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OZET
RATLARDA METHOTREXATE TARAFINDAN OLUSTURULAN

OKSIDATIF KARACIGER HASARI UZERINE ALFA LiPOiK ASIiDIiN
ETKILERI

Giris ve Amac¢: Methotrexathe (MTX), siklikla malignitelerde ve bunun yani sira
cesitli inflamatuar hastaliklarin tedavisinde kullanilan sitotoksik kemoterapdtik bir ajan olup,
bir folik asit antagonistidir. Bu ajanin etkinligi genellikle ciddi yan etkiler ve toksik durumlar
dolayisiyla smirlanmaktadir. MTX,  progressif hepatik fibroz ve siroz gibi karaciger
toksisitelerine sebep olabilmektedir. Bu ¢alisma, bir antioksidan bilesik olarak alfa lipoik
asidin (ALA), MTX’a bagl oksidatif karaciger hasarininin tedavisinde faydali etkileri olup
olmadigin1 belirlemek amaciyla yapildi.

Yontem ve Geregler: Bu ¢alismada her biri 200-250 gr agirhiginda 32 Wistar albino
rat kullanildi. 1. gruptaki (kontrol grubu) ratlara sadece 1 ml serum fizyolojik (SF)
intraperitoneal olarak verildi. 2. gruptaki (MTX grubu) ratlara intraperitoneal olarak sadece
tek doz 20 mg/kg MTX verildi ve 5 giin i¢in giinliik 1 ml SF verildi. 3. gruptaki (MTX+ALA
grubu) ratlara intraperitoneal olarak sadece tek doz 20 mg/kg MTX verildi ve daha sonra 5
glin i¢in giinliik 50 ml/kg ALA verildi. 4. gruptaki (ALA grubu) ratlara intraperitoneal olarak
sadece tek doz 1 ml SF verildi ve daha sonra 5 giin i¢in ginlik 50 ml/kg ALA verildi.
Calismanin sonunda (6. giin) ratlar sakrifiye edildi ve karaciger enzim diizeyleri i¢in kardiak
kan alindi. Malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) ve myeloperoxidase (MPO) diizeyleri i¢in karaciger oOrnekleri alindi.
Karaciger dokusunda MDA, GSH, SOD, CAT ve MPO diizeyleri 6l¢iildii. Kan ALT, AST,
total bilirubin (T.Bil), alkalen fosfataz (ALP) diizeyleri olgiildii ve karaciger Ornekleri
histopatolojik olarak incelendi.

Bulgular: MTX grubunda serum AST diizeyi kontrol grubundan daha yiiksek, serum
ALT ve ALP diizeyi daha diisiik iken;, MTX tedavisine ALA tedavisi eklendiginde serum
AST diizeyinin azaldigi, serum ALT ve ALP diizeylerinin 6nemli oranda degismedigi
gozlendi. Serum GGT ve T.Bil diizeyleri degerlendirildiginde; gruplar arasinda anlamli bir
fark saptanmadi. Karaciger doku oOrneklerinde MDA ve MPO diizeyleri MTX grubunda
anlaml olarak artarken, bu diizeylerin tedavi grubunda anlamli derecede azalmis oldugu tespit
edildi. Doku antioksidan diizeyleri degerlendirildiginde; SOD ve CAT’in, MTX grubunda
belirgin olarak arttig1; ancak ALA tedavisiyle geriledigi tespit edildi. Ote yandan, kontrollerle
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karsilagtirildiginda MTX kullaniminin, rat karacigerinde GSH’1 anlamli olarak azalttig1 tespit
edildi. Ancak, MTX tedavisine ALA eklendiginde, GSH diizeylerinde anlamli bir fark
olmadig1 belirlendi. Karaciger dokularinin histopatolojik olarak degerlendirilmesinde ise tiim
gruplarda anlamli bir fark goriilmedi.

Sonuc¢lar: Bu sonuglar, MTX’a bagli oksidatif karaciger hasarmma karsi ALA’in
koruyucu bir ajan oldugunu gosterdi. Ancak daha uzun maruziyet siiresi ve kimyasal
maddelerin farkli dozda tedavi segenekleri ile toksisite modelleri inceleyen baska calismalar
yararl olacaktir.

Anahtar kelimeler: Methotrexate, oksidatif stres, karaciger hasari, alfa lipoik asit.



SUMMARY

EFFECTS OF ALPHA LIPOIC ACID TO THE LIVER OF RATS IN
WHICH OXIDATIVE DAMAGE WAS INDUCED BY
METHOTREXATE

Objective: Methotrexate (MTX), a folic acid antagonist, is widely used as a cytotoxic
chemotherapeutic agent for malignancies, as well as in the treatment of various inflammatory
diseases. The efficacy of this agent often is limited by severe side effects and toxic conditions.
MTX may cause liver toxicities such as progressive hepatic fibrosis and cirrhosis. The present
study was undertaken to determine whether alpha lipoic acid (ALA), as a antioxidant
compound, could ameliorate MTX-induced oxidative liver injury.

Material and Methods: Thirty two Wistar albino rats weighing 200-250 g each,
were used in this study. Only 1 ml SF was given in peritoneum of rats which were in first
group (control group). 20 mg/kg MTX was given only one dose and 1 ml SF was given in a
day for five day in peritoneum of rats which were in second group (MTX group). 20 mg/kg
MTX was given only one dose and then 50 mg/kg ALA was given in a day for five day in
peritoneum of rats which were in third group (MTX+ALA group). 1 ml SF was given only
one dose and then 50 mg/kg ALA was given in a day for five days in peritoneum of rats
which were fourth group (ALA group). At the end of this study (sixth day) rats were
sacrificed and blood was taken from heart for liver enzyme levels. And then for
malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT)
and myeloperoxidase (MPO) levels and liver specimens was taken. MDA, GSH, SOD, CAT,
and MPO levels were measured in liver tissue. Blood ALT, AST, total bilirubin (T.Bil),
alkaline phosphatase (ALP) and gama glutamyl transpeptidase (GGT) were measured and
then liver specimens were observed histopathalogically.

Results: Serum AST level was higher, serum ALT and ALP level was lower in MTX
group than control group when ALA treatment was added to MTX treatment, serum AST
level decreased, serum ALT and ALP level didn’t change importantly. The levels of GGT and
T.Bil were observed not to differ significantly among the groups. While MDA and MPO
levels in the liver tissue samples increased significantly in the MTX group, those levels were
determined to be decreased significantly in treatment group. When the tissue antioxidant
levels were evaluated; SOD and CAT increased markedly in the MTX group, but decreased
following the treatment with ALA. On the other hand, MTX administration significantly

decreased GSH in the rat liver compared with controls. However, when ALA was added to
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the MTX treatment, there was no significant difference GSH levels. In the histopathological
evaluation of liver tissues there was no significant difference in all groups.

Conclusion: These results showed, that ALA is a protective agent against MTX-
induced liver oxidative injury. However studies investigating toxicity models with longer
exposure time and treatment options with different doses of chemicals would be of benefit in
further research.

Key Words: Methotrexate, oxidative stres, liver injury, alpha lipoic acid.
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1.GIRIS VE AMAC

Karaciger, viicudun birgok metabolik olaylarinin meydana geldigi, ilaglarin ve diger
maddelerin metabolizmasinda ve detoksifikasyonunda 6nemli rol oynayan bir organdir. Ayni
zamanda kendisi de toksik etkilere karsi risk altinda kalmaktadir.® Hepatitler, kanserler,
toksinler ve ilaglar gibi bir¢ok etken karacigerde hasar olusturmaktadir. Karacigerde meydana
gelen hasarlanma etkin bir rejenerasyon ve onarimla cevaplanmazsa normal karaciger yapisi
bozulur.? ® * Bu sebeple, siroza kadar gidebilecek karaciger hasarlarmmn daha baslangic
doneminde engellenmesi Onem kazanmaktadir. Cesitli nedenlerle olusan karaciger
hasarlarinda karaciger koruyucu ajanlarin kullanimi, morbidite ve mortaliteyi 6énemli oranda
azaltabilir ve sagkalim oranlarini yiikseltebilir.

Karaciger hasarinda 6nemli mekanizmalardan biri oksidatif strestir. Ilag/toksin
metabolitleri, iskemi/reperfiizyon ve alkol metabolizmasinin sonucunda ortaya ¢ikan ve
reaktif oksijen tiirleri (Reactive Oxygen Species=ROS) olarak bilinen siiperoksit anyonlart,
hidroksil radikalleri, hidrojen peroksit ve hidroksietil radikalleri gibi iiriinler, hepatositlerin
nekroz ve apopitozu ile ilgilidir ve hepatik stellat hiicre aktivasyonuna katkida
bulunmaktadir.” Hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin ve serbest radikallerin artis1 hiicre hasarimnin
onemli bir nedenidir. Hiicrede olusan ROS, antioksidanlar olarak bilinen mekanizmalarla
dengede tutulur. Oksidatif stres; hiicresel oksidan/antioksidan dengenin oksidan lehine
bozulmasi olarak tarif edilebilir.’ Oksidatif stres sonucu aciga cikan serbest oksijen
radikallerine bagli olarak olusan lipid peroksidasyonunun; kanser, aterosklerotik kalp
hastaliklar1, diabetes mellitus, romatoid artrit, katarakt, karaciger hastaliklar1 ve toksik hiicre
hasarlarinda patogenezde rol aldigi bilinmektedir.’ 8 Yapilan bir¢ok calismada karaciger
hastaliklarinda oksidatif stres ve buna bagli olarak ortaya ¢ikan karaciger hasari ile fibrozis
arasinda iliski oldugu gésterilmistir.9 Bu nedenle son yillarda antioksidan molekiillerin
terapotik amaclh kullanimi artmastir.

Methotrexathe (MTX), bir folik asit antagonisti olup, sitotoksik kemoterapotik bir
ajandir. Psoriazis, dermatomiyozit, sarkoidoz ve romatoid artrit gibi cesitli inflamatuar
hastaliklarin tedavisinde, malignitelerde kullanimi1 yaygindir. Etkili bir ilag olmasina ragmen,
siklikla yan etki ve toksik etkileri nedeni ile kullanimi kisitlanmaktadir. Uzun siireli tedavi
sirasinda  progressif hepatik fibroz ve sirozu igeren karaciger toksisitesine Sebep
olabilmektedir. MTX ile indiiklenen toksisitenin mekanizmasi tam agiklanamamistir. Ancak
bircok faktoriin etkilesimi sonucu oldugu belirlenmistir. MTX’in ana metaboliti olan 7-
hidroksimetotreksat’a doniisimii karacigerde gergeklesir. MTX, poliglutamat formunda
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karacigerde depolanir. Uzun siireli MTX tedavisi poliglutamatlarin birikimine ve folat
seviyelerinin diismesine neden olabilir. Poliglutamatlarin  yiiksek seviyesi MTX’in
hepatotoksik etkisinde Onemli bir mekanizma sayilmaktadir. Yine MTX, sitozolik
nikotinamid adenin difosfat (NADP)-bagimli dehidrogenaz ve NADP malik enzimi inhibe
eder. Intraseliiler indirgenmis nikotinamid adenin difosfat (NADPH) diizeylerinde azalmaya
neden olur. NADPH, sitozolik bir antioksidandir. Glutatyon rediiktaz enzimi i¢in esansiyel
olup rediikte glutatyon (GSH) seviyelerinin destekleyicisidir. MTX’dan dolayr GSH’da
azalma, reaktif oksijen radikallerine kars1 antioksidan etkinligin zayiflamasina yol acar.™®

Cesitli calismalarda serbest oksijen radikallerinin olusumunu engellemek veya
oksidan/antioksidan dengeyi saglamak i¢in antioksidan olarak nitelendirilen birgok
farmakolojik madde kullanilmistir. Alfa lipoik asid (ALA), fizyolojik sistemlerde dogal
olarak bulunan, tiyol grubu iceren temel bir bilesiktir ve antioksidan aktivitesi vardir.*
Ekzojen olarak verildiginde serbest radikal temizleyici, metal selasyonu ve vitamin E,
askorbik asid ve glutatyonun rejenerasyonu gibi antioksidan dzellikler gosterir.*?

Lipoik asidin (LA) antioksidan enzimler iizerine etkisini arastirmak i¢in de birgok
calisma yapilmistir. ALA’in; Klinik olarak mantar zehirlenmesi ve metal toksisitesinin
tedavisinde kullanilmanin yani sira; iskemi-reperfiizyon hasari, diabet, katarakt olusumu, HIV
aktivasyonu, norodejenerasyon ve radyasyon hasar1 gibi gesitli oksidatif stres modellerinde
yararli oldugu ortaya konulmustur.*®

Bu tez c¢alismasinda amag, ratlarda MTX ile deneysel olarak olusturulan oksidatif
karaciger hasar1 lzerine, giiclii bir antioksidan olan ALA’in olast yararll etkilerini

arastirmaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Karacigerin Anatomisi ve Histolojisi
Karaciger insan viicudunun deriden sonra en biiyiik organidir. Yaklasik olarak 1.5-2

kg normal agirliga sahiptir. Abdominal boslugun iist boliimiinde sag hipokondriak ve
epigastrik bolgenin biiylik bir kismini kalpsar.14 Sag ve sol olmak {izere iki ana lobdan olusur
(Sekil 1). Karacigeri iki ana loba ayiran falsiform ligament, karacigerin 6n yiiziini
diafragmaya baglar. Vena kava’nin solundaki peritoneal uzantilarla birlesir. Hepatoduodenal
ligament karacigeri duodenumun iist kismu ile birlestirir. Bu ligamentin u¢ kism1 hepatik arter,
portal ven safra yollari, sinirler ve lenfatik damarlari icerir. Bu yapilar karacigerin transvers
portal fissiirii ile birlesir. Bu fissiiriin arkasinda kaudat lob 6niinde kuadrat lob vardir. Kuadrat

5 . . . . 15 16 17 1
lob sagda safra kesesi, solda ise umblikal fissiir ile snirlanr,* 16 17 18

‘ Right lobe Diaphragm Left Caudate Bare area
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Sekil 1. Karacigerin anterior ve posteriordan goriiniisii.

