NAC eklenmesiye GPx diizeylerinde artis goriilmekle
beraber, MTX+NAC grubunda bu artisin daha belirgin oldugu gorildi.
MTX+NAC+LCAR grubuna bakildiginda ise GPx aktivitesinin distiigli goriildi.

[statistiksel olarak ise gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi.
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SOD diizeyleri agisindan degerlendirildiginde; MTX grubunda kontrole gore
artis oldugu goriildii. MTX uygulanan ratlara NAC eklendiginde ise SOD diizeyinin
arttig1 fakat L-CAR eklenmesiyle azaldig1 saptandi. MTX+NAC+L-CAR grubundaysa
SOD’da diisme goriildii. Ancak istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark

saptanmadi.

4.3. Karaciger Dokusundaki Oksidatif Stres Paremetrelerinin Sonuclar:

Tabio 5. Methotrexata bagli akut karaciger hasarindaki oksidatif ve antioksidan

paramatreler
Kontrol grubu  MTX grubu MTX+NAC MTX+LCAR MTX+NAC
(n=8) (n=8) grubu grubu LCAR
(n=7) (n=8) grubu
(n=7)
MDA
(nmol/ mg 6,6+ 3,4 9,4+6,6 6,6+2.9 7,6+ 6,4 7,1+ 3,8
protein)
MPO (U/ mg
39,0+ 11,7 472 4262 39,5 4220 453 +36,4 50,9 + 25,1
protein)
SOD (U/mg
555,7+87,6 820,8+ 357.,4 1092,2+ 476,5 704,8 £327,3 4322+ 157,6
protein)
GPx U/ mg
373,1£215,5 457,0 £246,6 573,0 £407,7 535,9 £ 241,0 366,9+ 187,7
protein)
NO
(mikromol/mg 6,1 +29 7324 6,9 £3,2 7,6+23 3,3+0,8
protein)

Not. Veriler, ortalama + SD olarak verildi.

NO diizeyi agisindan degerlendirildiginde; sadece MTX grubunda kontrole gore
NO diizeyinin artmis oldugu goriildi. MTX’a NAC eklenmesiyle NO diizeyinin
azalmisken, MTX+NAC+L-CAR verilen grupta kontrol grubuna gére bu diislisiin daha
belirgin oldugu goriildii. Ancak MTX’a L-CAR eklenen grupta ise NO diizeyinde artis
saptand1. Istatistiksel olarak MTX+L-CAR ile MTX+NAC+LCAR grubu
arasinda(p<0,01) ve de MTX ile MTX+NAC+LCAR arasinda anlamli fark
saptand1(p<0,02).
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Sekil 12. NAC ve LCAR’nin MTX’a bagli toksisitede NO diizeyleri lizerine etkileri .

* p<0.05, kontrol ve tedavi gruplarindan anlamh fark izlendi.

MDA diizeyini degerlendirildiginde; MTX grubunda kontrole gore arttig
gozlenirken, MTX+NAC grubunda MDA degerlerinin diistiigii ve kontrol grubuyla
benzerlik gosterdigi goriildi. Hem MTX+L-CAR grubunda hemde MTX+NAC+L-
CAR grubunda MDA diizeyi, sadece MTX alan gruba gore azalmis olmakla beraber
kontrol grubuyla benzer oldugu gortldii.

MPO diizeyi degerlendirildiginde ise sadece MTX alan grubda hem de
MTX+NAC+L-CAR grubunda MPO diizeyinin kontrole gore artigi goriildi. MTX’a
NAC eklenmesiyle MPO diizeyinin azaldigi, ancak diger tedavi gruplarda belirgin
degismedigi saptandi. Ancak bu diisiisiin istatistiksel olarak bakildiginda ise gruplar

arasinda anlamli fark olmadigi goriildii.

4.4. Kan Lokotrien ve TNF-a Diizeyinin Sonuclar::

Kan Iokotrien ve TNF-a diizeyi degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli

fark saptanmamustir.

4.5. Karaciger Dokusunda Lokotrien ve TNF-a Diizeyinin Sonuclari:

Karaciger doku TNF-a diizeyi degerlendirildiginde ise; sadece MTX verilen
grupta kontrole gore arttigr saptandi. MTX’a NAC eklenmesiyle TNF-o da azalma
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goriiliirken, bu azalmanin L-CAR eklenen grubunda daha belirgin oldugu goriildi. En
belirgin azalmanin ise MTX+NAC+L-CAR grubunda oldugu gériildii. Istatiksel olarak
MTX grubuyla, MTX+NAC+L-CAR grubu arasinda anlamli fark saptandi (p<0,009).
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Sekil 13. NAC ve LCAR’nin MTX’a bagl toksisitede doku TNF-a diizeyleri iizerine
etkileri. * p<0.05, kontrol ve tedavi gruplarinda anlamli fark izlendi.

