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icin, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Bagkani hocam Prof. Dr. Asim
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olan, bana anne olmay1, sevmeyi, sevilmeyi 6greten canim ogullarim Ada ve Eymen’e,
varhigiyla yasamimi anlamli ve degerli kilan, destegiyle, sevgisiyle bana gii¢ veren,
sevgili ruh esim Hilmi AKYOL’a sonsuz tesekkiir ediyorum.
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SIMGELER ve KISALTMALAR
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OZET

Farelerde Metotreksatla indiiklenen Oksidatif Stress Uzerine Apigeninin Koruyucu
Etkisi

Bu arastirmada farelerde metotreksat (MTX) ile olusturulan oksidatif hasara karsi
apigeninin (Apig) koruyucu etkinliginin arastirilmasi amaglandi. Calismada her bir
grupta 12 adet olmak iizere toplam 48 adet CD-1 erkek fare kullanildi. Farelere ad
libitum pelet yem ve su verildi. Calismada kontrol, MTX, Apig ve ApigtMTX’in
birlikte verildigi grup olmak iizere toplam 4 grup olusturuldu. Kontrol grubuna 4 giin
slireyle periton igi (p.i) %0,1 dimetilsiilfoksit (DMSO) igeren %0,9’luk NaCl (2 mg/kg
c.a) verildi. Apigenin grubuna 4 giin siireyle 3 mg/kg/c.a/giin p.i (DMSO i¢inde) Apig,
MTX grubuna tek doz 4. giinde 20 mg/kg/c.a/giin MTX (fizyolojik NaCl iginde)
uygulandi. Apig+MTX’in birlikte verildigi gruba ise 7 giin siireyle 3 mg/kg/c.a/giin
p.i Apig, 4. giin tek doz 20 mg/kg/c.a MTX p.i verildi. Calisma sonunda kan, karaciger
ve bobrek ornekleri alindi. Serum orneklerinde alanin aminotransferaz (ALT) ve
aspartat aminotransferaz (AST) ile kreatinin; hemolizatlar ile karaciger ve bobrek
homojenatlarinda katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon (GSH)
seviyeleri ile plazma, karaciger ve bobrek homojenatlarinda malondialdehit (MDA) ve
siiperoksit dismutaz 1 (SOD1) seviyeleri Ol¢iildii. Ayrica karaciger ve bobrek
orneklerinde histopatolojik incelemeler yapildi. Calismada MTX verilen grup kontrol
grubu ile karsilastirildiginda serum AST, ALT ve kreatinin degerlerinde 6nemli
diizeyde bir artis (p<0,05), ApigtMTX’in birlikte verildigi grupta ise, MTX’in tek
basina verildiginde artan AST, ALT ve kreatinin degerlerinde 6nemli diizeyde bir
diistis (p<0,05) oldugu belirlendi. Kan, karaciger ve bobrek doku 6rneklerinde MTX
verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda MDA miktarlarinda 6nemli diizeyde
bir artis (p<0,05); SOD1, CAT ve GSH-Px enzimlerinin etkinligi ile GSH
diizeylerinde ise onemli bir diisiis (p<0,05) tespit edildi. ApigtMTX’in birlikte
verildigi grupta ise, MTX’in tek basina verildiginde artan MDA miktarinda 6nemli
diizeyde bir diisiis (p<0,05); SOD1, CAT ve GSH-Px enzimlerinin etkinligi ile GSH
diizeylerinde ise dnemli diizeyde bir artig (p<0,05) belirlendi. Ayrica histopatolojik
incelemeler sonucunda da MTX’in karaciger ve bobrek dokularinda belirgin sekilde
patolojik lezyon olusturdugu; ancak Apig’in bu lezyonlar1 belirgin sekilde diizelttigi
saptandi. Sonu¢ olarak MTX’in kan ile karaciger ve bobrek dokularinda lipit
peroksidasyona (LPO) ve antioksidan savunma sistemlerinde tiikenmeye yol agtigi,
Apig’in, MTX’in yol ac¢tigit LPO’yu azalttifi ve antioksidan enzimler/sistemler
tizerinde diizeltici etki gosterdigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Apigenin, Fare, Metotreksat, Oksidatif stress
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ABSTRACT
Protective Effect of Apigenin on Methotrexate-Induced Oxidative Stress in Mice