Karaciger kollojen ve elastik lifler iceren 6zel bir kapsiil (Glisson kapsiilii) ile
kaplanmistir. Bu fibroz kapsiil kanal ve damarlarla birlikte karacigerin en derin noktasina
gider.* * Bu kapsiil ayn1 zamanda lobiilleri de olusturur. Lobiiller arasinda yerlesim gosteren
portal triad ise safra kanali, portal ven ve hepatik arter dallarim ve lenfatik damarlari igerir.?’
Karaciger, kalp debisinin yaklasik %25’ini alir, bdylece 1500 ml/dk kanla sulanir. Karacigerin
kanlanmas1 hem hepatik arter, hem de portal ven araciligiyla olur. Bu iki ana damar porta
hepatis ad1 verilen bir fissiir araciligiyla sag lobun alt yiiziinden karacigere girerler. Hepatik
arter ¢Oliyak arterin bir kolu olup, karacigere gelen kanin yaklagsik olarak %?20-25’ini saglar.
Hepatik arter dallanarak interlobiiler arterleri olusturur.17 Portal ven sindirim kanali, dalak,
pankreas ve safra kesesinden gelen kani karacigere ulastirir ve karacigere gelen kanin
yaklagik olarak %75-80’ini saglar. Portal kan akimi tiim ince barsaklarin venéz drenajini

saglar. Ince barsaklardan emilen maddelerin ¢ogu portal ven yoluyla karacigere ulasir, sadece

silomikronlar lenfatik yolla tasinir.'® Boylece ince bagirsakta besin degeri zengin maddeleri



ve beraberinde ilaglar1 ve zehirli maddeleri karacigere tasir. Karaciger venlerinde 200-400 ml
kadar kan birikir. Bu kan, muhtemel sok veya hipovolemide sistemik dolasgimin takviye

edilmesinde kullanilir.?t 22

Karacigere gelen kan klasik olarak karaciger lobiiliiniin
cevresinden merkeze dogru akar ve Karaciger i¢inde portal veniillere ve oradan da
siniizoidlere bosahr.17 Bundan sonra santral vene ulasir. Karaciger i¢indeki santral venler
birleserek hepatik venleri olusturur.® Hepatik vene gelen kan, inferiyor vena kava’ya ulasarak

karacigeri terk eder.’>*” 2

Karacigerde sentezlenen safra, kanalikiiller aracilig1 ile intrahepatik
safra kanalciklarina, buradan da sag ve sol karaciger safra kanallarina dogru akar. Sag ve sol
safra kanallar1 porta hepatitse birleserek ortak safra kanalim1 (duktus hepatikus komminis)
olusturur. Karacigerden ¢ikan duktus hepatikus komminis safra kesesinden gelen sistik
kanalla birleserek duktus koledokus adiyla, duodenuma bosalir.'®*® Karacigerin temel yapisini
hepatositler olusturur. Bu epitelyal kokenli hiicreler karacigerin en kii¢iik yapisal birimi olan
lobiilleri olustururlar (Sekil 2). Lobiiller yaklasik 0,7x2 mm boyutlarinda poligonal yapilardir.
Lobiiller arasindaki yakin komsuluga ragmen her bir lobiiliin ¢evresinde bir portal bosluk
bulunur. Bu boslukta her bir lobiil i¢in 3-6 adet portal triad yer alir.?* Lobiiliin ortasinda bir
santral ven yer alir ve hepatositler bu venden portal bosluga dogru bir veya iki kat hiicreden
olusan 1s1nsal bir dizilim gosterir. Bu hepatosit dizileri arasinda kapiller ag igeren siniisoidler
bulunur. Hepatositler ile kapiller endotel hiicreleri arasinda Disse araligi bulunur.
Hepatositlerin mikrovilluslar1 bu araliga uzanirken, kapiller endotel yiiziindeki porlar da bu
araliga acilir. Bu 6zel porlu yapi sayesinde hepatositler ile kapiller damarlar arasinda
makromolekiil transferi gerceklesebilmektedir. Siniizoidler, kapiller endotelin luminal
ylizeyinde monontikleer fagositler serisinden Kupffer hiicrelerini igerir. bu hiicrelerin baslica
fonksiyonlar1; yasli eritrositleri metabolize etmek, hemoglobini sindirmek, bakterileri,
viriisleri, timor hiicrelerini ve parazitleri etkisizlestirmektir.16 242

Siniizoidlerin duvarinda stellat hiicreler de denilen ve A vitamini metabolizmasinda rol
alan yag depolayici Ito hiicreleri bulunur. Karacigerdeki hiicrelerin yaklasik %30’una karsilik
gelen retikiiloendotelyal hiicrelerin 1/3’tinii Kupffer hiicreleri olustururur. Retikiiloendotelyal

hiicreler hepatositleri destekleyen hiicreler oldugu gibi, fagositoz ve sitokinlerin saliimi gibi daha

ozel islevlere de sahiptir.
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Sekil 2. Karacigerin fonksiyonel en kii¢lik birimi olan lobiiliin sematik yaplsl.24

2.2. Karacigerin Fonksiyonlari
Karaciger viicudun hemen her tiirlii metabolik fonksiyonunda rol oynayan bir

organdir. Karacigerin organizma icin ne kadar vazgecilmez fonksiyonlar1 oldugunu anlamak
icin, kanlanmasina ve genel dolasim igerisinde yerlestigi stratejik konuma bakmak yeterlidir.
Ozofagusun abdominal parcasindan itibaren, mide duodenum-jejenum-ileum, kalin
bagirsaklarin tiimii ve hatta dalak ve pankreasin tiim vendz kani, i¢indekilerle beraber kalbe
donmeden Once islenmek iizere karacigerden ge¢mek zorundadir. Bu durum karacigeri,
metabolik faaliyetlerin merkezi konumuna getirmektedir.'® Karaciger gastrointestinal
sistemden emilen besinlerin metabolize edildigi ve depolandigi organdir. Bu yiizden sindirim

® Metabolitlerin islenmesi, toksik

sistemi ile kan arasinda bir gecis bdlgesi olusturur.l
maddelerin safra ile notralizasyonu ve atilmasi agisindan Onemli role sahiptir. Ayrica
karacigerin bagsta albumin olmak lizere birgok proteinin sentezlenmesinde 6nemli bir islevi

vardir.

2.2.1. Metabolik Fonksiyonlari

Karaciger karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinda kritik gorevler
gerceklestirir.  Ozellikle kanda normal glukoz konsantrasyonunun devamliligmin
saglanmasinda 6nemli rol oynar. Glikojenin depo edilmesi ve glikojenoliz, glukoneogenez,
glukozun pentoz fosfat yolunda yikimi, galaktoz ve fruktozun glukoza doniistiiriillmesi,
glukozun diger monosakkaritlere ve yaga donistiriilmesi gibi goérevleri vardir.?® 1°
Karacigerin lipid metabolizmasiyla ilgili de 6nemli gorevleri vardir. Diger viicut fonksiyonlari
icin enerji saglayacak yag asitlerinin sentezi ve oksidasyonu, lipoprotein, fosfolipid, keton
cisimleri ve kolesterol sentezi, yag asitlerinden trigliserid olusumu, safra asitleri ve tuzlarinin

olusturulmasi karacigerde gergeklesir.



Karacigerin, protein metabolizmasiyla ilgili olarak aminoasitlerin deaminasyonu, iire
olusumu ile amonyagin viicut sivilarindan uzaklastirilmasi, endojen aminoasidlerin ve
albumin, protrombin, fibrinojen, lipoproteinler gibi plazma proteinlerinin sentezi, viicuttaki
metabolik olaylar i¢in 6nemli aminoasitlerin ve 6teki maddelerin birbirine doniistimleri gibi

fonksiyonlar1 vardir.?

2.2.2. Sekretuvar Fonksiyonu
Karacigerin en 6nemli fonksiyonlarindan biri de safranin {iretilmesidir. Safranin iki

onemli islevi; yaglarin sindiriminde, emiliminde ve kandan 6zellikle hemoglobin pargalama
triinii olan biliriibin ve karaciger hiicrelerinde sentezlenen Kkolesterol gibi onemli yikim
iirlinlerinin atilmasinda rol oynamaktadlr.27 Karaciger, safranin gastrointestinal sisteme

aktarilmasini saglar. Bu sekilde sindirim sistemi i¢cinde de gorev alir.”®

2.2.3. Detoksifikasyon Fonksiyonu

llaglarin, disaridan alinan veya endokrin sistemde iiretilen Ostrojen, kolesterol,
aldosteron, tiroksin gibi hormonlarin fazlasinin veya kalsiyum gibi minerallerin fazlasinin
detoksifikasyonunu veya safra ile atilimini saglar. Karaciger harabiyetinde, ¢ok defa bu
hormonlardan birinin ya da birgogunun viicutta birikmesi, hormonal sistemin asir1 faaliyetine
yol au;ar.26 Cogu ilaglar karacigerde p 450 enzim sistemi tarafindan metabolize ve inaktive
edilirler. Karaciger, viicutta ¢esitli metabolitlerin zararsiz hale getirilmesinden de sorumludur.
Protein yikimindan ortaya ¢ikan ve hiicreler igin toksik bir madde olan amonyagi, iireye
doniistiirerek 1idrarla atilmasini saglar. Hemoglobinin yikim {riinii olan bilirubin de
karacigerde glukronik asitle konjuge edilerek suda erir hale getirildikten sonra safra yolu ile

. 232
viicut disina atilir. 326

2.2.4. Karacigerin Diger Onemli Fonksiyonlar
Bagirsak kapillerlerinden akan kan bagirsaklardan birgok bakteriyi de beraberinde

gotiiriir. Bagirsaklardan portal kana girerek karacigere gelen mikroorganizmalar hepatik
vendz siniislerde bulunan biiyiik fagositik makrofajlar (Kuppfer hiicreleri) araciligi ile
temizlenmis olur. Kanda koagiilasyon igleminde kullanilan fibrinojen, protrombin, globulin,
faktor V-VII-1X-X gibi maddeler karacigerde yapilir. Karacigerde A vitamini, D vitamini,
B12 vitamini depo edilir. Hepatik venlerdeki ve hepatik sinuslardaki kan ile birlikte
karacigerin normal kan voliimii 450 ml yani yaklasik olarak viicudun toplam kan hacminin
yiizde 10’u kadardir. Sag atriumda basing yiikseldigi zaman karacigerde de basing artar ve

karaciger genisleyerek 0.5-1 litre ekstra kan hepatik venler ve sinuslarda depo edilir.



Biitiin bu fonksiyonlar1 nedeniyle insan biyokimyasi biliminin odaginda bu

26
organ vardir.

2.3. Ilaclarla Olusan Karaciger Hasarlar

Karaciger ilag¢ ve toksinlerin biyotransformasyonunda énemli bir rol oynar. Bu nedenle
ilaclarla olusan hasarlarin ana hedefidir. Karaciger hasarina yol agan ve hemen hemen her tiir
karaciger hastalig1 tablosuyla sonuglanabilen 600’den fazla farkli ila¢ vardir. ilagla olusan
karaciger hasari nadir bir durum olmayip hastaneye yatan ikterli hastalarin %2’sinde,
fulminan hepatit ve karaciger yetersizligi olanlarin %?25’inde ve patoloji laboratuarina
gonderilen tiim karaciger biyopsilerinin %5-10’unda ilaglarin rolii oldugu belirlenmistir.?® 2°
% flagla olusan karaciger hasarlari genis bir morfolojik spektrumu kapsar ve karaciger

hastaliginin hemen hemen tiim histolojik paternleri goriilebilir. Bu paternler asagidaki tabloda

Ozetlenmistir.

Tablo 1. ilaglarla olusan karaciger hasarlar1 ve histolojik tipleri.** ¥

Hasar Tipleri

Hepatit Akut, Kronik

Konfluent nekroz Zonal, Multilobiiler

Kolestaz Akut, Kronik

Yagl degisiklik Makrovezikiiler, Mikrovezikiiler

Graniilomlar

Fibrozis

Siroz

Vaskiiler bozukluklar Budd-Chiari sendromu, Hepatoportal skleroz, Peliosis
hepatit, Siniizoidal dilatasyon, Venookluziv hastalik

Neoplazmlar Hepatoselliller ~ adenom,  Hepatoselliller ~ karsinom,
Kolanjiokarsinom, Anjiosarkom

llaglara bagli yagh degisiklik, mikrovezikiiler ve makrovezikiiler olmak {izere iki
histolojik gruba ayrilabilir. Ilaca bagl hasar gelisiminde ilk basamak siklikla p450 aracili
reaktif metabolit olusumudur. Reaktif metaobolitler genellikle ila¢ metabolizmasinin minor
ariinleridir ve reaktif yapilar1 sebebi ile de ¢ok kisa Omirlidiir. Reaktif metabolitlerin
emniyetli uzaklagtirllmasinda major yol glutatyon ile konjugasyondur. Glutatyon (GSH)
organizmada tiim hiicreler tarafindan sentezlenmekle birlikte major sentez yeri karacigerdir.
Toksik metabolitler pek ¢cok mekanizma ile karaciger hiicresinde hasara yol agabilir. Ancak en
onemli iki mekanizma kovalan baglanma ve oksidatif strestir. Reaktif metabolitler i¢in Kritik

hedef mitokondridir. Reaktif metabolitler, mitokondrinin idamesinden sorumlu anahtar
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proteinlere kovalan baglanabilir; veya mitokondri DNA’sm1 hasarlar. Mitokondri GSH
sentezleyemez ve sitozolden gelen GSH’a bagimlidir. Olusan reaktif oksijen metabolitlerini
glutatyon peroksidaz ile uzaklastirir. Mitokondri tarafindan reaktif oksijen metabolitleri

devamli yapildigindan, mitokondri glutatyon azalmasina 6zellikle duyarhd1r.33

2.4. Serbest Radikaller

2.4.1. Giris
Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektron iceren ve bu sebeple

oldukga reaktif ve toksik atom veya molekiillerdir.** * Organizmada hem metabolizma
sirasinda stirekli olusurlar, hem de radyasyon, ilaclar ve zararli kimyasallar gibi ¢esitli dis
etkenlerin etkisi sonucunda ortaya ¢ikabilirler. En fazla elektron transferi sonucu meydana
gelirler. Cu*, Fe**, Mn?* ve Mo>" gibi gecis metallerinin de ortaklanmamis elektronlari
oldugu halde serbest radikal olarak kabul edilmezler. Fakat, bu iyonlar reaksiyonlar: katalize
ettiklerinden dolay: serbest radikal olusumunda énemli rol oynarlar. *°

Normal kosullarda, aerobik metabolizmanin {irettigi reaktif oksijen tiirleri siirekli
olarak inhibe edilir. Bu isi, organizmada yer alan antioksidan savunma sistemleri
gergeklestirdiginden patolojik bir durum gozlenmez. Serbest radikallerin olusum hiz1 ile
savunma sistemlerinin giicli arasindaki denge bozulmadigi siirece, organizma olusan
radikallerden etkilenmez. Bu denge, antioksidan sistemlerin aleyhine bozuldugu zaman,
potansiyel bir hasar meydana gelir ki buna ‘oksidatif stres’ ad1 verilir. Oksidatif hasar, DNA,
lipid, protein ve karbonhidrat gibi tiim biyolojik molekiillerde ortaya ¢ikabilir. Bu radikal
saldirisindan, basta lipidler olmak iizere tiim biyolojik yapilar zarar gorebilir.®®

Organizmada olusan radikallerin ¢ok ©nemli bir bolimi oksijen kaynaklidir. Bu
sebeple serbest oksijen radikalleri (SOR), oksidan molekiiller veya en dogru adlandirma ile
reaktif oksijen tiirleri (Reactive Oxygen Species=ROS) olarak da adlandirilirlar. Oksijen,
aerobik canlilarin yagsamlarini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olmasina karsin potansiyel olarak
toksik bir molekiildiir. Serbest radikaller organizmada mitokondrinin yani sira hiicrelerin tiim
fraksiyonlarinda zara bagli veya serbest halde bulunan pek c¢ok enzimin katalizledigi
reaksiyonlar sirasinda olusmaktadir. Bunlar arasinda mikrozomal karma fonksiyonlu oksidaz
sistemi, sitoplazmada ksantin oksidaz, hiicre zarina bagli NADPH oksidaz ve lipooksijenazlar
gibi enzimlerin kataliz ettii reaksiyonlar sayilabilir.>” 3 3 % Fizyolojik sartlarda SOR;
hiicrede mitokondrial respirasyon, hiicrenin sinyal iletim sistemi ve bakteri fagositozu gibi
gorevler icin gereklidir. Serbest radikaller karacigerde detoksifikasyon islemi igin

kullanilmaktadir. Nétrofiller de zararli patojenleri yok etmek i¢in serbest radikalleri iiretirler.
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Diyabet mellitus, kanser gelisimi, ateroskleroz, norodejencratif hastaliklar gibi birgok
hastaligin etiyolojisinde ve ilerlemesinde SOR’un rol oynadigi gosterilmistir.** 42 **
Organizmada siirekli bicimde serbest radikal niteliginde bilesikler olusmaktadir.
Ancak bu radikallerin organizmaya zarar vermesi gii¢lii bir savunma sisteminin varlig
nedeniyle engellenmektedir. Bu nedenle serbest radikallerin olusum hiz1 ile etkisizlestirme
hizinin dengede tutulmasi son derece Onemlidir. Bu denge bozuldugu zaman, serbest
radikallerin zararli etkileri ortaya c¢ikmakta ve cesitli organ ve sistemler olumsuz

etkilenmektedir.** 4

2.4.2. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri:
Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler oksijenin

kendisi, siiperoksid, hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlari ve hidroksil radikalidir.®
Singlet oksijen ve hidroksil radikali lipid peroksidasyonuna neden olan en 6nemli etkenlerdir.