IL-1 doku diizeyi degerlendirildiginde; sadece MTX verilen grupta diizeyinin
kontrole gore belirgin arttig1 goriildi. MTX’a NAC eklenmesiyle de IL-1 diizeyinde
artis, L-CAR eklenmesiyle hafif diisme goriiliirken L-CAR grubunda kontrole gore de
yiiksek degerlerde oldugu saptandi. MTX+NAC+L-CAR grubunda, MTX ve kontrol
grubuna gore diisme saptandi. Istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark

saptanmadi.
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Sekil 14. NAC ve L-CAR’nin MTX’a bagh toksisitede doku IL-1B diizeyleri lizerine
etkileri.

IL-6 doku diizeyi incelendiginde; MTX grubunda kontrole gore diizeyinin
belirgin artti1 izlendi. MTX’a NAC eklenen grubta IL-6 diizeyinin diistiigli ancak
kontrol grubuna gore de yiiksek oldugu goriiliirken, L-CAR eklenen gruptaysa IL-6
diizeyinin yiikseldigi saptandi. Kombine grupta ise yalniz MTX grubuna gore ve kontrol

gubuna gore diisme saptandi. Istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark

saptanmadi.
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Sekil 15. NAC ve L-CAR’nin MTX’a bagh toksisitede doku IL-6 diizeyleri iizerine
etkileri
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IL-10 doku diizeyi MTX grubunda kontrole gore arttigi goriildii. Hem
MTX+NAC hem MTX+L-CAR grubunda hem de MTX+NAC+L-CAR gubunda IL-10
diizeyi azalmigken en belirgin azalma MTX+NAC+L-CAR grubunda goriildii. Bununla

beraber istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi.
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Sekil 16. NAC ve L-CAR’nin MTX’a bagh toksisitede doku IL-10 diizeyleri {izerine
etkileri

.4.6. Histopatolojik Degerlendirme Sonuclari:

Histopatolojik degerlendirmede rat gruplari arasinda karacigerde anlamli bir fark

izlenmedi.

42



5. TARTISMA

MTX 16semi, cesitli solid tiimorler, psoriazis, romatoid artrit ve diger bazi
otoimmiin hastaliklarin ve de sarkoidoz, inflamatuar bagirsak hastaliklar1 ve
vaskiilitlerin tedavisinde kullanilmaktadir. MTX, S fazindaki hiicreleri etkileyen folat
antagonisti antimetabolittir. Dihidrofolat anologu olan ilag, hiicre replikasyonunda
anahtar enzim dihidrofolat rediiktaz’a baglanarak piirin ve primidin yapimi i¢in gerekli
tetrahidrofolat sentezini inhibe eder. Plirin ve primidin sentez inhibisyonu apopitozisle
sonuclanan DNA defektlerine yol agar (3, 4). Ayrica MTX piruvat dehidrojenaz, 2-
oksogluterat dehidrojenaz, ve sitosolik nikotinamid adenozin difosfat (NADP) bagimh
dehidrojenazi inhibe eder. Nikotinamid adenozin difosfat, reaktif oksijen radikallerine
kars1 koruyucu bir antioksidan olup, rediikte glutatyonun iiretilmesinde kullanilir (61,
64). MTX kullanimina bagli olarak diisen NADP seviyeleri, hepatositleri reaktif oksijen
radikallerine kars1 duyarlilagtiran glutatyon seviyelerinin diismesine ve bu da hepatosit
hasarina neden olur (4, 61).

MTX’in O6nemli klinik problemlere neden olan, ongoriilemeyen ciddi yan
etkilere neden olabilmektedir. Hastalarin ve klinisyenlerin toksisitesi hakkindaki
endiseleri metotreksat kullanimini sinirlandirmaktadir. Karaciger sirozu, kemik iligi
fibrozisi ve pulmoner hastaliklar ciddi yan etkileridir ve 6liimciil olabilir (104). Ancak
yan etkilerinin mekanizmasi net degildir (3, 4).