The aim of this study was to investigate the protective effect of apigenin (Apig) against
oxidative damage induced by methotrexate (MTX) in mice. A total of 48 CD-1 male
mice, 12 in each group, were used in the study. Mice were given ad libitum pellet feed
and water. In the study, 4 groups were formed as control, MTX, Apig and Apig +
MTX. The control group received 0.9% NaCl (2 mg/kg b.w) containing 0.1%
dimethylsulfoxide (DMSO) intraperitoneally (i.p) for 4 days. Apigenin group received
3 mg/kg/b.w/day i.p (dissolved in DMSQ) apigenin for 4 days and methotrexate group
was given a single dose of 20 mg/kg/b.w/day i.p methotrexate (dissolved in 0.9%
NaCl) on the 4th day. Apig+MTX group was given 3 mg/kg/b.w/day p.i Apig for 7
days and single dose 20 mg/kg/b.w MTX on 4th day. Blood, liver and kidney samples
were taken at the end of the study. In serum samples, alanine aminotransferase (ALT),
aspartate aminotransferase (AST) and creatinine, in hemolysates, liver and kidney
homogenates catalase (CAT), glutathione (GSH) and glutathione peroxidase (GSH-
Px) levels and in plasma, liver and kidney homogenates malondialdehyde (MDA) and
superoxide dismutasel (SOD1) levels were measured. Histopathological examinations
of liver and kidney samples were also performed. In the study, when MTX group was
compared with the control group, there was a significant increase (p<0.05) in serum
AST and ALT levels and creatinine values. In Apig+MTX group, there was a
significant decrease (p<0.05) in AST, ALT and creatinine values compared with the
MTX group. In MTX group, a significant increase (p<0.05) in MDA levels was found
in blood, liver and kidney tissue samples compared to the control group; SOD1, CAT
and GSH-Px enzymes and GSH levels decreased significantly (p<0.05). In the group
in which Apig + MTX was administered together, a significant decrease (p<0.05) in
the amount of MDA that was increased when MTX was administered alone; SOD1,
CAT and GSH-Px enzymes and GSH levels increased significantly (p<0.05). In
addition, histopathological examinations revealed that MTX caused marked
pathological lesions in liver and kidney tissues and Apig corrected these lesions. As a
result, it was found that MTX caused lipid peroxidation in blood, liver and kidney
tissues and depletion of antioxidant defense systems, Apig decreased lipid
peroxidation caused by MTX and showed corrective effect on antioxidant
enzymes/systems.

Keywords: Apigenin, Methotrexate, Mouse, Oxidative stress
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1. GIRIS

Farmakognozi alanindaki son gelismeler, flavonoidlerin canlilar {izerindeki
biyolojik ve farmakolojik etkilerine olan ilginin yeniden canlanmasina ve geleneksel

dogu tibbina olan merakin artmasini saglamistir (Middleton ve ark., 2000).

Flavonoidler diisiik molekiil agirlikli polifenolik bilesikler olup, bitkilerde
sekonder metabolitler halinde yaygin olarak bulunurlar (Leyva-Lopez ve ark., 2016).
Flavonoidler bitki renklerinin olusmasindan sorumlu pigmentler olarak kabul edilirler
(Middleton ve ark., 2000). Sari anlammna gelen Latince “flavus” sozclgiinden
tiretilerek “flavonoid” adin1 almiglardir (Kahraman ve ark., 2002). Flavonoidler bir
asirdan fazla bir siiredir bitkilerde varligi bilinen 6nemli bilesiklerdir. Macar
biyokimyac1 Rusznyakand Szent Gyorgyi narenciye kabugundan flavonoidleri izole
etmis ve 1936 yilinda ilk kez flavonoidlerin biyolojik etkinlikleri ile ilgili bilgileri
yaymlamistir. Bu bilesige “Vitamin P” ad1 verilmis, ancak daha sonra flavonoid olarak
yeniden adlandirilmistir (Ali ve ark., 2017; Sung ve ark., 2016). Flavonoidler,
meyveler, sebzeler ve tibbi bitkiler ile kakao, ¢ikolata, ¢ay, soya, kirmizi sarap gibi
bitkisel kaynakli yiyecek ve igeceklerde bulunan birgok farkli fenolik bilesikten olusan
genis bir smifi temsil etmektedir. Gilinlimiizde, 9000'den fazla flavonoid
tanimlanmaistir ve bunlarin bazilar klinik olarak kullanilmaktadir (Babu ve ark., 2013).
Giiniimiizde flavonoidler sinir hiicrelerini koruyucu etkileri, asetilkolin esteraz (AKE)
inhibitérii olmalari, serbest oksijen radikallerini yok etme ve metal baglama
kapasiteleri sebebiyle olduke¢a ilgi ¢ekmektedir (Li ve ark., 2013; Routray ve Orsat
2012). Yapilan ¢alismalar flavonoidlerin yangi ve kanser onleme ile antioksidan etki
gibi onemli farmakolojik etkinliklere sahip oldugunu gostermistir (Liang ve ark.,
1999; Nile ve ark., 2017; Reuter ve ark., 2010). Apigenin (Apig), meyve ve sebzeler
de dahil olmak iizere cesitli dogal kaynaklarda en fazla bulunan flavonlardan biridir
(Patel ve ark. 2007). Apigeninin kanser onleyici (Caltagirone ve ark., 2000; Gupta ve
ark., 2001; Kiraly ve ark., 2016), antioksidan ve yangi dnleyici etkileri (Ali ve ark.,
2014a; Ali ve ark., 2017; Raskovic ve ark., 2017) basta olmak lizere ¢ok sayida
biyolojik etkilere sahip oldugu yapilan arastirmalarda belirtilmistir (Ali ve ark., 2017).
Metotreksat (MTX) gesitli kanser tiirleri (I6semi, meme ve testis kanseri gibi) ile