Oksidanlar, tek elektron eksiklikleri nedeniyle, bagka molekiillerle kolayca elektron
aligverisi yapabilenler (radikaller) ve elektron eksiklikleri olmadigi halde baska molekiillerle,
radikallerden daha zayif bir sekilde birlesebilenler (nonradikaller) olmak iizere iki grupta
toplanmaktadir. ROS terimi hem O~ (siiperoksid), ‘'OH (hidroksil) gibi oksijen merkezli
radikalleri, hem de H,O; (hidrojen peroksid) ve HOCI (hipklordz asid) gibi nonradikal oksijen

derivelerini tanimlar (Tablo 2).

Tablo 2: Reaktif oksijen ve nitrojen iiriinleri (oksidanlar).*®

Radikaller Radikal olmayanlar
Hidroksil ('OH) Hidrojen peroksit (H202)
Alkoksil (RO") Singlet oksijen (*02)
Peroksil (ROO" Ozon (03)
Stiperoksit (0y) Hipoklor6z asid (HOCI)
Nitrik oksit ~ (NO") Lipid hidroperoksit (LOOH)
Azot dioksit  (NOy) Peroksinitrit (ONOO-)

2.4.2.1. Siiperoksid Radikali (02")

Oksijenin tek bir elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir. Siiperoksid, bir
serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak zarar vermez. Asil onemi, hidrojen
peroksit kaynagi olmasi ve gegis metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.®® Siiperoksit
radikali okside haldeki demir veya bakir ile reaksiyona girebilir. Indirgen gegis metallerinin
otooksidasyonu sonucu da Oz~ radikali olusur. Gegis metal iyonlarinin oksijenle reaksiyonlari
geri doniisiimlii redoks reaksiyonlarinin ve serbest radikal reaksiyonlarinin ilerlemesinde ¢ok

énemlidir.** *' Siiperoksit radikali, hidroksilden daha az reaktiftir. Bununla beraber ortaya




ciktig1 hiicreden daha uzak yerlere rahatlikla gegerek baska radikallerin olugsmasina ve doku

43 48
hasarina neden olur.

2.4.2.2 Hidrojen Peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin iki elektron almasi veya siiperoksidin bir elektron almasi ile
meydana gelen peroksidin, iki hidrojen atomuyla birlesmesi sonucu hidrojen peroksid
olusur.®” Biyolojik sistemlerde H202’in asil kaynagi siiperoksitin dismutasyonudur. Bu

reaksiyon spontan veya siiperoksit dismutaz (SOD) ile enzimatik olarak gerceklesir:
SOD

O +0y" +2H" ——> H,0,+ 0

Hidrojen peroksit aslinda serbest radikal degildir, ancak siiperoksidin aksine
membranlari gecen, sitozole diffiize olan ve uzun Omiirli bir oksidan olarak bilinir.
Siiperoksidle reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici radikal olan hidroksil radikali

olusturmak tizere kolaylikla ylkllabilir.49

2.4.2.3. Hidroksil Radikal (OH)

Hidrojen peroksidin geg¢is metallerinin varliginda indirgenmesiyle meydana gelir.
H,0,’deki O-O baginin hemolitik par¢alanmasi ile iki hidroksil radikali meydana gelir. Gama
radyasyona maruz kalan dokularda da meydana gelir. Bilinen en reaktif ve en toksik oksijen
radikalidir. Tim biyolojik molekiillere etki ederek serbest radikal zincir tepkimelerini
basla‘[abilir.43 Hidroksil radikali DNA’ya saldirarak kiriklar olusturur, deoksiriboz pargalanir,
purin ve pirimidin bazlarinda kimyasal degisiklikler meydana gelir. Hidroksil ile olusan DNA
hasarinin kusurlu tamiri, proto-onkogen aktivasyonuna ve kanserlerin olusmasina neden
olur.®® Hidroksil radikali hiicredeki fosfolipidler, aminoasitler, sekerler, DNA bazlar1 ve

organik asitler gibi molekiillerle oldukc¢a hizli reaksiyon verir.**

2.4.2.4. Singlet Oksijen (*O,)

Ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir.
Serbest radikal reaksiyonlari sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarinin
baslamasina da sebep olur.** Radyasyon sonucu olusabilecegi gibi, in vivo olarak sitokrom
p450, prostoglandin endoperoksit sentetaz ve myeloperoksidaz reaksiyonlar1 ile de enzimatik
olarak olusabilmektedir. Singlet oksijen doymamis yag asitlerini dogrudan etkileyerek

membran lipidlerinde bolge degisikligi ile lipid peroksitlerini olusturabilir.>!
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2.4.2.5. Hipokloroz Asid

Doku hasarindaki inflamatuar yanitta gé¢ eden veya endotel hiicrelerine yapismis olan
polimorfoniikleer  hiicreler ve yine sadece insanlarda bulunan fagositlerdeki
miyeloperoksidaz-H,0,-Cl sistemi tarafindan {iretilen majoér oksidandir. Cesitli hiicresel
yapilar i¢in son derece toksiktir.** Hipokloroz asit de radikal olmadigi halde SOR arasinda yer
almaktadir. Fagositik hiicrelerce bakterilerin dldiiriilmesinde nemli rol oynar. Aktive olan
ndtrofiller, monosit ve makrofajlar, eozinofiller stiperoksid tiretirler. Radikal tiretimi fagositik
hiicrelerin bakterileri 6ldiirmesinde bilyiik &nem arz etmektedir. Ozellikle nétrofiller
icerdikleri myeloperoksidaz enzimi araciligiyla siiperoksidin dismutasyonuyla olusan hidrojen

peroksiti kloriir iyonuyla birlestirerek gii¢lii bir antibakteriyel ajan olan HOC1’e doniistiiriir.

Myeloperoksidaz
H.0, + CII ——— > HOCI +OH

2.4.3. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim

onemli bilesiklerine etki ederler.

2.4.3.1. Proteinlere EtKisi

Proteinler serbest radikal etkisine karsi poliansatiire yag asitlerinden daha az
hassastirlar. Serbest radikallerin olusturdugu hasar sonucunda; proteinlerde fragmantasyon,
capraz baglanmalar ve proteinlerin agregasyonu meydana gelir. Bodylece normal

fonksiyonlarini yerine getiremezler.®

2.4.3.2. Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkisi

Insan bedeninin her hiicresindeki DNA, giinde 10.000 kez serbest radikal saldirisina
maruz kalmaktadir. Olusan hasar DNA onarim sistemleri tarafindan onarilmakla birlikte,
hasarin ¢ok fazla oldugu veya onarim sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda DNA {izerinde
olusan hasar hiicre 6liimiine veya mutasyona neden olur. DNA hasarinin ¢esitli hastaliklarin
etyolojisinde ve yaslanmada 6nemli rol oynadigi ileri siiriilmektedir.>® Serbest radikaller DNA
yapisinda mutasyon, karsinogenez ve hiicre Oliimiine yol acabilirler. DNA yapisindaki
deoksiriboz fosfat iskeletinde hasara, purin ve pirimidin bazlarin spesifik modifikasyonuna ve

DNA-protein ¢apraz baglanmalarina neden olurlar.>® >*

Radikaller araciligi ile ozellikle
guanin bazinin hidroksilasyonu sonucu DNA molekiiliiniin yapis1 degiserek mutasyonlar
ortaya ¢ikmaktadir. Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek

degisikliklere yol acar. Ayrica, aktive olmus noétrofillerden kaynaklanan H,O, de
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membranlardan kolayca gecer ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre

disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir.*® >2

2.4.3.3. Karbohidratlara Etkisi

Serbest radikallerin  karbonhidratlar  iizerine de Onemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu, hidrojen peroksit, peroksitler ve oksoaldehitler
meydana gelir. Oksoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz
bag olusturma oOzelliklerinden dolayr antimitotik etki gosterirler. Okside olan glukoz,

proteinlerle reaksiyona girerek glikozilasyon ve glikasyon iiriinlerini olusturur.®**

2.4.3.4. Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikal hasarina en hassas olan yapilar hiicre membranindaki lipidlerdir.
Serbest radikallerin hiicre membranlari tizerindeki fosfolipidlerin yapisindaki yag asitlerinin
peroksidasyonuna sebep oldugu bulunmustur. Bu siiregte lipid peroksid radikalleri, lipid
hidroperoksidler ve lipid bozulma iriinleri meydana gelir. Her biri aktif bir oksitleyici ajan
olusturmaktadir. In vivo lipid peroksidasyonu, ateroskleroz, kanser ve yaslanma siireglerinde
olan temel bir bozucu reaksiyondur. Ciinkii, kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu
seklinde ilerler ve lipid peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasari geri
doniisiimsiizdiir.* Lipid peroksidasyonu sonucu hiicre membran yapis1 ve akiskanligi bozulur,
kalsiyum gibi iyonlar hiicre i¢ine girer ve nihayet hiicre fonksiyonlarinda bozukluklar ortaya
¢ikar. Plazma membran1 ve organel lipid peroksidasyonu, daha once bahsedilen serbest
radikal kaynaklarinin hepsiyle stimiile edilebilir ve metallerin varhiginda artar. Lipid
peroksidasyonu sonucu olusan lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile, ¢ogu biyolojik olarak aktif
olan aldehidler olusur. Bu bilesikler, ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya
baslangigtaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasart yayarlar. Lipid
peroksidasyonun en 6nemli iiriinii malondialdehidtir. Ug¢ veya daha fazla ¢ift bag ihtiva eden
yag asidlerinin peroksidasyonunda veya eikozanoid sentezinde serbestlesen endoperoksidler,
tiobarbiitirik asidle Slgiilebilen malondialdehidin (MDA) asil kaynagidir.”> Bu metod lipid
peroksit seviyelerinin olgiilmesinde siklikla kullanilir. MDA, yag asidi oksidasyonunun
spesifik ya da kantitatif bir indikatorii degildir fakat lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi

. . 7
korelasyon gosterlr.56 >

MDA, protein amino gruplarina, fosfolipitlere ve niikleik asitlere
baglanarak toksik etkisini gosterir. Membran bilesenlerinde c¢apraz baglanma ve
polimerizasyona neden olur. Iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi

olumsuz sonuglara neden olur. Membranlardan kolaylikla difiize olarak, DNA yapisinda yer
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alan nitrojen bazlarla reaksiyona girer ve mutajen, karsinojen, genotoksik etkiler gdsterir.
Lipid peroksidasyonunun 6lgiimii doku hasarinin iyi bir gostergesi kabul edilmektedir. Lipid
peroksidasyonunun; hiicre zarmin lipid yapisindaki degisiklikler nedeni ile hiicre zari
islevinin bozulmasi, olusan serbest radikallerin enzimler ve diger hiicre bilesenleri {lizerine
etkisi, son iiriinler olan aldehitlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarina neden
oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle aldehit yapili bilesikler, uzun yasam siireli ve zarlari
gecebilme Ozelliginde olmasi sebebiyle en toksik olanlaridir. Bu nedenle lipid
peroksidasyonunun hedef organlardaki etkilerinden bu bilesiklerin sorumlu oldugunu
dl'isl'inl'ilmek‘[edir.58 Lipid peroksidasyonunun kontrolii ¢ok Onemlidir. Bu amacgla da hem
endojen hem de eksojen antioksidanlar kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda antioksidan
suplementasyonunun  plazma antioksidan diizeylerini 6nemli derecede artirdigi

Vurgulanmaktadlr.59

2.4.4. Myeloperoksidaz (MPO)

SOR’nin en o©nemli kaynaklarindan biri nétrofillerdir.®

MPO, polimorf niiveli
l6kositlerden salinan bir hemoprotein olup giiglii proinflamatuar ve oksidatif 6zelligi vardir,
peroksidasyondan sorumludur. Hidrojen peroksit tarafindan klorid iyonlarinin oksidasyonu
yoluyla hipoklorik asit tretimini katalizleyen bir enzimdir. Bu reaksiyonun toksisitesi
savunma Sisteminde bakterilerin oldiiriilmesine katkida bulunur. Buna karsilik, olusan
hipoklorik asit ayn1 zamanda ol-antiproteinaz’t inaktive etmekte ve saglikli insan dokusunu
da zarara ugratmaktadir.”® MPO aktivitesi dokuya polimorfoniikleer I6kosit infiltrasyonunu

gostermektedir ve dolayisiyla inflamatuar yanitin bir gostergesi sayilabilir.®

2.4.5. Karacigerde Serbest Radikal Hasar1
Serbest oksijen radikalleri olarak isimlendirilen siiperoksit, serbest hidroksil radikalleri

ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirleri karaciger gibi yogun fizyolojik ve metabolik
olaylarin seyrettigi bir ortamda siirekli olarak iretilmekte ve detoksifiye edilmektedir.
Oksidatif stres, ROS ve ¢esitli sitokinlerle hepatosit, kupffer ve karaciger yildizs1 hiicrelerin
etkilesimi neticesinde olusan proinflamatuvar olaylar hepatositlerin apopitoza gitmesine,

bdylece fibrogenezin olusmasina katkida bulunmaktadir.®® ® ©°

Karacigerde bulunan hiicreler;
hepatositler, endotel hiicreleri, kupffer hiicreleri, stellat hiicreler ve safra kanali epitel
hiicrelerinin hepsi oksidatif stresle iliskili hiicrelerdir. Oksidatif hasarda, karaciger stellat
hiicreleri ve fibroblastlar uyarilarak bunlarin ekstraselliiler matriks ve kollajen sentezini
gerceklestirmeleri saglanir.’® ©” % ® Ayrica hasarlarla uyarilmis olan Kupffer hiicreleri;

proinflamatér sitokinler, tomiir nekrozis faktor alfa (TNF-o) ve interlokin-1f (IL-1p)
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iretimini uyarirlar. Bundan dolay1, oksidatif stresin inhibe edilmesi faydali sonuglar
saglayacaktir.?

Lipid peroksidasyonu oksidatif stresin énemli bir sonucudur. Lipid peroksidasyonu
biyolojik membranlarda ¢esitli degisiklikleri beraberinde getirir. Hiicresel organellere oldugu
gibi, biitlin organizmaya da yiiksek derecede yikici bir siirectir. Biyokimyasal fonksiyon kaybi
ve/veya yapisal hasara yol acar.”’ Sonug olarak hiicre membrani ve hiicre i¢i organellerin
membran yapilart tamamen bozulur. Yapisal hasar yayilir ve hiicrelerin 6liimiine yol agar.
Kronik siirecte fibrozis ve siroz meydana gelir.”* Karaciger, yag asitlerinin -oksidasyonunu
gergeklestiren mitokondrice zengin bir organdir. Yag asitlerinin oksidasyonu i¢ membrana
yakin bir bolgede yer almaktadir. Organizmada enerji acgiga ¢ikmasimi saglayan prosesler,
metabolik siireclerde ortaya ¢ikan serbest elektronlarin bir sistemden digerine aktarilmasinin
sonucudur. Bu elektronlar son olarak sitokrom sisteminde oksijene aktarilmakta ve su
olusturulmaktadir. Her iki H2O molekiilii olusumu i¢in oksijene 4 elektron aktarilmaktadir.
Elektron sayisin1 tamamlayarak notral hale gelmemis ve tek elektron ihtiva eden oksijen
molekiilii olan singlet oksijen, serbestlesmesi tehlikeli bir yapidir ve sitokrom-c sistemi iginde
elektronlar: tamamlanincaya kadar siki bir sekilde tutulmaktadir.”® Serbestlestigi taktirde bu
radikal bulabildigi her sistemden elektron kopartmaya calismakta ve 6zellikle mitokondri ve
hiicre membranina lipid peroksidasyonu yoluyla hasar vermektedir. Ancak, fizyolojik
kosullarda da az miktarda serbestlesen oksijen radikallerini fizyolojik antioksidan savunma,

ciddi bir hasar olusmadan nétralize edebilmektedir.”