Karaciger, toksik kimyasal maddelerin atilimi1 ve detoksifikasyonunda 6nemli
rolii olan bir organdir. MTX ve metabolitlerinin viicuttan atiliminda hepatobiliyer
sistem ve bobrekler birlikte calismaktadir. MTX bobreklerden sonra en fazla
karacigerde biriktiginden dolayi, yliksek doz uygulanmasi hepatotoksisiteye neden
olabilir (1, 2). MTX 1n indiikledigi hepatotoksisitede altta yatan mekanizma tam olarak
aydinlatilamamisken bu durumun etkileri bilinmektedir. En ¢ok ¢alisilan iki etkisi ise
ozellikle karacigeri igeren ¢esitli dokularda serbest radikallere bagli oksidatif streste ve
lipid peroksidasyonunda artmadir. Karacigerde meydana gelen oksidatif olaylara bagh
alerjik, sitotoksik, ya da immunolojik yan etkiler gelisebilmektedir (65). MTX’in
malign hiicrelere kars1 spesifitesindeki eksiklik nedeniyle hizli proliferasyona ugrayan
normal dokularda toksisiteye neden olabilmektedir (3, 105).

Oksidatif doku hasart MTX’1n hem nétrofil hem l6kositlerde toksik etkileriyle
yakindan iligkili goriilmekte, bu durum artan apoptozis oran1 ve ndétrofillerin

hasarlanmis oksidatif 6ldiirticii fonksiyonlarinda artma ile iligkilendirilmektedir.
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Ratlarda yapilan onceki ¢alismalar NAC ve L-CAR gibi pek ¢ok antioksidan
ajanin profilaktik kullanimimin mtx’in indiikledigi hepatotoksisiteyi Onleyebildigini
gostermistir (106). Ornegin, Tunali-Akbay ve ark.(107) ve Dalaklioglu ark.(108)
resveratrolun ratlarda potent bir antioksidan oldugu ancak insanlarda bilinmeyen
etkiyle, hepatik MDA doku diizeyinin azaltip ve GSH seviyesini arttirarak MTX ile
uyarilan karaciger hasarina karst korudugunu gostermistir. Ali ve ark.(109) MTX ile
uyarilan karaciger hasarina karsi chrysin’in koruyucu etkisini gostermistir. Demiryilmaz
ark.(110) si¢anlara tiamin fosfat uygulamasinin, oksidan parametrelerde (yani MDA ve
MPO) anlamli azalmaya ve karaciger dokusunda antioksidan parametrelerde (yani GSH
ve SOD) ise artisa yol acgtigini gostermistir. Uraz ve ark.(4) rat model sistemini
kullanarak MTX ile uyarilan hepatotoksisiteye karst Ursodeoxycholic asit koruma
sagladigin1 gosterdi. Vardi ve ark.(103), insan beslenmesinde A vitaminin énemli bir
kaynag olan ve antioksidan 6zelliklere sahip beta karoten aliminin, ratlarda MTX’1n
indiikledigi karaciger hasarinda hepatik MDA aktivitedesinde azalmaya karaciger SOD,
CAT ve GPx aktivitelerinde ise artmaya yol actigini bildirmistir. Son olarak, Cetin ve
ark.(111) antioksidan potansiyeli olan biyoaktif regine propolisin (balaris1 Apis
mellifera L.tarafindan iiretilen) MTX’a bagli karaciger hasarinda MDA, SOD, CAT ve
GPx aktivitelerinde daha 6nce yapilan modellerle ayni etkilere yol actigini bildirdi.

Bizim bu ¢alismadaki amacimiz, kanser ve inflamatuar hastaliklar gibi pek ¢ok
hastalikta yaygin olarak kullanilmakta olan bir antimetabolit olan MTX’1n, meydana
getirdigi oksidatif hasar tizerinde NAC, L-CAR ve bunlarin kombine kullaniminin
oksidan-antioksidan sistem {zerindeki etkilerini ve karaciger histolojisi {iizerine
etkilerini degerlendirmekti.