otoimmun hastaliklar, romatoid artrit, sedef ve g¢esitli yangisal bozukluklarin



tedavisinde kullanilan folat antimetaboliti olarak bilinen bir ajandir (Abdel-Daim ve
ark., 2017; David ve ark., 2016; Khokhar ve ark., 2017; Yiincii ve ark., 2015).
Metotreksat karacigerde mikrozomal enzim sistemi tarafindan metabolize edilir ve
Ozellikle Faz 1 tepkimesi sonucu olusan metabolitlerinin oksidatif strese ve c¢esitli
organ hasarlarina (6zellikle karaciger, bobrek, bagirsak gibi) yol actig1 vurgulanmustir.
Reaktif metabolitleri protein, lipit ve niikleik asit gibi hiicresel makromolekiillerle
etkilesime girerek protein sentezinin bozulmasina, lipid peroksidasyona (LPO), DNA
hasaria ve oksidatif strese yol agarlar. Ayrica MTX nikotinamid adenozin difosfat
(NADP) sentezini engelleyerek, glutatyon (GSH) depolarinin tikenmesine ve bdylece

oksidatif stresin olusmasina yol agmaktadir (Cakir ve ark., 2015).

Bu calismada, farelerde MTX ile olusturulan oksidatif strese karsi Apig’in
koruyucu etkisi arastirilarak kullanilabilirliginin ortaya konmasi ve literatiire yeni

bilgiler kazandirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Flavonoidler ve Flavonlar

Bitkilerde bulunan polifenolik bilesikler i¢erdikleri fenol halkalarinin sayisina
ve bu halkalar1 birbirine baglayan yapilara gore flavonoidler, fenolik asitler, stilbenler
ve lignanlar olmak tizere 4 ana gruba ayrilirlar (Manach ve ark., 2004). Flavonoidler,
bitkilerde sekonder metabolitler halinde yaygin olarak bulunan diisiik molekiil agirlikli

polifenolik bilesiklerdir (Cirmi ve ark., 2016a).

Flavonoidler C6-C3-C6 heterosiklik iskelet yapisini i¢eren 2-fenil-benzo-y-
piran ¢ekirdegine sahip kromon tiirevi maddelerdir. Kimyasal yapilarinda heterosiklik
piran halkasina (C) baglanan iki benzen halkasi (A ve B) bulunur. Bu karbon
atomlarinin her biri belirli bir sistemle numaralandirilir. A ve C halkalari i¢in normal
rakamlar, B halkasi i¢in ise islii rakamlar kullanilir (Erlund, 2004) (Sekil 2.1).
Molekiiler yapilarina gore flavonoidler flavonlar, flavanonlar, flavonoller ve
polimetoksiflavonlar olmak iizere siniflara ayrilirlar (Cirmi ve ark., 2016b; Tripoli ve
ark., 2007) (Sekil 2.2).

Sekil 2.1. Flavonoidlerin genel yapisi (Erlund, 2004).
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Sekil 2.2. Flavonoidlerin siniflandirilmasi (Cirmi ve ark., 2016b).

Glinlimiizde ¢ok sayida flavonoid tanimlanmistir ve bazi flavonoidler klinik
olarak cesitli hastaliklarda hem koruyucu hem de sagaltict amacla kullanilmaktadir.
Kimyasal yapilarina, ¢esitli sayida hidroksil ve metoksil gruplarinin baglanmasiyla

farkli flavonoidler sentezlenmektedir (Cirmi ve ark., 2016b).