2.5. Methotrexate (MTX)
Methotrexate ¢esitli kronik inflamatuar hastaliklarda ve neoplastik durumlarda

kullanilan bir folik asit antagonisti olup, sitotoksik kemoterapotik bir ajandir. Uzun yillardan
beri 16semi, lenfoma, osteosarkom, akciger kanseri, meme kanseri, bas ve boyun tiimorleri
gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Ayrica immunsiipresif ve
antienflamatuar 6zelikleri nedeniyle MTX, kanser tedavisinin diginda; romatoid artrit (RA),
psoriasiz, sarkoidoz, vaskulit ve diger otoimmun rahatsizliklarda da kullanilan etkili bir
ilagtir.” ™ Ancak bu ajanin etkinligi genellikle ciddi yan etkileri ve toksik durumlar
dolayistyla simirlanmustir.”® MTX, S fazindaki hiicreleri etkiler. MTX ve metabolitleri
hiicrelere aktif tasima ile girer ve biiylik oranda bobrek yoluyla elimine olur. MTX
bobreklerde haftalar, karacigerde ise aylar boyunca kalmaktadir.”” Sican ve farelerde

uygulanan MTX dozunun %350’den fazlasi karacigerden safra ile elimine olmaktadir.”
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2.5.1. Folik Asit Antagonisti Olarak MTX’in Mekanizmasi
MTX antimetabolit grubu neoplastik bir ilagtir. Kimyaca 4-amino 4-deoksi N10 metil

pteroil glutamik asid olup, yapisal olarak folik asitin (FA) analogudur (Sekil 3).

M L}

HoN
]
N 3 Cri:: {‘ll' ||“ E(I?Hz‘z
N CHy—N C—N—CH-COzH

NH;

Sekil 3. MTX’1n molekiiler yaplsl.79
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Sekil 4. FA’in (solda) ve dihidrofolatin (sagda) molekiiler yapist.®

Insanlarda viicudun ana yapilarindan FA’i (Sekil 4) sentezleme 6zelligi olmadigindan
diyetle FA alimi zorunludur. FA’in (folat’in) viicuttaki yararli sekli, folinik asid ve diger

tetrahidrafolat tiirevi koenzimlerdir.8* 8

Bu koenzimler timidilatin, purinlerin, metionin ve
glisinin sentezinde rol oynayan tek karbon transferi reaksiyonlari i¢in gereklidir. Folik asit
bagirsaklardan emildikten sonra hiicrede NADPH bagimli dihidrofolat rediiktaz (DHFR)
tarafindan aktif formu olan tetrahidrafolat formuna indirgenir. FA’in, dihidrofolat (pteroil

glutamik asid (Sekil 4) tizerinden tetrahidrofolat’a dontisiimii su sekilde olur:

Folat Dihidrofolat
Folikasid — Dihidrofolik asid — 5 Tetrahidrofolat
rediiktaz rediiktaz

MTX, hiicre i¢ine indirgenmis folat tasiyici protein ile aliir ve folilpoliglutamat sentetaz
aracilig1 ile molekiile glutamil gruplar1 eklenerek poliglutamat formuna doniistiirilir.”” MTX
ve onun poliglutamat metabolitleri dihidrofolati (FH2) tetrahidrofolata (FH4) indirgeyen ve
hiicre replikasyonunda anahtar enzim olan DHFR’a baglanir. Boylece tetrahidrafolat sentezi

83 84

inhibe olur. Bu inhibisyon, timidilat ve purin niikleotidlerinin (adenin ve guanin)

biosentezinin durmasma yol acar.®® Dolayisiyla apopitozisle sonuclanan DNA defektlerine
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neden olur. Bu yap1 taslarmin {iretilmemesi hiicre ¢ogalmasi i¢in gerekli olan DNA ve
RNA’nin sentezini ve enerji tiretimi i¢in gerekli ATP iiretimini inhibe eder.?® Bu da hiicre
limiiyle gerceklesir.®” Ayrica FH4’¢ doniisemeden kalan dihidrofolatpoliglutamatlar
(FH2Glu,) ve metotreksatin poliglutamat tiirevleri toksik inhibitor metabolitler seklinde
birikir. Poliglutamatlar biiyiik molekiilli oldugundan ve negatif elektrik yiikii yiiksek
oldugundan hiicre disina ¢ikamaz.®” Timidilat sentazin ve purin baz1 sentezinde rol oynayan
transformilaz enzimlerinin inhibisyonu, metotreksatin kendisinden ¢ok adi gegen iki

poliglutamat metaboliti tarafindan yaplhr.88

2.5.2. MTX’n Toksik Etkileri :
MTX gibi sitotoksik ilaglar yalniz kanser hiicrelerine karsi degil, saglikli ve malign

biitiin hizli béliinen hiicreleri etkilerler. Bu nedenle yaygin toksik etkileri vardir.% Klinikte
genis kullanim alanlar1 olmasiyla birlikte, karaciger iizerine toksik etkisinden dolayr daha
fazla 6nem kazanmustir.®® Kronik diisiik doz MTX, fibrozis ve siroza yol acarken, yiiksek doz
karaciger fonksiyon testlerinde bozulmaya yol agar. MTX’a bagh fibrozisi takiben gelisen
hepatoseliiler karsinom iki vakada bildilrilmistir.90 MTX’1n karaciger disinda; bobrek, ince
barsak, kemik iligi, akciger gibi organlar iizerinde de Onemli hasarlara sebep oldugu
bilinmektedir.** MTX toksisitesi; dozaj plant ve tedavinin uzunlugu, hastanin risk faktorleri,
hastaligin tipi, genetik ve molekiiler apopitotik faktorlerin varligi gibi bir¢ok faktdriin
etkilesiminin bir sonucu gibi géﬁjnmektedir.76 MTX’mn akut yan etkileri doza baghdir.
Yiiksek doz MTX tedavisi sonucunda; kemik iligi baskilanmasi, mukozit, kusma, diyare,
gastrointestinal tilserler, deri iilserleri gibi yan etkilerinin olmasinin yaninda en 6énemli etkisi
karaciger toksisitesidir.” %

MTX tedavisi esnasinda ortaya ¢ikan yan etkiler olduk¢a yaygindir. Yan etkinin
siddeti degisiktir. En sik rastlanan yan etkiler hafif ve geri doniistimliidiir. Bulanti, kusma,
transaminazlarda yiikselme ve stomatit gibi yan etkiler siklikla dozla iligkilidir.

MTX toksisitesinin mekanizmasi hala tam anlasilmamistir. Ancak bazi1 yan etkiler
bahsedilen piirin, pirimidin, poliamin ve folat gibi metabolik yollarin bozukluklar ile
dogrudan iliskilendirilmistir. Kremer ve ark. ilk kez RA’li hastalarin karaciger biyopsisinde
MTX poliglutamatlarinin birikmesine folat eksikliginin eslik ettigini géstermistir.76 MTX

tedavisi alan RA’l1 hastalarin yaklasik %30’unda ilag toksisitesi nedeniyle tedavi kesilir.”

2.5.3.Methotrexate ve Karaciger Toksisitesi:
MTX’m klinik kullanim alaninin genislemesi ile karacigerdeki toksisitesi daha da

onem kazanmigtir. MTX’m hepatotoksik etki mekanizmasi heniiz tam olarak
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aciklanamamakla birlikte toksisiteyi aciklayabilen bazi mekanizmalar ileri siin'jlmiistiir.76
MTX’1n baslica aktivitesi DHFR enzimine baglanarak FA’in aktive formu olan folinik asite
doniisimiinii engellemektir. Bu da niikleik asitler, baz1 aminoasitler ve dolayli olarak
proteinlerin sentezini bloke eder. Bu durum, plazma membranlar1 ve organellerin hasarina
neden olabilir ve hepatik parankimal hiicrelerin fonksiyonlarima miidahale eden enzimlerin
kagagma izin verir.*® MTX’in enzimatik bir sistemle okside edilerek major ekstraseliiler
metaboliti olan 7-hidroksimetotreksat’a doniisimii  karacigerde gerceklesir.’® MTX
folilpoliglutamil sentetaz ile 1-4 glutamat gruplarinin eklenmesiyle poliglutamat forma
doniistiiriilen bir ilactir. Karaciger hiicreleri i¢inde poliglutamat formunda depolanir. MTX
poliglutamatlari hiicre i¢inde tutulur ve DHFR enzimine baglanarak DHF ile yer degistirir.
Poliglutamatlar hiicre disinda ila¢ bulunmasa da hiicre i¢indeki varliklarim siirdiiriirler.” %
MTX kullanimiyla hiicre i¢indeki poliglutamatlarin artis1 ve folik asit seviyelerinin diismesi,
MTX’1n hepatotoksik etkisinde 6nemli bir mekanizma sayilmaktadir. Poliglutamat formunun
artmig seviyesi, ilacin hiicre i¢inde daha uzun bulunmasina neden olur. Bu mekanizmanin
MTX’1n hepatotoksik etkisinin bir sebebi oldugu diisiiniilmektedir. "°

MTX kullanimi ile ilgili karaciger histolojisi iizerine yan etkileri yag infiltrasyonu,
inflamasyon, hiicresel nekroz ve nihayet fibrozis olarak bulunmustur. Ancak klinik hatta
biyokimyasal olarak bu bulgular yillarca sessiz kalabilir. Toksisitenin gosterilmesinin tek yolu
karaciger biopsisi olabilir. Prosediir olarak toplam MTX dozu 1.5-2 gr olduktan sonra veya 10
yillik kullanimdan sonra tavsiye edilir.%

MTX makrovezikiiler yagli degisiklie neden olan ilaglar arasindadir. MTX, kronik
hepatit ve siroza yol acabilir. Karaciger toksisitesi riski, agir alkol kullanimi, 6nceden
karaciger hastaligi, giinlik doz ve yiiksek kiimiilatif doz ile siddetlenir. Hastalarin %20-
50’sinde karaciger enzimlerinde minimal yiikselme olur ama bu dnemli bir toksisite anlamina
gelmez. MTX ile ilgili toksisitenin histolojik &zellikleri minér yagh degisiklik, hepatosit
anizoniikleozis, hafif portal inflamasyon ve fokal nekrozdan, daha ciddi hepatoselliiler nekroz,
fibrozis ve siroza kadar degisir. MTX, obezite ve diyabet gibi risk faktorleri olan hastalarda
steatohepatiti hizlandirabilir veya siddetlendirebilir. Yiiksek kiimiilatif dozlu bazi hastalar

diger risk faktorleri olmadan da karaciger yaglanmasi gibi histolojiye sahip olabilir.”*

2.5.4. MTX Toksisitesi ve Oksidatif Stres:
MTX’m hepatotoksik etki mekanizmalari arasinda oksidatif stres iizerinde de

durulmustur. MTX piruvat dehidrojenaz, 2-oksogluterat dehidrojenaz, sitosolik nikotinamid
adenin dintikleotid fosfat (NADP)-bagimli dehidrojenazi ve NADP malik enzimi inhibe eder.
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Boylece hiicre i¢i NADPH diizeyinin diismesine neden olur. NADPH, reaktif oksijen
radikallerine kars1 koruyucu onemli bir sitozolik antioksidan olan rediikte glutatyonun
iiretilmesi igin,  glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan kullanilmaktadir.”® % MTX
kullannmiyla, NADP seviyeleri diiser. Boylece glutatyon seviyelerinde anlamli bir azalmaya
neden olarak antioksidan enzim savunma sisteminin etkinliginin azalmasmna yol agar ve
reaktif oksijen radikallerine (siiperoksid anyonlari, hidroksil radikalleri, hidrojen peroksid ve
hipoklorid radikalleri gibi) kars1 hepatositleri duyarlilastirir. Bu da hepatosit hasarina neden
olur.”® ® Bundan dolay1, karaciger hasarmmin engellenmesinde ve tedavisinde serbest
radikallerin ve lipit peroksidasyonunun ortadan kaldirilmasi anahtar rol oynamaktadir.

MTX ile ilgili yapilan son zamanlardaki toksisite ¢alismalarinda oksidatif stres dikkati
¢ekmektedir. MTX’in karaciger dokusunda oksidatif strese sebep oldugu bildirilmistir.”
Ayrica; bobrek, ince barsak ve SSS’de de MTX 1n yan etki mekanizmasi olarak oksidatif stres
sorumlu tutulmaktadir.”® % Babiak ve ark. MTX’in HeLa hiicrelerinde viicudun oénemli
antioksidan1 olan glutatyon seviyelerini azalttifin1 saptamiglardir. HeLa hiicresi
mitokondrisinde piriivat dehidrojenaz, 2-okzogluterat dehidrojenaz ve nikotinamid
adenindiniikleotid (NAD) bagimli enzimler ile sitozolik NADP-bagimli dehidrojenazin MTX
tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir.” Jahovic ve ark. ratlara i.p. olarak 20 mg/kg tek doz
MTX verilmesinin; kan, karaciger, bobrek ve ince barsakta glutatyon seviyelerini azalttigini,
inflamatuvar yanitin gostergesi olan myeloperoksidaz (MPO) aktivitesini ve lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehid (MDA) seviyelerini  arttirdigin
bulmuslardir.”® Bu nedenle MTX toksisitesinden korunmak i¢in antioksidan ajanlarla birlikte

kullanmasi gerekliligi 6ne ¢cikmaktadir.

2.6. Antioksidan Savunma Sistemleri
Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek i¢in organizmada antioksidanlar

olarak adlandirilan c¢esitli savunma mekanizmalar1 gelismistir. Eger serbest radikaller ve
antioksidan diizeyleri arasindaki hassas denge korunamazsa hiicre hasarina kadar giden birgok
patolojik degisiklik ortaya ¢ikmaktadir.

Antioksidanlarin  ilk  belirlenen etkileri, zar yapisinda bulunan lipidlerin
peroksidasyona karsi korunmasi olmustur. Antioksidanlar hedef molekiillerdeki oksidan
hasar1 engelleyen veya geciktiren maddeler olarak tanimlanmakta ve bu tanimla baglantili

olarak antioksidanlarin etkileri farkl sekillerde olabilmektedir.®’ %

2.6.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi
Antioksidanlar ¢esitli kriterlere gore gruplanabilirler.
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e Yapilarina gore; a) Enzimler b) Enzim olmayan proteinler, kiigiik molekiiller

e Kaynaklarma gore; a) Endojen antioksidanlar b) Eksojen antioksidanlar

e (Coziinirliiklerine gore; a) Suda ¢oziinenler b) Lipidlerde ¢6ziinenler

e Yerlesimlerine gore; a) Hiicre iginde bulunanlar b) Plazma ve diger ekstraselliiler

sivilarda bulunanlar

2.6.1.1. Endojen Antioksidanlar

1- Enzimatik antioksidanlar: Siiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz, Glutatyon
Peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon Rediiktaz, Glutatyon-S-transferaz, Mitokondrial sitokrom
oksidaz, Hidroperoksidaz.”