Metotreksata bagli gelisen gastrointestinal yan etkilerin santral sinir sistemine
bagli yan etkiler oldugu ve bunun hiicre ic¢indeki folat diizeyindeki azalma sonucu
ortaya c¢iktigr belirtilmektedir. Ayrica folat eksikliginin MTX toksisitesi gelismesinde
bir risk faktorii oldugu belirtilmektedir. MTX tedavisine kisa siireli ara verilmesi, doz
azaltimi ya da folik asidin tedaviye eklenmesi ile gastrointestinal ve hematolojik sistem
tizerindeki yan etkilerde genellikle diizelme izlendigi bildirilmistir. Ancak, folik asidin
eklenmesi ile metotreksatin etkinliginin azalacagina dair goriisler de vardir (112). 1
mg/giin folik asit veya 5 mg/hafta’dan daha az folinik asitin etki kayb1 yapmaksizin
stomatit, alopesi, bulant1 ve diyareyi azalttig1 diislincesiyle MTX alan tiim hastalara
ACR (American College of Rheumatology) tarafindan folik veya folinik asit verilmesi

onerilmistir (113).
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NAC’1n insanlarda meydana getirdigi antioksidan fonksiyonlar ve mekanizmalar
iyl bilinmektedir. NAC, H,O, olusumunun inhibisyonuna ek olarak, NAC da GSH
sentez yolagina sistein yonlendirilmesi ve dolayisiyla hiicre i¢i GSH igeriginin artmasi
ile oksidatif stresden hiicreleri korur (114). NAC akut respiratuar ditres sendromunda,
kronik bronsitte, kolon kanserinde, protein enerji malnutrisyonunda, diyabette faydalari
gosterilmistir  (14-17). NAC, asetaminofen zehirlenmesi, kontrastin indiikledigi
nefropatide renal protektan, atrial fibrilasyon i¢in koruyucu bir ajandir (18, 19).
Homoisteinin yiiksek seviyelerini azaltarak kardioprotektan etki yaptigi oldugu
distiniilmektedir (115). NAC, ayrica vazodiltasyon, nétrofil aktivasyonunda 6énemli rol
oynamaktadir, redoks sinyallerini etkiler. NAC, matriks metalloproteinaz,
hiyaliironidaz, ekstraseliiler matriksi azaltan enzimlerinin ortak inhibitérii oldugu
bulunmustur (115). Hoffer ve ark. ratlarda parakuatin akciger iizerindeki sitotoksik
etkisinin NAC’mm GSH prekiirsorii gibi davranarak ve intraseliiler GSH miktarini
arttirarak koruyucu etki gdsterdigini belirtmislerdir (116). Ayhan ve ark. ratlarda yaptig
calismada asetaminofenin uygulamasi sonrasi gelisen karaciger hasarit sonrasit kanda
yiikselen AST, ALT, protombin zamani, INR ve total oksidan miktarinin artan
degerlerinin NAC ile azaldig1, asetaminofen uygulamasi sonrasi azalan total antioksidan
kapasitesi ve glutatyon miktarinda NAC uygulanmasi sonrasi artis izlemislerdir. Ayrica
histopatolojik bulgularda iyilesme gozlemlemislerdir(117). Mohamed ve arkadaslari
malationun ratlarda meydana getirdigi hepatotoksisite, inflamasyon sonrast NAC
verilmesinin sonuglarini incelemis ve NAC uygulamasi sonrasi artmis olan lokositoz, T
hiicreleri, IL-1B, IL-6, INF-y MPO eksperesyonunu ve karaciger enzim diizeylerini
azaltigin1 saptamislardir. Ayrica NAC, azalmis olan SOD, GPx ve GST degerlerinde
artis saglamistir (118). Eswaran ve arkadaglarin1 yaptig1 ¢calismada karbamezapin(CBZ)
bagimli karaciger hasarindan korunmada NAC’1n etkinligini gostermis. CBZ tedavisinin
SGOT, SGPT, billiiriibin ve hepotoksisite markirlarinda anlamli bir yiikselmeye ve
albiimin ve total proteinde ise anlamli bir diismeye neden oldugu, NAC ile
desteklenmesi durumunda lipid peroksidasyonu engellenerek antioksidanlarin
etkinligini arttirdig1 ve hepatoksisite markirlarinda ise belirgin diislis oldugu goriilmiis.
50 ve 100 mg/kg NAC destegi sonucu intralobiiler fibrozis ve siniizoidal konjesyon
gorilmiis. Ancak 200 mg/kg NAC ile uygulamada normal karaciger dokusunun
korundugu bulmuslar (119). Cetinkaya ve ark. MTX 1n indiikledigi hepatotoksisitede
NAC tedavisinde MDA aktivitesinde azalma ( p<0.001).ve katalaz aktivitelerinde artma

oldugunu, SOD degerinde ise belirgin fark olmadigi goriilmiistiir. Ayrica MPO
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aktivitesinin MTX grubunda arttigi, NAC eklenmesiyle azaldigi goriilmiis. GSH
aktivitesinin MTX grubunda azaldigi p<0.001),NAC eklenmesiyle azalmay1 onledigi
goriilmis (p<0.05) (61).