2.1.1. Apigenin (Apig)

Apigenin, maydanoz, papatya, kereviz, hint ispanagi, enginar, portakal, sogan,
bugday filizi gibi bircok meyve ve sebzede yaygin olarak bulunan bir flavonoiddir
(Patel ve ark., 2007; Sung ve ark., 2016). Kuru maydanozda 45.035 ug/g Apig bulunur
ve en zengin Apig kaynagidir. Yiiksek Apig igceren diger bitkiler ise sirasiyla; 3.000-



5.000 pg/g, 786,5 ng/g, 622 ug/g ve 240,2 pg/g igeren papatya (kuru gicek), kereviz

tohumu, hint 1spanagi ve Cin kerevizidir (Sung ve ark., 2016) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Apigeninin kimyasal yapisi ve dogal kaynaklar1 (Sung ve ark., 2016).

Kimyasal yapis1 4', 5, 7- trihidroksiflavon olan Apig, A halkasinin C-5 ve C-7

pozisyonlarinda ve B halkasinin C-4' pozisyonunda hidroksil gruplarina sahiptir.

Apigenin ismi, Apiaceae'deki Apium cinsinden (kereviz, havug veya maydanoz ailesi,

Umbelliferae olarak da bilinir) gelmektedir. Apigenin flavonoidlerin alt sinifinda
bulunan bir flavondur (Ahmad ve ark., 2019; Shukla ve Gupta, 2010; Sung ve ark.,

2016) (Sekil 2.3).

Apigenin molekiiler formiilii C15H100s5 ve molekiil agirligi 270,24 g/mol olan;

suda ¢oziinmeyen, dimetilsiilfoksit (DMSO) ve sicak etanolde ¢6ziinen sar1 renkte

kristalize bir tozdur (Shukla ve Gupta, 2010; Sung ve ark., 2016).



2.1.1.1. Apigeninin Farmakokinetigi

Apigeninin dolasimdaki miktarlarin1 ve buna bagli biyolojik dagilimini,
dokularda daha biiyiikk molekiillere déniismesi etkilemektedir. Ozellikle bagirsak
mukozasinda olusan glukuronitler, bagirsak lumenine geri salinir ve boylece Apig’in

emilimi azalir (Andlauer ve ark., 2000; Crespy ve ark., 1999).

Apigeninin metilasyon, siilfasyon ve glukuronidasyon gibi birlesme
tepkimelerine ugramast biyoetkinligini etkilemektedir (Manach ve ark., 2004).
Apigenin bagirsak epitel hiicrelerinde bulunan uridin 5'-difosfo-glukuronil transferaz
(UDP-glukronil transferaz) enzimi araciligiyla glukuronidasyona ugrayan bir
substrattir (Ng ve ark., 2004). Apigenin bagirsakta, karacigere gore daha hizli bir
sekilde biyotransformasyona ugrar (Ali ve ark., 2017). Apigeninin emilimi, dagilimi

ve atilim1 Sekil 2.4°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.4. Apigeninin emilimi, dagilimi ve atilimi (Scalbert ve Williamson, 2000).

Sigan karacigerinde yapilan bir ¢alismada, Apig’in in vivo ve ex vivo Faz 1
tepkimeleri sonucunda monohidroksi tiirevlere (luteolin, skutellarein ve izo-
skutellarein) doniistiigii, olusan metbolitlerin de Faz II metabolizmasi yoluyla
konjugasyon iriinlerine gevrildigi belirtilmistir. Faz I tepkimeleri sonucunda olusan
skutellarein ve izo-skutellarein metabolitlerinin, i¢ mono-glukuronat ve bir mono-

stilfatlanmis bilesige doniistiigii tespit edilmistir. Fakat Apig’in Faz | metaboliti olan



luteolinin, dort farkli mono-glukuronat bilesige, iki siilfatlanmis bilesige ve bir
metilasyon bilesigine (yani, diosmetin) konjuge oldugu belirlenmistir. Degismeyen
Apig’in ise iki mono-glukuronat ve bir mono-siilfatlanmis konjuge bilesige doniistiigii
saptanmustir (Gradolatto ve ark., 2004). Olgunlasmamuis erkek ve disi sicanlarda Apig
mono-glukurono konjugatinin, mono-siilfonatli konjugatina (sirasiyla %10,0-31,6'ya
karsilik, %2,0-3,6'ya kiyasla) gore daha yiliksek oranda atildig tespit edilmistir. Olgun
disilerde de ayni sekilde oldugu saptanmistir. Olgun erkek sicanlarda ise mono-
glukurono konjugatinin, mono-siilfonatl konjugatina (sirastyla %4,9 ve %13,9) gore
daha diisiik oranda atildig: bildirilmistir (Gradolatto ve ark., 2005).