2- Enzimatik olmayan antioksidanlar:

Seruloplazmin, Transferin, Ferritin, Hemoglobin, Miyoglobin, Glutatyon, Sistein,
Metiyonin, Glikoz, Urik Asit, Bilirubin, Aloumin, Ubiquinon, Melatonin, Selenyum, Lipoik
asit.gg 100 101

2.6.1.2. Eksojen Antioksidanlar

1- Vitamin eksojen antioksidanlar: a-tokoferol (vitamin E), B-karoten, Askorbik asit

(vitamin C), Folik asit (folat).

2- Ila¢ olarak kullamlan eksojen antioksidanlar:

e Ksantin oksidaz inhibitérleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)

e NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri,
nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar)

e Rekombinant siiperoksit dismutaz

e Trolox-C (vitamin E analogu)

e Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-PX aktivitesini artiran ebselen ve
asetilsistein)

e Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin, dimetil siilfoksit)

e Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)

e Notrofil adezyon inhibitorleri

e Sitokinler (TNF ve IL-1)

e Barbitiiratlar

e Flavonoidler

) . 100 101
e Demir selatorlerl.35 9910010
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2.6.2. Enzimatik Antioksidanlar
SOD, katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi antioksidan enzimler

serbest radikallerin olugsmasmi ve lipid peroksidasyonunun baslamasini Gnleyen

enzimlerdir.'%?

2.6.2.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD)
Serbest radikallere kars1 ilk ve en 6nemli savunma bu enzim tarafindan gergeklestirilir.
Siiperoksidin hidrojen peroksid ve molekiiler oksijene déniisiimiinii katalize eder.’®® 1%

Boylece hiicre i¢indeki siiperoksid diizeylerini azaltir.

SOD
20, +2H" ——H,0,+ 02

Stiperoksit dismutazin insanlarda iki izoenzimi vardir. Bunlar sitozolde bulunan
dimerik yapidaki bakir ve ¢inko i¢eren Cu.Zn-SOD ile mitokondrilerde bulunan tetramerik
yapidaki Mn-SOD’dir.

2.6.2.2. Katalaz (CAT)

Yapisinda dort adet hem grubu igeren alt {initeden olusmus kompleks bir
hemoproteindir. Katalazin en 6nemli gorevi H202’in enzimatik yikimidir. Enzim en ¢ok
peroksizomlarda olmak iizere endoplazmik retikulum ve sitozolde bulunur. Enzimin
aktivitesinin en yiiksek oldugu organlar karaciger, bobrek, myokard, ¢izgili kaslar ve
eritrositlerdir.’® % Yiiksek konsantrasyonda olusan H202’i oksijen ve suya pargalayan

reaksiyonu katalizler.

Katalaz
2H202 —» 2H20 + O2

2.6.3. Nonenzimatik antioksidanlar
Birgok ¢esidi olan nonenzimatik antioksidanlar arasinda en 6nemlisi glutatyondur.

2.6.3.1. Glutatyon (GSH)

Tiyol grubu tasiyan bir tripeptid olan glutatyon, hiicrenin yiikseltgenme-indirgenme
dengesini koruyan 6nemli bir indirgen ve antioksidan olup, reaktif serbest radikaller ve diger
oksidan tiirlere kars1 hiicresel savunmada temel bir rol oynar.” Proteinlerdeki siilthidril (-SH)
gruplarint indirgenmis halde tutarak pek ¢ok proteinin ve enzimin inaktivasyonunu engeller.
Indirgenmis glutatyon selenyum iceren glutatyon peroksidaz ile yiikseltgenerek, GSSG’ye
dontistir. Yiikseltgenmis glutatyonun tekrar indirgenmesi NADPH’in da kullanildigi bir
reaksiyonla olur. Bu sekilde dokularda GSSG/GSH orami diisiik tutulur (<1/1000).>” GSH
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hiicre i¢inin en Onemli antioksidan molekiilidiir ve serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek biyolojik membranlari lipid peroksidasyonuna karsi korumaktadir. Bu
koruma, enzimatik olarak gerceklesmektedir.'”” Glutatyon ayni zamanda hiicre iginde singlet
oksijen (*0,), siiperoksit anyonu (O, hidroksi (OH) radikalleri gibi bircok zararli oksidanla

enzim katalizi olmaksizin da reaksiyona girmektedir.'%

GSH detoksifikasyon reaksiyonlarina
dogrudan katildigr gibi, serbest radikallerin yikici etkilerini Onleyen veya azaltan
transferazlar, peroksidazlar gibi birgok enzimin substrati veya kofaktorii olarak da goérev
yapmaktadir. Basta karaciger olmak iizere pek ¢ok dokuda yiiksek oranda bulunur. GSH
aminoasitlerin membrandan transportunda da rol alir.®® * 9 Rediikte glutatyonun (GSH)
tiketimi (azalmasi) lipid peroksidasyonunun artisiyla sonuglanir. Cok fazla lipid

peroksidasyonu GSH tiiketiminin artigina sebep olabilir.”

2.6.4. Oksidatif Karaciger Hasarinin Onlenmesinde Antioksidanlarin Yeri
Yapilmis olan birgok calismada karaciger hastaliklarinda oksidatif stres ve buna bagl

olarak ortaya cikan karaciger hasari ile fibrozis arasinda iliski oldugu gésterilmistir.m9
Antioksidanlar, karaciger dokusunda biriken ve oksidatif hasar iceren bozukluklarin
6nlenmesi ve tedavisi i¢in potansiyel adaylardir."*® Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli
olarak ksenobiyotiklerin, ilaglarin, karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen
etkilerine karsi hiicreleri koruyan maddelerdir. Bu nedenle karacigerde oksidatif hasari
onlemek ve tedavi etmek igin gesitli antioksidanlarla ilgili olarak birgok ¢alisma yapilmistir.
Yiiksek doz MTX kullanan hastalarda, melatoninin hepatorenal toksisiteyi onleyebilecegi
bulunmustur.”® Diyetle alinin alfa-tokoferoliin lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu oldugu
ve sonugta steroidlerin neden oldugu karaciger hiicre hasart ve tiimor gelisimine karsi
kullanilabilecegi bildirilmistir."** Cisplatin ile kan ve karacigerde olusan oksidatif strese kars1,
karotenoidlerden likopenin koruyucu etki sagladigi ortaya konulmustur.™? Yine MTX
tarafindan indiiklenen oksidatif karaciger hasarinin diizeltilmesinde N-asetil sistein ile ilgili
yapilan caligmalar, bu ajanin oksidatif karaciger hasarin1 azaltabilecegi seklinde
sonuglanmustir.’® Siklofosfamidin karacigerde olusturdugu oksidatif hasarin azaltilmasinda
alfa lipoik asidin etkili oldugu rapor edilmistir.**® Yapilan biitin bu cahismalara gore,
karacigerde oksidatif hasara karsi cesitli antioksidan tedavilerin yararli etkileri oldugu

sOylenebilir.

2.7. Alfa Lipoik Asit
Alfa lipoik asit (ALA), oktonoik asidin disiilfit tiirevi olup (6,8-dithio-octanoic acid),

ayn1 zamanda tioktik asit olarak da bilinen, kimyasal adi 1,2-dithiolan-3-pentonoik asit
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(C8H1402S2) olan dogal bir bilesiktir.®® ** Cesitli hiicresel enzim komplekslerinin ¢ok
6nemli bir prostetik grubu olarak bilinmektedir.**

ALA’in biyosentez yolagi hala tam olarak agiklanamamuistir. 8 karbonlu bir yag asidi
ve elementer silfiiriin mitokondride birlesmesiyle sentezlendigi diisiiniilmektedir.**®
Mikroorganizmalardan insanlara kadar biitiin organizmalarda enerji metabolizmasinda
kofaktor olarak gerekli olan ve son zamanlarda antioksidan ozellikleri ortaya konulan bir
molekiildir.**" 18
ALA, fizyolojik sistemlerde bulunur, tiyol grubu igerir ve antioksidan aktivitesi olan

onemli bir molekiildiir.**®

Lipoik asit (LA) viicutta dogal olarak {iretilmesine ragmen 1930
yilma kadar varhigmin farkina varilmamistir. Ik olarak 1937°de Snell ve arkadaslari
tarafindan patates ekstraktinda bulunmus ve ¢esitli bakterilerin biiylimesi i¢in gerekli “patates
bliyime faktorii” olarak adlandirilmistir.*® 1951 yilinda sigir karacigerinden izole

edilmistir.*?

2.7.1. Lipoik Asitin Genel Ozellikleri ve Kaynaklar
ALA insan diyetinde yeterli miktarda bulunmasina ragmen, de novo olarak

mitokondride lipoik asit sentaz tarafindan sentezlenmektedir. Lipoik asit insanlarda karaciger
ve diger dokular tarafindan sentezlenerek, dogal bir kofaktér olarak gorev yapmaktadir.'??
Endojen lipoik asit genellikle bazi multienzim komplekslerinde (piruvat dehidrojenaz
kompleksi, a- ketoglutarat dehidrojenaz kompleksi) proteine bagli kisim olarak bulunur.
Memeli dokular1 5-25 nmol/g lipoik asit igerir fakat pratik olarak hemen hemen tamami
proteine bagli formda bulunmaktadir. Disardan verilmedigi siirece hiicrede ¢ok az miktarda

serbest lipoik asit bulunur.*?

Gidalarla alinan ALA’in ¢ok biiyiik bir kismi1 lipoamid igeren
enzimlerden elde edilir ve lizin amino asidine bagl (lipolizin) bulunur. Ispanak, brokoli,
domates, bezelye, Briiksel lahanasi ve piring ALA iceren bitkisel kaynaklardir. Kalp,
karaciger ve bobrek gibi yiiksek metabolik aktiviteye sahip hayvansal dokular da ALA

bakimindan zengin kaynaklalrdm116 124125

2.7.2. Lipoik Asitin Yapis, Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
ALA, sekiz karbonlu bir bilesik olup, ditiyolan halka yapisinda iki siilfiir atomu ve bir

karboksilik asit grubu igerir. LA’in halkasal yapisinda okside ditiyolan iizerinde biikiilme
gerilimi, ¢evresel sartlar altinda molekiilde indirgenme i¢in biiylik bir egilime neden olur.'?®
LA oral yolla alindiginda hizla absorbe edilir ve viicutta pek ¢ok dokuda indirgenmis formu
olan dihidrolipoik aside (DHLA) kolayca ¢evrilebilir. Handelman ve arkadaslar1 yaptiklari bir

calismada memeli hiicrelerinin lipoik asiti alabilme ve DHLA’e indirgeyebilme yeteneginin
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oldugunu gdstermistir.>” Hem lipid hem de sulu ortamda ¢oziiniir. LA ve indirgenmis hali
olan DHLA’in kimyasal reaktivitesini saglayan ditiyolan halkasidir. Bu yap1 LA’i diger tiyol
iceren biyomolekiiller arasinda 6zgilin yapan Ozelliktir. Diger yandan diisiik negatif redoks
potansiyeli LA ve DHLA’i giiclii indirgeyiciler yapmaktadir.*?®

Oral uygulama gibi ekstraseliiler olarak uygulanan LA’ten sonra hem ALA’in hem de
DHLA’in etkileri intra ve ekstraseliiler olarak bulunabilmektedir. LA’in iki formu
bulunmaktadir:

1- Okside LA’te 6. ve 8. pozisyonlarda bulunan kiikiirtler kapali bir halka meydana
getirir. Buna ALA denir.
2- LA’in rediikte sekli DHLA, agik zincir seklinde olup 6. ve 8. pozisyonda bulunan
kiikiirtler siilfidril grubu halinde bulunmaktadir. LA’in bu iki formu oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlari ile birbirine doniisebilmektedir.'?®

Hem rediikte hem de okside formlar biyolojik aktivite gostermesine ragmen DHLA
biyolojik olarak daha aktif form olarak kabul edilmektedir.®® ALA ve DHLA nin yapilari

sekil 5’de verilmistir.

s SH SH

U\/\/\n/ OH M OH
Iy *

Lipoic acid o Dihydrolipoic acid O

Sekil 5. Lipoik asid ve DHLA “in yapis1.***

ALA, hiicrelere girdikten sonra sitozolik enzimler olan GSH rediiktaz, tiyoredoksin
rediiktaz ve mitokondrial enzim E3 tarafindan indirgenmektedir. ALA bagirsaktan emildikten
sonra, ¢esitli dokularda metabolik degisikliSe ugradiktan sonra salgilanir. LA
metabolizmasindaki katabolik siire¢ pentanoik asid yan zincirinin B-oksidasyonu iizerinden
gerceklesmektedir. ALA’in metaboliti olan 3 ketolipoat, serbest ALA’in [B-oksidasyonla

salgilandigini géstermektedir.129

2.7.3. Lipoik Asidin Antioksidan Ozellikleri ve Klinik Endikasyonlari
LA’in biyolojik antioksidanlar arasinda en biiyiik farki, gerek rediikte gerekse okside

formlarinda antioksidan fonksiyonlarini siirdiirmesidir.™'” Yine ALA, amfipatik bir bilesiktir,
yani hem lipofilik hem de hidrofilik ortamlarda giiclii bir antioksidandir.** LA’in diger
antioksidanlar ile etkilesimi de soz konusudur. ALA’nin en 6nemli Ozelliklerinden birisi
vitamin C, GSH ve indirekt olarak vitamin E’yi yeniden olusturma yetenegidir. LA, bu suretle

vitamin C ve vitamin E yetersizligi semptomlarini onleyebilmektedir. LA suda ve lipit
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tabakada ¢oziiniilebilirligi nedeniyle lipit-su ara yiizeyinde okside antioksidan rediiksiyon
islevlerini yerine getirebilir. Vitamin E’nin yeniden olustugu siklusta vitamin C ve glutatyon
ile etkileserek membranlart korur.™' 2 ALA’in bazi metalleri selat etme yetenegi
bulunmaktadir. Bakir, manganez ve ¢inko ile stabil kompleksler olusturmaktadir.*® 134

LA son zamanlarda énemli bir antioksidan olarak dikkat ¢cekmektedir. LA veya onun
rediikte formu DHLA; siiperoksit radikalleri, hidroksil radikalleri, hipoklor6z asit, peroksil
radikalleri ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen bilesikleri ile reaksiyona girer.'” Ratlarda
intragastrik olarak LA verilmesi (150 mg/kg bw/glin, 8 hafta) kalp, karaciger ve iskelet kaslarini
egzersiz tarafindan indiiklenen oksidatif yag hasarina karsi korumustur; karaciger ve kanda
toplam glutatyon seviyesini artirmis Ve kalpte glutatyon S-transferaz aktivitesinde egzersiz ile
indiiklenen azalmay1 engellemistir.*> Mitokondri seviyesinde GSH, askorbik asit ve E vitaminine
ilave olarak LA verilmesi (100 mg/kg bw/giin; 2 hafta) rat karaciger veya bobreklerinden izole
edilen mitokondrilerdeki izositrat dehidrojenaz, a-ketogluterat dehidrojenaz ve siiksinat
dehidrojenaz gibi enzimlerin azalan aktivitesini artirmustir.”*® LA’nin 2 hafta siire ile diyetsel
takviyesi ayn1 zamanda hepatoselliiler GSH seviyesinde yasa bagi olarak ortaya ¢ikan azalmayi
degistirmis‘[ir.l?’7