Akbulut ve ark. (amfostinin kendisi) MTX’1n indiikledigi hepatotoksisitede
amifostin, NAC ve askorbik asitin sitoprotektif etkilerini arastirmis ve sonucunda MTX
grubunda kontrolle karsilastirnldiginda MDA aktivitesinin belirgin yiiksek, GSH ve
ksantin oksidaz aktivitesinin belirgin diisik (p<0.05) oldugunu gostermistir (106).
Ancak MTX  maruziyetinin  katalaz  aktivitesi  lizerine etkisi  olmadig
gorilmistiir(p>0.05). Antioksidan tedavilerin hi¢birinde MTX ile uyarilmis MDA
aktivitesi veya MTX azaltilmis ksantin oksidaz aktivitesi onemli bir degisiklik (tiimii,
p>0.05) goriilmemis iken MTX’a NAC eklemesiyle ile azaltlmis GSH
aktivitesinde(p<0.05) ve hem de SOD aktvitesininde(p>0.01) belirgin artig goriilmiisiir.

L-karnitin, yag asitlerinin beta oksidasyonunu stimiile etmektedir. L-karnitin
eksikligi gelistiginde ise mitokondrial yag asit oksidasyonu bozulmakta ve karaciger
hiicre sitoplazmasinda yag birikimi olugsmaktadir. Olusan bu yag birikimi de karaciger
fonksiyonlarin1 bozmaktadir (2). Hem klinik hem de deneysel ¢aligmalar zararli doku
olaylarnin makrofaj ve monositler tarafindan algilanarak TNF-a, IL-1 gibi sitokinlerin
sekresyonuna neden oldugunu gostermistir (120, 121, 122). L-karnitinin,
lipolisakkaridlerle stimule olan insan primer monositler tarafindan salinan TNF-a ve
IL-12° yi baskiladigini gostermistir. Etanolun indiikledigi kupfer hiicrelerinden izole
salman TNF-o salmimi L-CAR tedavisiyle belirgin azalmis oldugu daha Onceden
gosterilmisti (123). Bu MTX 1 indiikledigi oksidatif hasarin, makrofa; ve lokositler
tarafindan {iretilen proinflamatuvar sitokinlerin karnitin tarafindan supresyonuyla
tyilestirilmis oldugunu goéstermektedir.

G. Sener ve ark. MTX e bagli oksidatif hasarda L-CAR’in etkilerini arastirmas,
MTX aliminin MDA ve MPO aktivitesini ve kolajen igerigini arttirdigini, GSH degerini
azaldigim karaciger, bobrek ve ileumda gostermis, bu durumun L-CAR tedavisiyle
tersine dondiigi goriilmiistiir (98). MTX tedavisini takiben serum TNF-a yilikselmisken
L-CAR tedavisi sonrast baskilandig1 goriilmiistiir. Sepand Mr. ve ark. ratlarda arsenikle
olusturulan karaciger, akciger, beyin ve bobrekte olusan hasarda L-CAR’in koruyucu
etkilerini incelemis. Calismanin sonucunda arsenikle LDH, AST, ALT, total billuribin

degerinde artma, GST, katalaz, SOD degerinde azalma olurken bu etkilerin L-CAR ile
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tersine dondiigii goriilmiistiir (P < 0.05). Olusan oksidatif hasarin L-CAR’le 6nlendigi,
histopatolojik bulgularinda biyokimyasal paramatrelerle ortiistiigii bulunmusg (124).