Cesitli hayvan modellerinde iskemi-reperfiizyon, hepatik hastaliklar ve diyabet
durumlarinda doku hasarina karst LA takviyesinin koruyucu etkilerine dair kanitlar baska
caligmalarda da géisterilmistir.116 132 138

Lipoik asit uzun zamandir ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Yapilan
cesitli calismalar ALA’in iskemi-reperfiizyon hasari, diyabetes mellitus, glokom, alkole bagl
karaciger hasari, mantar zehirlenmesi, HIV enfeksiyonu, agir metal zehirlenmesi, radyasyon
hasari, yaglanma, vaskiiler ve ndrodejeneratif hastaliklar dahil bir¢ok klinik durumda goriilen

oksidatif stresin 6nlenmesi ve tedavisinde etkili oldugunu ortaya koymustur.116 117139 140

2.7.4. ALA Eklenmesinin Etkileri ve Lipid Peroksidasyonu

Diyabette retinal oksidatif stresin ALA ile onlendigi goriilmiistir.**" ALA
eklenmesinin karaciger ve kandaki glutatyon konsantrasyonunu arttirdig; kalp glutatyon S-
transferaz aktivitesinin egzersizle azalmasinin, ALA eklenmesi ile dnlendigi bulunmustur.™*
Karnitin ve ALA takviyesinin sigan beynindeki lipit peroksidasyonunu ve protein karbonil
miktarint azalttig1, antioksidan enzim aktivitesini ise artirdigi gésterilmistir.142 ALA’in
nekrotik ve apoptotik hiicrelerin sayisim azalttigi gdzlemlenmistir.'*® Bobrekte artan lipid
peroksidasyonunun ALA eklenmesi ile azaldigr; ALA’in, bobrek, karaciger ve kalpte Cu/Zn

SOD aktivitesini azalttig1, glutatyon peroksidaz aktivitesini arttirdigi gdsterilmistir.'** Yine
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ALA’in yagh sicanlarin beynindeki asetilkolineraz aktivitesini diizenleyici etki gosterdigi
saptanmls‘ur145

Caligmalar genellikle oksidatif stres ile ilgili durumlarda LA kullanimimin biyolojik
etkileri veya LA ve tiirevlerinin antioksidan aktivitesi arasindaki farklar ile ilgilenmektedir.
ALA’in MTX kullaniminda goriilen oksidatif stres {izerine etkinligi ve biyolojik aktivitesi ile

ilgili ¢cok fazla veri bulunmamaktadir.

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bu deneysel ¢alisma Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Aragtirma Laboratuarinda Haziran 2010 - Aralik 2010 tarihleri arasinda gergeklestirildi.
Caligsma ile ilgili olarak Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun onay1 alind1 (06.04.2010 Tarihli Etik
Kurul Oturum No: 2010/3 — Karar No:3 ). Calismada kullanilacak ratlar, Kahramanmaras
Siit¢ii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Barmagi’ndan temin edildi.
Calismada agirliklar1 200-250 gram arasinda degisen, 28—32 haftalik 32 adet Wistar-Albino
cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar deneyden 1 hafta once laboratuar kosullarmna alinarak,
caligma siiresince, 12 saat 1sik/karanlik dongiisiiniin saglandigi, 1s1 (23-25°C) ve nemin
kontrol edildigi ortamda muhafaza edildi. Standart rat yemi ve sehir sebeke suyu kullanilarak
beslendi. Giindiiz-gece siklusuna uyacak sekilde aydinlatildi. Ratlar, deneyden bir gece once

su serbest olmak iizere a¢ birakildi.

3.2. Deney gruplari ve deney protokolii

Ratlar ortama uyum saglamalari i¢in deney baslangicindan 1 hafta 6nce her grupta 8
rat olacak sekilde 4 gruba ayrildu.

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

Il. 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 verildi.

1. Grup (MTX+ALA grubu): Ratlara ip olarak tek doz 20 mg/kg MTX verildikten
1 saat sonra 50 ml/kg dozunda alfa lipoik asid verildi ve kalan 4 giin boyunca da 50 ml/kg
ALA verildi.

IV. Grup (ALA grubu): 5 giin boyunca 50 ml/kg ALA ip olarak verildi.
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Deney baslangicinda ve 6. giin ratlarin agirliklar tartildi. ilag uygulamalari ratlarm
agirliklarma gore yapildi. Tim gruplarin enjeksiyonu ip yoldan ayni giin baglandi ve 5 giin
boyunca yapilarak ayni giin sonlandirildi. Deneyin sonunda Il. gruptan 3, 11l. ve 1V. gruptan
I’er tane olmak {izere toplam 5 rat kaybedildi. Geriye kalan ratlar 6. giin genel anestezi
altinda sakrifiye edildi. Ratlar sakrifiye edilmeden hemen once genel anestezi altinda
biyokimyasal tetkikler i¢in intrakardiyak kan alindi. Ratlar sakrifiye edildikten sonra
histopatolojik inceleme ve doku biyokimyasi i¢in karaciger doku Ornekleri alindi. Alinan
kanlarin serumlar1 ayrilarak daha sonra galisilmak tizere -80° C de saklandi. Alinan karaciger
dokulari, histopatolojik caligma i¢in formolde, biyokimyasal ¢aligmalar igin ise -80° C de

saklandi.

3.3. Kan ve Doku Orneklerinin Hazirlanmasi ve Calisilmasi
Serumda ALT, AST, ALP, GGT, Total bilirubin diizeyleri, Iimmulite 2000 otomatik

biyokimya cihazinda calisildi. Cikarilan karaciger doku oOrnekleri iki pargaya ayrildi.
Pargalardan biri % 10 luk formaldehit i¢ine konularak histopatolojik tetkike gonderildi. Diger
parga ise MDA, SOD, CAT, GSH ve MPO tayini i¢in -80 °C de derin dondurucuya konuldu.

3.4. Karaciger Dokusunda Oksidan ve Antioksidan Belirteclerin
Olciilmesi

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

ayrlldl.146

3.4.1. Karaciger Dokusunda Malondialdehid (MDA) Diizeylerinin

Olciilmesi ( Lipid Peroksidasyonu Degerlendirilmesi)

Karacigerde lipid peroksidasyonunun son iiriinlerinden olan MDA diizeyleri, MDA’in
asidik ph ve sicak ortamda tiyobarbitiirik asitle (TBA) olusturdugu bilesigin pembe-kirmizi
renginin 532 nm dalga boyunda absorbansinin spektrofotometrik olarak olgiilmesi prensibine
dayanan Ohkawa ve arkadaslarinin yontemi uygulanarak Sleiildi.

MDA’ nm kendisi stabil olmadigindan, standart olarak test sirasinda MDA ’ya hidroliz
olan 1,1,4,4 tetramethoksipropan kullanilmistir. Tayin edilen MDA’nin ¢ogu testin asit
ortamdaki 1sitma fazi sirasinda nonvolatil lipit peroksidasyon firlinlerinin yikimi sonucu
olusmaktadir. Yontem uygulama prosediiriine gore; 0,1 ml homojenat iizerine 0,2 ml %8,1 lik

sodyum dodesil stilfat, 1,5 ml %20’lik asetik asit, 1,5 ml %0,8’lik TBA ve 0,7 ml saf su
konularak 95°C’de 30 dakika su banyosunda kaynatildi. Sogutulduktan sonra 1 ml saf su ve 5
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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 okundu

ve degerler standart egriden degerlendirildi. Sonuglar nmol/g doku olarak tanimlandi.

3.4.2. Karaciger Dokusunda MPO Aktivitesinin Olgiilmesi

MPO enzim aktivitesi tayini enzimatik yontemle kinetik olarak Shimadzu UV 1601
(Japan) spektrofotometre ile 6lgiildii ve O-dianisidin metodu kullanildi.**’

Bu metod, MPO tarafindan oksitlenen H,O,’nin O-dianisidini rediiklemesi ve bu
rediiklenmis iirliniin 460 nm dalga boyunda absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanir. Bir {linite
MPO aktivitesi, bir dakikada 1 pmol peroksidi indirgeyen enzim aktivitesi olarak tanimlandi.
Reaksiyon karigimi 0,3 ml fosfat tamponu (pH 6.0), 0,3 ml hidrojen peroksit, 0,5 ml O-
dianisidin ve 10pul 6rnek’ten olusmaktaydi. Absorbans degisimi 460nm’de 10 dakika siireyle
izlendi. Miligram protein basina diisen MPO aktivitesi hesaplanarak sonuglar spesifik aktivite

olarak degerledirildi. Enzim aktivite sonuglar1 U/mg protein olarak verildi.

3.4.3. Karaciger Dokusunda SOD Aktivitesinin Olgiilmesi
SOD aktivitesi, hemolizatta Fridovich yontemiyle saptanmustir.**® Bunun icin

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 pl
ksantin ve INT (p-iyodonitrotetrazoliyum viyolet) igeren miks substrat ve 125 pl 80 U/L
ksantin oksidazdan olugmaktaydi. Kor de tipki numune gibi hazirland1 fakat 6rnek yerine
fosfat tamponu kondu. Ksantin oksidazin etkisiyle ksantinin olusturdugu siiperoksid radikali;
(0,), 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolium (INT) boyasi ile kirmizi renk

vermektedir. Ortamda bulunan ve tepkimeyi inhibe eden SOD, siiperoksid radikalini hidrojen
perokside doniistiiriir. Ortamda bulunan SOD bu reaksiyonu inhibe etmekte ve renk olusumu
azalmaktadir. SOD'un bu reaksiyonu inhibe etme derecesine bagli olarak SOD aktivitesi
belirlenmistir. SOD aktivitesi ile renk miktar1 arasinda ters iliski vardir. Tepkimede, 37°C’ de
151k yolu 1 cm olan kiivetlerde 505 nm dalga boyunda havaya karsi ilk 30 saniyedeki
baslangi¢ absorbanslari (A1) okundu. Ayni1 anda kronometre calistirilarak 3 dakika sonra son

absorbanslar1 (A2) tekrar okundu ve degerler standart egriden degerlendirildi.

3.4.4. Karaciger Dokusunda CAT Aktivitesinin Olciilmesi
CAT aktivitesi hemolizatta Beutler yontemiyle saptanmustir.**® Reaksiyon karigimi 1

ml’lik total voliimde 50 pl 1 M Tris-HCI pH 8,0 tampon, 900 ul 10 mM H202 ve 30 ul saf su
ve 20 ul hemolizattan olusur. Tepkime, 151k yolu 1 cm olan kiivetlerde 37°C° de 230 nm dalga
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boyunda 5 dakika siireyle her 2,5 dakikadaki absorbans degisimi izlenerek

gerceklestirilmistir.

3.4.5. Karaciger dokusunda GSH Diizeyinin Ol¢iilmesi
GSH diizeyi hemolizatta Beutler yontemiyle saptanmustir.'*® Deneyin prensibi

indirgenmis glutatyonun siilfidril gruplari bazik ortamda 2,2'-Dinitro-5,5’ditiodibenzoik asid
(DTNB ) ile sar1 renkli bir bilesik olusturmasi ve bu bilesigin renginin 412 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Olgiilmesi esasina dayanir. Reaksiyon karigimi 10 ml’lik total
voliimde 2,0 ml filtrat, 8 ml fosfat tampon ve 1,0 ml DTNB’den olusmaktadir. Kor 1,2 ml
presipite edici soliisyon, 0,8 ml saf su, 8 ml fosfat tampon ve 1 ml DTNB ‘den
hazirlanmaktadir. Spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda DTNB 6ncesi ve DTNB sonrasi

absorbanslar okunarak degerler standart egriden degerlendirilmistir.

3.5. Karaciger Dokularimin Histopatolojik Incelenmesi
Deney sonunda postmortem karaciger eksizyonu uygulandi. Karaciger dokularindan

0.5 cm kalinliginda kesitler alindi. Tamponlu %10’luk formalinde fiske edilen doku parafin
bloklara gomiildii. Bloklardan 4 pm kalinliginda alinan kesitler histopatolojik inceleme i¢in
Hematoksilen-Eosin (HE) ile boyandi ve 1sitk mikroskobunda degerlendirildi. Karaciger
dokusundaki mikroskobik degisiklikler Roenigk skorlamasi’ na gore 0—3 degerleri arasinda
derecelendirildi.

Tablo 3: Karaciger dokusundaki mikroskobik bulgularin skorlanmas1.**°

Yaglanma Niikleer Fibrozis Portal inflamasyon
polimorfizm
Yok 0 Yok 0 Yok 0 Yok 0
Hafif 1 Hafif 1 Hafif: (Asiniis igine uzanan | Hafif 1
fibrozis) 1
Orta 2 Orta 2 Orta/ciddi 2 Orta 2
Ciddi 3 Ciddi 3 Ciddi 3 Ciddi 3

3.6. Istatistiksel Analiz
Istatistik degerlendirme; bilgisayar ortaminda, Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS 15.0 version) programinda yapildi. Gruplara ait veriler ortalama + standart

sapma seklinde gosterildi Gruplarin biyokimyasal parametreleri ve histolojik karsilagtirilmasi
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icin One Way Anova ve Post-Hoc testi kullanild1. Her iki test i¢inde p<0,05 degeri istatiksel

olarak anlamli kabul edildi.

4. BULGULAR

4.1. Kan Biyokimyasi Sonuclari
Serum ALT ve AST diizeyleri degerlendirildiginde; ALT diizeyinin MTX grubunda

kontrol grubuna gore anlamli olarak diistiigii, AST diizeylerinin ise anlamli olarak arttig
(p<0.05) gozlendi. MTX uygulamasina ALA tedavisi eklendiginde ise MTX grubuna gore,
artmig AST diizeylerinin anlamli olarak azaldigi (p<0.05), buna karsilik azalmig ALT
diizeylerinin anlamli olarak degismedigi gozlendi. Serum ALP diizeyinin, MTX grubunda
kontrol grubuna gore anlamli olarak diistiigii (p<0.05); MTX uygulamasina ALA tedavisi
eklendiginde ise MTX grubuna gore, azalmig ALP diizeylerinin anlamli olarak degismedigi
gozlendi. Serum GGT ve Total bilirubin diizeyleri degerlendirildiginde ise; gruplar arasinda
anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 5).

Tablo 4. ALA’in karaciger enzim diizeylerine olan etkileri.

Kontrol grubu  MTXgrubu MTX+ALA grubu ALA grubu

(n=8) (n=5) (n=7) (n=7)
ALT (U/L) 58,6+13,9 25,8+7,6% 4524218 55,5464
AST (U/L) 148,1+33,0 208 ,4+142,5%* 99,0+27,3 120,1+19,2
ALP (I1U/L) 318,87475,04 47,40+14,04%* 81,28+78,36 227,42+70,84
GGT (IU/L) 5,87+2,53 3,5+1,73 5,28+1,11 6+1,29
T.Bil. (mg/dI) 0,18+0,38 0,22+0,10 0,23+0,07 0,15+0,05

Not. Veriler, ortalama + SD olarak verildi.

*p <0.05, kontrol grubundan farkli , **p <0.05, kontrol ve tedavi gruplarindan farkl:.