Ibrahim AB. ve ark. tamoksifenin indiikledigi toksisitede ve antitiimér aktivitede
L-CAR’in koruyucu etkilerini incelemis. Tamoksifenin karaciger enzimlerini billuribin
ve serum lipid degerlerini, lipid peroksidaz ve NO degerini belirgin arttirdigi, uterusta
GSH degerini azaltip, karaciger ve uterusda SOD degerini azalttig1r saptamislardir. L-
CAR eklenince karaciger enzim ve serum lipidleri azalmis iken, SOD aktivitesinin
karaciger ve uterusta artmis oldugunu, uterusta yiiksek olan NO ve LPO degerinin ise
distiigiinii izlenmislerdir (125). Cetinkaya ve ark. karbontetrakloriir ile ratlarda
olusturulan akut karaciger hasar1 iizerinde L-CAR ve NAC’m etkilerini incelemis.
Karaciger enzimlerinin degerlendirilmesinde; sadece CCly verilen grupta ALT ve AST
diizeyleri anlamli derecede artis varken tedavi gruplarimin hepsinde belirgin diigme
oldugunu izlenmislerdir. Ancak yalnizca NAC+L-CAR grubunda istatistiksel anlamlilik
saptamislardir. Karaciger doku MDA ve MPO diizeyleri mtx grubunda anlamli derecede
yiiksekken tedavi gruplarinin hepsinde MDA ve MPO diizeylerinin anlamli olarak
diistiigiinii tespit etmislerdir. Doku antioksidan diizeyleri degerlendirdiklerinde; GSH ve
katalazin MTX grubunda belirgin olarak azalip, NAC ve L-CAR tedavisi ile arttigi
saptanmislardir. SOD aktivitelerinin ise gruplar arasinda anlamli bir fark gdstermedigi
izlenmistir. Diger yandan karaciger dokularinin histopatolojik incelenmesinde 1. grup
(kontrol) hari¢ diger gruplarin hepsinde diffiiz yaglanma tespit edildigi ve gruplar
arasinda yaglanma derecesi agisindan fark olmadig1 gézlenmistir(126).

Ayrica L-karnitinin asetaminofen toxisitesine karsi hepatoprotektif etkileri
oldugunu (127), fruktozun indiikledigi insiilin direncinde karaciger inflamasyonunu
(128),ve nonalkolik yagl karacigerde yag asit oksidasyonunu arttiran mitokondrial
fonksiyonu diizelttigini (129), hepatektomi sonrast karaciger rejenerasyonunu
arttirdigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (130).

L-karnitin, literatiirde 500 mg/kg (127), 300 mg/kg (131, 132), 100 ve
200 mg/kg (130), 125 ve 250 mg/kg (129), 200 mg/kg (133), ve 50 mg/kg(134, 135)
gibi farkli dozlarda wuygulanmistir. NAC klinik ¢aligmalarda fakli dozlarda
kullanilmistir. Bunlara o6rnek verecek olursak Wong ve ark.(136), 150, 300 and
600 mg/kg dozlarda NAC kullanmis ve en etkin dozun en yiliksek doz NAC ile
oldugunu saptamislardir. NAC’1n ayrica 250 mg/kg (137), 1,5 g/kg dozunda (138), 20
mg/kg oral doz 28 giin ( 139), 50 mg/kg (106), NAC 50, 100, 200 mg/kg 45 giin (119)

uygulandig calismalar mevcuttur.
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Bizim ¢alismamizda serum ALT, total billuribin, ALP degerlerinde anlaml1 fark
izlenmemekle birlikte, AST diizeyi degerlendirildiginde MTX’a L-CAR’nin tek basina
eklenmesiyle AST diizeyinde belirgin diisme oldugu izlenmis, ancak bunun da istatiksel
olark anlamli olmadig1 saptanmistir. Akbulut ve ark.’min yaptigi c¢aligmada
antioksidanlarin (NAC, askorbik asit, aminofistin) ALT degerini etkilemedigi, AST
degerini sadece amifostinin diisiirdiigii gortilmiistiir(106), total billuribin, ALP
degerlerinde bizim ¢alismamiza benze sekilde anlamli degisiklik saptanmamustir.

Serbest radikallerin dokularda 16kosit akumulasyonunu ve nétrofil sekrete eden
enzimleri (MPO, elastaz, proteaz gibi) aktive ettigi cogu serbest radikallerin daha fazla
arttirdigr goriilmiis. Bu nedenle MPO, nétrofil aracili oksidatif iretiminde 6nemli rol
oynar.

Bizim c¢aligmamizda MPO diizeyi degerlendirildiginde, sadece MTX verilen
grupda arttig1, MTX’a NAC eklenmesiyle MPO diizeyinin azaldigi, ancak diger tedavi
gruplarda belirgin degismedigi ve istatistiksel olarak anlamli fark olmadig1 gorildii.

Artmig MDA, lipid peroksidasyonun serbest oksijen radikaller yoluyla hiicre
membranina olan hasarda temel bir rol oynadigi bilinmektedir. MDA lipid peroksit
diizeylerinin Olciilmesinde siklikla kullanilmaktadir. MDA diizeyini
degerlendirildiginde; sadece MTX verilen grupda kontrole goére arttifi gozlenirken,
MTX’a ayr1 ayr1t NAC, L-CAR eklenmesiyle ve de kombine verilmesiyle seviyesinde
azalma oldugu ancak bununda anlamli olmadig izlendi. G.Sener ve ark. ve Ali ve ark.
MDA degerinin MTX grubunda. L-CAR tedavisi ile diizeldigini gormiislerdir (98,
126).

SOD, oksidatif strese karst korunmak i¢in hayati bir énem tasimaktadir (140).
SOD superoksitin hidrojen peroksite doniisiimiinii hizlandiran ve bu sayede serbest
radikallerin olusumunu Onlemede rol oynayan bir metalloproteindir. Bizim
calismamizda SOD diizeyleri agisindan degerlendirildiginde; diger ¢alismalarin aksine
(106), MTX grubunda SOD diizeylerinde artis oldugu, L-CAR eklenmesiyle ve
kombine verilmesiyle SOD diizeylerinde azalma oldugu goriildii. Ali ve ark. Yaptid
calismada bizim ¢aligma gibi SOD degerinde degisikik izlenmemistir(126).

Suda ¢o6ziinebilen bir tiyol olan ve bircok hiicrede ¢ok yiiksek konsantras-
yonlarda bulunan glutatyon, biyolojik membranlar1 lipid peroksidasyonuna karsi
korumaktadir. Bizim ¢alismamizda GPx diizeylerinde, diger caligmalarin aksine sadece

MTX verilen grupta kontrole gore arttig1 gozlendi. MTX’a L-CAR ve NAC ayr1 ayr1
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eklenmesiye GPx diizeyinde artis goriilmekle beraber, kombine grupta azalma oldugu,
istatistiksel olarak ise gruplar arasinda anlamli fark olmadig: saptandi.

NO bazi ortamlarda antioksidan olarak davranir ve lipid peroksidasyonunu
engeller. Fakat siiperoksit arttiginda, NO stiperoksit ile peroksinitrit olusturmak iizere
reaksiyona girer ve prooksidan hale gelir (68). INOS, inflamtauvar durumlarda artan bir
yanit olusturur. Tunali-Akbay’mn yapti1 ¢alismada INOS degerinin CCl, ile degerinin
artigt  saptamis (107). Bazi arastirmacilar ise azalmig NO degerinin lipid
peroxidasyonunu sinirlandirdigini diisiinmektedirler (141). Diger ¢alismada genis ¢apta
NO salimmminin hepatotoksisiteye bagl karacigerde artmis iiretimle iliskili oldugunu
gostermis (142). Yuan ve ark. kronik etanol alimmnin bir hasar markir1 olan INOS
aktivitesini arttirdigini belirlemis (143). Bizim ¢alismamizda da sadece MTX verilen
grupta kontrole gore NO diizeyinin artmis oldugu izlendi. MTX’a NAC eklenmesiyle
NO diizeyinin azalmisken, MTX+NAC+L-CAR verilen grupta kontrol grubuna gore bu
diisiisiin daha belirgin oldugu goriildii (p<0.02).

Sitokin, makrofajlar1 aktiflestirmek, lokositleri giiclendirmek, T ve B hiicre
farklilasmasini ve vaskuler permeabilite artisina neden olan fonkiyonlara sahiptir (144)
Asirt salinan TNF-a, IL-1p ve diger proinflamatuvar sitokinler akut ve kronik karaciger
hasara neden olur. Metotreksat yiiksek dozu hepatotoksisiteye neden olan oksidatif
strese yol acar (109). Artan oksidatif stres ise doku hasarina neden olan proinflamatuvar
sitokinlerin salinimina yol acar (145). Hepatosit hasar1 Kupffer hiicre ve stellat
hiicrelerde sitokin iiretimine neden olur. Maruziyetten dakikalar sonra IL-1, IL-6 and
IFN-y salinimi baslar (146). Sitokinler hasarli hiicrelerde apaoptozis ve hepatik
inflamasyonu igeren niikleer faktor kB gibi niikleer transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonuna cevap olarak gelisir (147).