4.2. Karaciger Doku Biyokimyasi Sonuclari

4.2.1. MDA Diizeyleri
Lipid peroksidasyon gostergesi olarak MDA diizeyleri degerlendirildiginde; MTX
uygulanmasi ile kontrol grubuna goére karaciger doku MDA diizeylerinin anlamli olarak
artmis oldugu gozlendi. MTX uygulanan ratlara ALA tedavisi verilmesi ile, yiikkselmis MDA
diizeylerinin MTX grubuna gore anlamli olarak diistiigii (p<0.05) gozlendi (Sekil 6).
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MDA
MDA (nmol/mg protein)

4,5

3,5 4

2,5 4

1.5 4 T
-

0,5

Kontrol MTX MTX + ALA ALA

Sekil 6. ALA’in MTX’a bagl toksisitede MDA diizeyleri tizerine etkileri
* p<0.05, kontrol ve tedavi gruplarindan farkl

4.2.2. MPO Aktivitesi
MPO diizeyleri agisindan degerlendirildiginde de; MTX uygulanmas1 ile kontrol

grubuna gore karaciger doku MPO diizeylerinin anlamli olarak artmis oldugu gozlendi. MTX

uygulanan ratlara ALA tedavisi verilmesi ile, yiikselmis MPO diizeylerinin MTX grubuna

gore anlamli olarak diistiigii (p<0.05) gozlendi (Sekil 7).

MPO (U/mg protein) MPO

0,9 +
0.8 o *
0,7 +
0.6 +
0.5 +
0,4 o
0,3 +
0,2

0,1 +

Kontrol MTX MTX + ALA ALA

Sekil 7. ALA’in MTX’a bagl toksisitede MPO diizeyleri iizerine etkisi
* p<0.05, kontrol ve tedavi gruplarindan farkl

4.2.3. Doku Antioksidan Diizeyi Sonug¢lari
Karaciger dokusunda antioksidan belirte¢ olarak; GSH, SOD ve CAT diizeyleri

degerlendirildi.

4.2.3.1. Doku GSH Diizeyleri
Karaciger doku GSH diizeyleri degerlendirildiginde; MTX uygulanmas: ile kontrol

grubuna gore karaciger doku GSH diizeylerinin anlamli olarak diistiigii (p<0.05) g6zlendi.
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MTX uygulanan ratlara ALA tedavisi verilmesi ile GSH diizeyinde MTX grubuna gore hafif
bir artis oldu, ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 8).

GSH
GS H (umol/ mg protein)

0,25 1

*

Kontrol MTX MTX + ALA ALA

Sekil 8. ALA’in MTX’a bagl toksisitede GSH diizeyleri tizerine etkisi

* p<0.05, kontrol ve tedavi gruplarindan farkl

4.2.3.2. Doku CAT Aktivitesi

Karaciger doku CAT diizeyleri degerlendirildiginde; MTX uygulanmasi ile kontrol
grubuna gore CAT diizeylerinde anlamli olarak artis gozlenmis olup; MTX uygulanan ratlara
ALA tedavisi verilmesi ile, yiikselmis CAT diizeylerinin MTX grubuna gore anlamli olarak
diistiigii (p<0.05) gozlendi (Sekil 9).

CAT
CAT (U/mg protein)

900 1

800 1

700 1 *
600 +
500 *
400 o
300 *
200 + T
100 A
0O o

Kontrol MTX MTX + ALA ALA

Sekil 9. ALA’in MTX’a bagl toksisitede CAT diizeyleri {izerine etkisi
* p<0.05, kontrol ve tedavi gruplarindan farkli
4.2.3.3. Doku SOD Aktivitesi
Karaciger SOD diizeyleri degerlendirildiginde; MTX uygulanmas: ile kontrol grubuna
gore karaciger doku SOD diizeylerinin anlamli olarak arttig1 saptandi. MTX uygulanan ratlara
ALA tedavisi verilmesi ile, yiikselmis SOD diizeylerinin MTX grubuna gore anlamli olarak
diistiigti (p<0.05) gozlendi (Sekil 10).
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SOD

35 n
SOD (U/mg protein)
30 o
25 4
20 9

15 o

10

Kontrol MTX MTX + ALA ALA

Sekil 10. ALA’in MTX a bagh toksisitede SOD diizeyleri lizerine etkileri

* p<0.05, kontrol ve tedavi gruplarindan farkl:.

4.3. Histopatolojik Degerlendirme Sonuclari

Histopatolojik degerlendirmede minimal degisiklikler gozlense de, gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

5. TARTISMA

Karaciger, sentez ve detoksifikasyon gorevleriyle viicuttaki en 6nemli organlardan
biridir. Birgok hastalikta karaciger dokusu direkt veya dolayli olarak etkilenir. Karaciger
hasarinin degisik formlari, oksidatif stres ve bunu takiben olusan toksik serbest radikallerle
olugmaktadir. Serbest radikallerin hiicre zedelenmesinde baslica {i¢ mekanizma ile rol aldigi
sOylenebilir: Membranlarin lipid peroksidasyonu, DNA hasari, proteinlere ve karbonhidratlara
baglanarak bunlarin yapilarindaki bozulmalar.

Serbest radikallerin ve lipid peroksitlerin c¢esitli hastaliklarin  olusumunda rol
oynadiklar1 kabul edilmektedir. Oksidatif stres sonucu agiga c¢ikan serbest oksijen
radikallerine bagli olarak olusan lipid peroksidasyonunun; kanser, aterosklerotik kalp
hastaliklari, diabetes mellitus, romatoid artrit, katarakt, iilseratif kolit, karaciger hastaliklar1 ve
toksik hiicre hasarlarinda patogenezde rol aldigi bilinmektedir.” ® Son zamanlarda reaktif
oksijen metabolitlerinin ¢esitli ksenobiyotiklerin ve ilaglarin hepatotoksisitesinde temel bir rol
oynadig iddia edilmistir."°

Biyolojik sistemler oksidatif siire¢ kontrolii i¢in ¢esitli antioksidan mekanizmalar ile
donatilmistir. Serbest radikal temizleyiciler muhtemelen ilaca bagl toksisiteyeye karsi da

151

koruyucudur.”™" Cesitli calismalarda serbest oksijen radikallerinin olusumunu engellemek

veya oksidan/antioksidan dengeyi saglamak icin birgok antioksidan madde kullanilmistir. 1013

2 Bizim ¢alismamizda da amacimiz, yaygin olarak kullanilan bir ilag olan MTX tarafindan
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karacigerde olusturulan oksidatif strese karsi ALA’in antioksidan etkilerini incelemektir.
ALA kullanimiin, MTX ile olusturulan oksidatif karaciger hasari iizerine olan olas1 yararl
etkilerinin ve tedavideki etkinliginin aragtirilmasi hastalar i¢in 6nem arz etmektedir. Biz de bu
tez caligmasinda ALA kullanimimmin MTX ile olusturulmus akut karaciger hasarinda bazi
oksidatif stres belirteclerini nemli oranda azalttigini tespit ettik.

Antitimor ilaglar, tekrarlayan inflamatuar hastaliklar i¢in adjuvan tedavi olarak
giderek kullanilmaya baslanmistir. ROS ve hidrojen peroksitlerin antitiimdr ilaglarin yan
etkileri ile iligkili oldugu one striilmistiir. MTX, kanser tedavisi veya ¢esitli tekrarlayan
inflamatuar hastaliklarda yaygin olarak kullanilan bir antimetabolit ilagtir. Ancak MTX
tedavisi bir dizi olumsuz etkileri de beraberinde getirir. Bunlar pndmoni, nefrotoksisite ve
hepatotoksisitedir.®! Karacigerde metabolizmas: sirasinda gergeklesen oksidatif reaksiyonlar
nedeniyle toksik etkileri oldugu bilinmektedir. MTX karacigerde steatoz, kolestaz, fibrozis ve
siroz gibi toksik durumlara sebep olabilir.*

MTX kullanim ile ilgili sik goriilen yan etkiler romatizmal hastaliklarin ( 6zellikle
RA) tedavisinde yaygin olarak kullanilan dozlarda yasami tehtid edici degildir. Ancak, bazi
komplikasyonlar, 6zellikle hepatotoksisite olduk¢a ciddi olabilir. MTX’in ratlarin karaciger,
bébrek ve intestinal dokularinda oksidatif strese yol agtig1 bildirilmektedir.”® Son zamanlarda
yapilan deneysel ¢alismalarda MTX 1n karaciger hasarinda 6énemli bir rol oynayan oksidatif
stres ve antioksidan tedaviler yoluyla bu olumsuz etkide azalma gosterilmistir.® Vardi ve ark.
tarafindan yapilan, MTX 1n ratlarda intestinal sistemde olusturdugu oksidatif hasara kars1
kayis1 ve beta karotenin koruyucu etkilerinin arastirildigr bir ¢aligmada MTX uygulamas ile
ratlarin intestinal dokusunda MDA ve MPO aktivitesinin arttigi; SOD, CAT ve GSH
iceriginin ise azaldig: tespit edilmistir’> Yine ratlarda MTX’a bagl hepatik oksidatif hasarm
curcumin verilmesiyle azaltildiginin gosterildigi, Hemeidan ve ark. tarafindan yapilan bir
calisgmada MTX, oksidan/antioksidan dengesini anlamli bir sekilde degistirmis, MDA
diizeyinde artis ile birlikte GSH igerigi ve SOD ile CAT aktivitelerini azaltmistir.'>® Bizim
calismamizda da MTX kullaniminin oksidatif doku hasarina sebep oldugunu gozlemledik.

Folik asit, ayn1 zamanda bir antioksidan ajan olup, etki mekanizmas ile iligkili olarak
MTX’mn toksik etkilerini azaltmak i¢in yaygin olarak kullanilir. Eslik eden folik asit
kullaniminin MTX 1n etkinligini azaltabildigi yoniinde tartismalar vardir. Dolayisiyla yeni
antioksidan ajanlar MTX toksisitesine karsi deneysel olarak kullanilmistir. Bu antioksidan
maddelerden biri melatonin olup, MTX i yol ac¢tig1 hepatorenal ve ince barsak oksidatif
hasarina kars1 yararh etkileri gosterilmistir. Ayrica bazi arastirmacilar, MTX ile olusturulan

oksidatif hasara kars1 16kosit, karaciger ve bobrek {izerinde taurin ve L-karnitinin yararl
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etkilerini gt')stermislerdir.10 Biz bu g¢alismada karaciger dokusu lizerine MTX’in oksidatif
hasarina karst MTX toksisitesini azaltmak i¢in alternatif bir ilag olarak, gii¢lii bir antioksidan
olan ALA’1 tercih ettik.

ALA, fizyolojik sistemlerde bulunan, tiyol grubu i¢eren ve antioksidan aktivitesi olan
énemli bir molekiildiir.'* Bu maddenin ekzojen ilavesinin serbest LA seviyelerini arttirdigi ve
giiclii bir antioksidan olarak oksidatif stresi azalttigi in vitro ve in vivo calismalarda
gosterilmistir. LA, kiiciik boyutu ve yiiksek lipofilitesi nedeniyle biyolojik membranlar
kolayca gecerek tiim hiicre kompartmanlarina ulasir. Endojen ve ekzojen serbest radikal
tireten siliregler sonucu DNA, lipidler ve proteinlerin bozulmasina kars1 lipoik asidin koruyucu
bir etkisi olduguna dair 6nemli deliller vardir. LA hem yag hem de suda ¢6ziinebilir, baslica
mitokondride serbest radikalleri temizledigi gibi, hiicresel membranlarda da lipid peroxidler
dahil serbest radikallerin azaltilmasinda son derece etkindir.™™ ALA’in reaktif oksijen
bilesiklerinden ‘OH, HOCI ve 'O;’i dogrudan temizledigi, H,O,’ i ise indirgedigi
bildirilmektedir.">*

Son giinlerde LA, farkli farmakolojik olarak girisim ¢alismalarinda potansiyel bir

155 1 A’in antioksidan enzimler iizerine

antioksidan olarak dikkate deger bir 6nem kazanmustir.
etkisini arastirmak igin birgok ¢alisma yapilmistir. Zacharias ve ark. ratlarda
lipopolisakkaritin meydana getirdigi karaciger hasarini, ALA’in 50 ve 100 mg/kg/giin
dozunda intraperitoneal yolla 3 hafta boyunca verilmesinin 6nledigini bulmuslardir.**® Hagen
ve ark. ratlarin karacigerinde yaslanmaya bagli olarak artan MDA diizeylerinin diyetle ALA
uygulamasiyla azaldigini bildirmislerdir.”> Maritim ve ark. streptozotosin ile diyabet
olusturduklar1 ratlarda oksidatif stres biyomarkerlarin1 arastirdiklar1 bir calismada; lipoik
asidin karaciger, bobrek ve kalpte SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerini degistirerek
diyabet sonucu olusan oksidatif stresi azalttigim belirtmislerdir."*® Shila ve ark. ise arsenik
intoksikasyonu olusturulan ratlarda beyinde artan oksidan tretimi ve lipid peroksidasyon
diizeylerinin lipoik asit uygulanmasindan sonra azaldigini ortaya koymuslard1r.130 Lee ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismada, fare beyin homojenatlarinda in vitro H,O, ve FAS (Ferroz
amonyum siilfat) uygulanmasiyla lipid peroksidasyonu saglanmis ve ALA’in doza bagimli
olarak lipid peroksidasyonunu azalttigi bulunmustur.*>*

Litaratiire baktigimizda MTX’in karacigerde olusturdugu oksidatif hasara karsi
ALA’in koruyucu etkilerini inceleyen sadece bir ¢alisma yapildigin1 gordiik. Tabassum ve
ark.’nin yaptig1 bu giincel ¢alismada 20 mg/kg tek doz MTX verilen farelerin karaciger
mitokondrisinde kontrol grubuna gore lipid peroksidasyonunda anlamli bir artis saptanmis; 35

mg/kg LA ile desteklenmis MTX uygulamasinda ise sadece MTX verilen gruba gore lipid
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peroksidasyonunda anlamli bir azalma gosterilmistir. MTX verilen farelerin siiperoksid
iiretimi kontrol grubuna gore anlamli olarak artmig, LA tedavisi verilen farelerin siiperoksid
seviyesinde ise kontrol grubuna gore degisiklik olmamistir. Ek olarak, LA ile 6n tedavi
yapilan farelere MTX verildiginde siiperoksid seviyesi, sadece MTX verilenlere gére anlamli
olarak azalmis ve kontrol grubuyla benzer bulunmustur. Yine MTX verilen grupta GSH
diizeyi anlamli olarak azalmis, MTX+LA grubunda ise GSH diizeyinin anlaml olarak
arttigl gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada MTX kullanimi, karacigerde Mn-SOD aktivitesini
kontrol grubuna gore anlamli olarak azaltmis; LA 6n tedavisi ile birlikte MTX verilmesi tek
basina MTX alan gruba gore enzim aktivitesini anlamli olarak normale dondiirmiistiir. Ancak
LA 6n tedavisi, Mn-SOD aktivitesinde anlamli bir etki gstermemistir.*>*

MTX m karacigerde olusturdugu oksidatif stresin tedavisi veya dnlenmesinde LA ile
ilgili yapilan baska bir ¢aligma heniiz yoktur. Ancak LA’in baska ilaclarla olusturulan
oksidatif karaciger hasarini dnleyebilecegine dair yapilan yayinlar vardir. Ornegin Saad ve
ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada ratlarda izoniazid ve rifampisin kombinasyonuna bagli oksidatif
karaciger hasarina karsi LA tedavisinin potansiyel koruyucu etkisi incelenmistir. Buna gore;
izoniazid ve rifampisin verilen ratlarda lipid peroksidasyon iiriinleri artmis, GSH igerigi,
SOD, CAT ve MPO aktivitesi azalmigtir. Ayn ratlara aminoguanidin ve ALA verilmesiyle
SOD, CAT ve MPO aktivitesi anlamli olarak artmis ve GSH seviyesinde diizensizlik devam
etmistir.*

Yapilan deneysel g¢alismalarda MTX ratlara farkli dozlarda ve farkli uygulama
sekilleri ile verilmistir. Biz ratlara MTX’1 daha oOnceden doku toksisite c¢alismalarinda
tammlandig gibi intraperitoneal yolla tek seferde 20 mg/kg dozdan verdik.”® *®°