TNF-o ve IL-10 gibi proinflamatuvar sitokinlerdeki artis diazinon (148),
fenitoin (89), ve malatyonda (149) ratlar lizerinde calisilmis. Akut somon maruziyetine
takiben ratlarin hipokampus, talamusta proinflamatuvar sitokinlerden TNF-a, IL-1j,
and IL-6’nin yiikseldigi gorlilmiis (150). Sarin gazuninda benzer sekilde ratlarin
hipokampus ve kortexinde TNF-a, IL-1B, and IL-6 degerlerini arttirdigi g¢alisilmas.
Sitokin degerlerinin, sarin maruziyetinden 1-2 giin sonra normale dondiigii ancak ikinci
bir yiikselisin maruziyetten 30 giin sonra tekrar olustugu goriilmis, bu da
inflamasyonun baslangi¢ maruzyetinden uzun zaman sonra da devam edebilecegini

gostermis (151).
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Bizim calismamizda kanda olgiilen TNF-a ve inflamatuar sitokinlerde anlamli
degisiklik gozlenmedi. Ancak karaciger dokusunda bakildiginda, doku TNF-a diizeyi
degerlendirildiginde; sadece MTX verilen grupta kontrole gore artis saptandi. MTX a
ayrt ayrt NAC, L-CAR eklenmesiyle TNF-a da azalma goriilirken, kombine
eklenmesiyle bu azalmanin daha da belirgin oldugu goriildii. Istatiksel olarak MTX
grubuyla, MTX+NAC+L-CAR grubu arasinda anlamli fark izlendi(p<0,009). G.Sener
ve ark. yaptig1 ¢alismada serum TNF-a degeri kontrol grubuna kiyasla MTX grubunda
arttigin1 (p<0.001), tedaviye L-CAR eklenmesiyle TNF-o degerinin diistligli, notrofil
hasarinin diizeldigini bulmuglardir.

IL-1ve IL-6 doku diizeyi degerlendirildiginde; sadece MTX verilen grupta
diizeylerinin kontrol grubuna gore belirgin arttigi goriildi. MTX’a NAC, L-CAR
eklenmesiyle veya kombine verilmesiyle elde edilen diisiisiin anlamli olmadig1 goriildii.
IL-10 doku diizeyi bakildiginda MTX grubunda kontrole gore arttig1 goriildii. MTX’a
ayrt ayrt NAC, L-CAR eklenmesiyle IL-10’da azalma goriilirken, kombine
eklenmesiyle bu azalmanin daha da belirgin oldugu ancak bununda anlamli olmadig:
izlendi.

MTX’ 1n karacigerde indiikledigi yapisal hasari yaglanma, portal inflamasyon,
fibrozis ve niikleer pleomorfizm varlig1 acisindan degerlendirildi. Bizim ¢alismamizda
ratlarin  karaciger histopatalojisinde herhangi bir degisiklik gozlemlemedik.
Histopatolojik bulgular daha ©nce ratlarda uygulanan MTX uygulanan invivo
modellerde Dalaklioglu ve ark. ratlarda yaptig1 ¢calismada MTX 7 mg/kg/giin olarak 3
ardisik giin uygulanmistir. Histolojik degisiklik olarak karaciger kesitlerinde dejenere
hepatosit, siniizoidlerde vaskuler digesyon, siniizoidlerde dilatasyon ve ek olarak, MTX
uygulanan aktif Kupffer hiicrelerinde artis gozlemlemislerdir (108). Sener ve ark.
yaptig1 ¢aligmada, tek doz 20 mg/kg/i.p metotreksat1 ratlara uygulanmis ve g¢alisma
sonunda karaciger dokular1 alinarak histolojik agidan incelenmistir. Calismada MTX
grubunda dejenere hepatositler, siniizoidlerde dilatasyon, vaskiiler konjesyon,
bulgularinin oldugu goézlenmistir (98).

Bu c¢aligma MTX’in indiikledigi karacigerdeki oksidatif strese bagli yapisal
hasar1 antioksidan tedavilerle hafifletmeye amaglanmakla beraber, sadece doku TNF-a

ve NO diizeyinde anlaml1 fark saptandi.
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6. SONUC VE ONERILER

MTX’a baghh oksidatif karaciger hasarma karsi NAC ve L-CAR
kullanilmasiyla histopatalojik degisiklik izlenilmedi. Biyokimyasal degerlerde ve
karaciger dokusu {izerinde baz1 parametrelerde sadece TNF-a doku, ve NO diizeyinde
anlamh fark saptandi. Ancak, ¢ogu parametrelerde 6nceki ¢aligmalara paralel beklenen
anlaml farklilik saptanmamustir. Daha uzun siireli toksisite modelleri ve farkli dozlarda
tedavi seceneklerini aragtiran ileri calismalarla, daha kapsamli sonuglara ulasilabilecegi

kanaatine varildu.
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