Oksidatif stresin, MTX’1n karaciger iizerinde toksisitesi tizerinde dnemli bir oynadigi
ve bu olumsuz etkisinin gesitli antioksidan maddelerle azaltildigi bazi deneysel ¢alismalarla

gosterilmistir.”® 83 93 95

Bunun yaninda lipid peroksidasyonun serbest oksijen radikalleri
yoluyla hiicre membranina olan hasarda temel bir rol oynadigi bilinmektedir. Lipid
peroksidasyonun en Onemli iirlinli malondialdehidtir. MDA lipid peroksit diizeylerinin
Olgiilmesinde siklikla kullanilmaktadir ve lipid peroksidasyonunun derecesi ile ¢ok iyi

korelasyon gostermektedir.>® °’

MTX’in karacigerde mitokondrial lipid peroksidasyonu,
protein karbonil igerigi ve siliperoksid radikal olusumunda 6nemli bir artisa neden oldugu
gosterilmistir. MTX’1in karaciger iizerine olan toksisitesinde lipid peroksidasyonunun bir
gostergesi olan MDA diizeylerini arttirdigi ve bizim g¢alismamizda kullanilan ALA gibi
antioksidan maddelerle bu artisin azaltildig1 ortaya konmustur. Ayrica azalmig olan enzimatik

ve nonenzimatik antioksidanlar yeniden normale dénmiistiir.’®® Bizim calismamizda da
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benzer sekilde MTX uygulanmasi ile kontrol grubuna gére karaciger doku MDA diizeylerinin
anlamli olarak artmis oldugunu gozledik. MTX uygulanan ratlara ALA tedavisi verilmesi ile,
yiikselmis MDA diizeylerinin MTX grubuna gore anlamli olarak diistiigiinii tespit ettik.
Serbest radikaller, dokular iizerindeki dogrudan zararli etkilerinin yani sira, ilgili
dokularda l6kositlerin birikimini tetikler ve boylece aktive nétrofiller araciligiyla dolayli
olarak doku hasarimi agirlagtir. Daha Onceki c¢alismalarda MTX aracili oksidatif karaciger
hasarma katkida bulunan nétrofil birikimininin kantitatif bir belirteci olarak MPO diizeyleri
kullamlmistir.”® MPO nétrofil infiltrasyonunun bir belirtecidir. Aktive nétrofiller MPO,
elastaz, proteaz gibi bazi enzimler salgilar ve oksijen radikalleri agiga ¢ikarirlar."®* Ratlarda
yapilmis pek c¢ok calismada MTX’in nétrofil infiltrasyonunun bir belirteci olan MPO
seviyelerini artirdigi saptanmistir. Bu g¢alismalarin bazilarinda beta-glukan, melatonin, N-

asetil sistein gibi maddelerin MTX 1n olusturdugu MPO artigin1 baskiladigi saptanmugtir.'®

180 Bizim calismamizda da benzer sekilde MTX ile indiiklenen oksidatif karaciger hasarina
katkida bulunan 6nemli oranda yiikselmis karaciger doku MPO diizeyleri gosterilmis; MTX
uygulanan ratlara ALA tedavisi verilmesi ile, yiikselmis MPO diizeylerinin MTX grubuna
gore anlamli olarak diistiigii gézlenmistir. Bu da ALA’in MTX’1n neden oldugu inflamatuar
slireci azalttiginin indirekt olarak bir gostergesi sayilabilir.

Glutatyon, tiim memeli hiicrelerinde bulunan bir tripeptid olup, toksik metabolitler ve
serbest radikallere karsi hiicrelerin korunmasi i¢in birgok metabolik siireclere katilir. GSH ve
diger tiyol igeren bilesikler, hiicre canliligi ve membran stabilitesini saglayarak, kimyasal
yolla olusan hiicre ve doku hasarina kars1 savunmada rol almaktadir.® GSH hiicre i¢inin en
onemli antioksidan molekiliidiir. Serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek

biyolojik membranlar1 lipid peroksidasyonuna karsi korumaktadir.’®’

Tiyol bilesikleri,
ozellikle GSH’1n koruyucu rolii mide ve karacigerde gosterilmistir. GSH ksenobiyotiklerin ve
cesitli kimyasallarin detoksifikasyonunda 6nemli bir rol oynar.10 Babiak ve ark. MTX’1n
HeLa hiicrelerinde GSH seviyelerini azalttigini, SOD ve CAT seviyelerini degistirmedigini
gostermislerdir.®® Phillips ve ark. MTX kullammi sonrasinda monosit GSH diizeylerinin
belirgin olarak azaldigini gézlemlemislerdir.162 Bizim caligmamizda da, yapilan Onceki
caligmalara benzer sekilde, MTX kullanim1 karaciger doku GSH diizeylerinde anlamli bir
azalmaya neden oldu. Yine MTX uygulanan ratlara ALA tedavisi verilmesi ile GSH
diizeylerinde MTX grubuna gore bir miktar artis saptadik, ancak istatistiksel olarak anlamli
degildi. Bunun nedeni bizim ALA’i ratlara MTX uygulamasina baslamadan birkac giin 6nce

degil de MTX uygulamasi ile ayn1 giin vermemiz olabilir. Nitekim Tabassum ve ark.’nin

yaptig1 calismada ratlara LA tedavisi 10 giin boyunca verilmis, 9. giinde tek doz MTX
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enjeksiyonu yapilmistir. 11. giin sakrifiye edilen ratlarin karaciger GSH diizeyi bakildiginda;
MTX tarafindan azaltilmis olan GSH diizeyinin LA 6n tedavisi ile normal seviyelere dogru
modiile edildigi gézlenmistir. Boylece LA 6n tedavisinin MTX tarafindan sebep olunan lipid
peroksidasyonundan hiicreleri korudugu si')ylenebilir.151 Bizim caligmamizda ise LA’in bu
etkisi tam olarak ortaya ¢ikmamis olabilir.

Endojen antioksidan enzimlerden olan CAT ortamdaki hidrojen peroksiti suya
indirgeyerek zararsiz hale dontstiiriir. SOD ise viicudumuzda serbest oksijen radikalerinin
olusturdugu hasara karsi anahtar rol oynayan endojen antioksidan bir enzimdir. Literatiirde
karaciger hasarn olusturulan deneysel modellerde antioksidan enzimlerin diizeyleri hakkinda
degisik sonuglar vardir. Bizim ¢alismamizda MTX uygulamasi ile karaciger doku SOD ve
CAT aktiviteleri anlamli olarak artmig, MTX uygulamasina ALA eklenmesi ile her ikisinin
diizeyi de anlaml1 olarak azalmistir. Daha 6nce yapilan bir ¢aligmada da, ratlarin siyatik sinir,
spinal kord ve beyin sapinda MTX’1n neden oldugu oksidatif strese kars1 kafeik asit fenetil
esterin (CAPE) koruyucu rolii incelenmis; MTX grubunda siyatik sinir ve spinal kord
dokusunda kontrol grubu ile karsilastinldiginda CAT ve GSH-Px aktivitelerinde artis
bulunmustur. MTX + CAPE ile MTX grubu Kkarsilastinldiginda CAT ve GSH-Px
aktivitelerinde azalma saptanmistir. Bu ¢alismada; siyatik sinirdeki SOD aktivitesi gruplar
arasinda karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamh bir fark gériilmemistir.’®® Baska bir
calismada ise ratlarda MTX uygulamas: ile olusan oksidatif renal hasara karsi N-Asetil
sisteinin etkileri arastirilmis; MTX uygulamasi ile bobrek dokusunda GSH, MDA diizeyleri
ve CAT, SOD ve MPO aktiviteleri kontrol grubuna gore anlamli olarak artmistir. N-Asetil
sistein tedavisiyle ise artmis olan bu parametreler azalmistir.'®* Bizim calismamizda; MTX
nedeniyle karaciger dokusunda CAT ve SOD aktivitesindeki artis, oksidatif stres artisina
adaptif bir cevap olabilir ya da in vivo uzun siireli ortamdaki asir hidrojen peroksit ve
stiperoksid birikimi nedeniyle oksidatif stresten dokulari korumak i¢in CAT ve SOD
aktiviteleri artmis olabilir. Dolayisiyla CAT ve SOD aktivitelerinin, karacigerde olusan
oksidatif strese yanit olarak arttigim diisiinmekteyiz. MTX+ALA grubunda karacigerde CAT
ve SOD aktiviteleri, MTX grubundan anlamli olarak diisiiktii. Bu sonuglarimiz oksidatif
stresle ilgili litaratiirdeki bazi ¢aligmalarla uyumlu olup karaciger dokusunda MTX tarafindan
olusturulan oksidan maddelere karsi ALA’in giiglii antioksidan ve radikal siipiiriicii etkisini
gostermektedir.

MTX kullanim1 karaciger biyokimyasal testlerinin anormalligi ile iliskilidir. MTX
kaynakli serum ALT artis1 insidans1 %14 iken, AST artis1 %8 olarak bildirilmistir.165 MTX’1n
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ratlardaki karaciger enzimleri {izerinde ciddi etkileri oldugu yapilmis pek ¢ok g¢alismada
saptanmigtir. Uraz ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada ratlara 20 mg/kg dozdan tek doz
intraperitoneal olarak MTX verilmis ve ratlar altinc1 giinde sakrifiye edilmis. ALT, ALP ve
GGT seviyeleri MTX alan grupta anlamli sekilde yiiksek saptanmustir.®® Bu ¢alismada MTX
verildikten sonra 6. giin bakilan karaciger enzimleri yiiksek saptanmis, biz de ayni sekilde
MTX verdikten sonra 6. giin ratlar1 sakrifiye ettik. Bizim calismamizda ALT ve ALP
diizeylerinin MTX grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak diistiigii, AST diizeylerinin
ise anlaml1 olarak arttig1 goézlendi. MTX uygulamasina ALA tedavisi eklendiginde ise MTX
grubuna gore, artmis AST diizeylerinin anlamli olarak azaldig1 buna karsilik azalmig ALT ve
ALP diizeylerinin anlamli olarak degismedigi gozlendi. MTX grubunda ALT ve ALP
diizeylerindeki azalmanin sebebi MTX’in karacigerdeki akut toksik etkisi gectikten sonra,
yeni hepatositlerin olusturulmasi1 asamasinda kan ve doku érneklerinin alinmis olmasi olabilir
Bunu destekleyen bir bulgu da MTX grubundan 3 ratin deneyin {igiincii giinii ex olmasidir.
Yani biz ratlar1 MTX m akut toksik etkisi gegtikten sonra sakrifiye etmis olabiliriz. Bunu
arastirmak i¢in ratlara bizim verdigimiz dozdan MTX verilerek gruplara ayrilip; iki, ti¢, dort,
bes ve alt1 giin sonra kan ve Kkaraciger doku 6rnekleri alinip karaciger fonksiyon testlerine ve
karaciger histolojilerine bakilarak MTX’m maksimum toksik etkisinin uygulamadan kag¢ giin
sonra olustugunu arastiran bir calisma yapilabilir. Boyle bir ¢alisma bizim c¢alismamizi
destekleyici nitelikte olacaktir. ALT/AST ile ilgili bilinmesi gereken diger bir husus bazi
durumlarda aminotransferaz ~ diizeylerinin oldugundan daha diisiik veya yiiksek
bulunabilecegidir. Kronik bobrek yetersizliginde, serum 6rneginin bekletilmis olmasinda veya
ALT’ye karst antikor olusan durumlarda beklenenden daha diisiikk degerlerin 6l¢iilmesi
olasidur.

MTX karacigerde steatoz, stellat (Ito) hiicre hipertrofisi, anizonukleozis ve hepatik
fibroz dahil ¢esitli histolojik degisiklikleri tetikleyebilir. Calismamizda 20 mg/kg tek doz
MTX uygulamasi karacigerde belirgin histolojik degisiklikler olusturmamistir. Doku
diizeyinde yaptigimiz incelemelerde ratlarinin karaciger dokulart HE ile boyanarak yaglanma,
niikleer polimorfizm, fibrozis ve portal inflamasyona bakildi. Incelenen dokularin higbirinde
histopatolojik olarak istatistiksel olarak anlamli bir patoloji izlenmedi. Bunun sebebini
anlamak icin 6zellikle RA’li hastalarda yapilan calismalara bakmak gerekir. Ornegin Tishler
ve ark. RA tanist almis 10 hastaya MTX oOncesi ve kiimiilatif doz 1.5 g. olduktan sonra
biyopsi yapmislardir. Hastalarin higbirinde karaciger yapisinda bozulma saptanmamis ve
sonu¢ olarak RA’li hastalarda uzun siireli MTX tedavisinin siddetli karaciger problemlerine

yol agmadig bildirilmistir. Yapilan bagka bir ¢aligmada 25 jiivenil RA hastasinin 32 biyopsi
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orneginde histolojik anormalliklerle, MTX dozu ve kullanim siiresi anlamli birlikteligin
olmadigi ifade edilmistir. MTX kullanan RA hastalarinda yapilan bir ¢aligmada ise karaciger
dokusunda MTX birikimi gosterilmistir. Ancak bunun karaciger fonksiyon testleri,
histopatolojik bulgular, klinik cevap ve toksisite ile korele olmadig1 bildirilmistir'®® Tiim bu
calismalarin 1s1ginda bizim c¢alismamizda da histopatolojik anormalliklerin olmayabilecegi
sOylenebilir. Bunun i¢in MTX ile ilgili farkli doz ve farkli siirelerde baska c¢alismalar

yapilmasinin faydali olacag: kanisinday1z.

6. SONUC ve ONERILER

1. Calismamizda MTX’1n karaciger enzimlerinden 6zellikle AST’yi anlamli olarak
arttirdigini, ALA verilmesi ile bu artisin anlamli olarak azaltildigini tespit ettik.

2. Calismamizda MTX ile indiiklenen oksidatif stres sonucunda lipid
peroksidasyonunun parametresi olan MDA ve inflamatuar yanitin bir gostergesi olan MPO
diizeylerinin anlamli olarak arttigin1 gozlemledik. ALA’in MTX 1n indiikledigi oksidatif stres
(lipid peroksidasyonu) parametresi olan MDA diizeyini ve inflamatuar yanitin gostergesi olan
MPO aktivitesini anlamli olarak diisiirdiigiinti saptadik.

3. Antioksidanlardan CAT ve SOD diizeylerinin, MTX ile indiiklenen oksidatif stres
sonucunda arttigini; ALA verilmesi ile, MTX grubuna gore anlamli olarak distiigiini
gozlemledik.

4. Antioksidanlardan GSH diizeyinin MTX verilmesi ile anlamli olarak diistiigiinii
gozlemledik. Buna karsilik ALA eklenmesiyle GSH diizeyi hafif bir artis gosterse de,
istatistiksel olarak anlaml1 bulunmadi.

5. Histopatolojik incelemede, gerek hasar gerekse tedavi modelinde istatistiksel olarak
anlamli bir patoloji tespit edilmedi.

Bu sonuglar, MTX tarafindan indiiklenen oksidatif karaciger hasarmi ALA
uygulamasinin azaltma yetenegine sahip olabilecegini géstermektedir.

MTX uygulamasiyla meydana gelen hepatotoksik etkilerin azaltilmasinda ALA’in
alternatif bir tedavi olarak kullanilabilecegi diisiincesindeyiz. Ancak MTX ile ilgili farkli doz

ve siirelerde toksisite modellerinin olusturuldugu ¢alismalara ihtiya¢ oldugu diistiniildii.
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