Nielsen ve ark. (1999) maydanoz tiiketimi sonrasinda insan idrarinda Apig
atilimini incelemisler ve Apig’in %0,58 oranda atildigini ve 24 saat sonra idrarda tespit

edildigini belirtmislerdir.

Apigeninin radyoaktif bir madde ile etiketlenerek tek doz agizdan verildigi bir
calismada, idrarda %51; diskida %12; kanda %1,2; bobreklerde %0,4; bagirsakta %9,4
ve karacigerde %1,2 dagilim gosterdigi ve 10 giin sonra viicutta kalan miktarinin
%24,8 oldugu tespit edilmistir. Ayrica s6z konusu ¢aligmada Apig’in 24 saat sonra
kanda tespit edildigi, atilma yar1 6mriiniin 91,8 saat, dagilim hacminin 259 ml ve
plazmaklirensinin 1,95 ml/saat oldugu da belirtilmistir. Arastirmacilar hesaplanan tiim
parametreler sonucunda Apig’in yavas emildigini ve yavas atildigini tespit etmislerdir
(Gradolatto ve ark., 2005).

2.1.1.2. Farmakolojik Etkileri

Apigenin, son yillarda toksisitesinin diisilk olmasi ve diger flavonoidlere
kiyasla 6zellikle kanser hiicrelerine olan etkileri nedeniyle dikkat ¢eken bir maddedir
(Al ve ark., 2017). Apigeninin baz1 hastaliklara kars1 sagaltici ve koruyucu etkinlik
gosterdigi cesitli aragtirmalarla ortaya konulmustur (Ali ve ark., 2017; An ve ark.,
2015).



Apigeninin olas1 kanser onleyici etkisi, giiclii antioksidan ve yangi onleyici
etkinliklerinden kaynaklanmaktadir (Nile ve ark., 2017). Apigeninin cesitli

farmakolojik etkileri Sekil 2.5’de 6zetlenmistir.

Kardiyovaskiiler Otoimmiin
Hastaliklar Hastaliklar
Antienflamatuar Hemostaz
Antianjiyojenik Kas Yapilanmasi
Antigenotoksik Alzheimer Hastalig1
Kemoterapotik Parkinson Hastalig1
Antioksidan ‘ HIV
Hepatotoksisite Multiple Skleroz
Nefrotoksisite Artrit
Akciger Fibrozisi Coklu Ilac Direnci
Iskemi Reperfiizyon Immiinsupresif
Hasan

Sekil 2.5. Apigeninin farmakolojik etkileri (Ali ve ark., 2017).
2.1.1.2.1. Yangi Onleyici ve Antioksidan Etkileri

Cogu flavonoidin, segici ya da segici olmayan bir sekilde siklooksijenaz
(COX), lipooksijenaz (LOX), fosfolipaz (PLA) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz
(INOS) gibi enzimlerin inhibitorleri oldugu bilinmektedir. Bu molekiiller yanginin
baglamasima aracilik ederler. Bazi flavonoidler, yalnizca bir yangisal enzimin
etkinligini engellerken, bazilar1 bir seri enzimin etkinligini engeller. Apigenin 6zellikle
INOS ve COX-2 ekspresyonlarini engeller. Flavonlarin, C-2,3 ¢ifte bagi ile sirasiyla
A ve B halkalarindaki hidroksil gruplari, iNOS ve COX-2 enzimlerinin



baskilanmasmdan sorumludur (Kim ve ark., 2004). Apigeninin yangi dnleyici etkisi

Sekil 2.6’da gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Apigeninin yangi onleyici etkisi (Ali ve ark., 2017).

Apigeninin, lipopolisakkarid (LPS) ile uyarilan astrositler ve RAW 264.7
makrofaj hiicrelerinde iNOS'un ekspresyonunu baskilayarak nitrik oksit (NO)
tiretimini engelledigi belirtilmistir (Kim ve ark., 1999; Soliman ve Mazzio, 1998).
Yanginin olusmasinda iNOS ve COX-2’ye ilave olarak, interlokin (IL)-1B, IL-6,
interferon (INF-y), IL-4, IL-5, tim6r nekroz faktor-o (TNF-a)), monosit kemotaktik
protein (MCP-1a) ve monosit yangisal proteini (MIP-1a) gibi sitokinler de aracilik
ederler. Apigeninin bazi sitokin genlerinin ekspresyonunun baskilanmasindaki olasi
rolii protein kinaz C (PKC), ekstraseliiler sinyalle diizenlenen protein kinaz (ERK) ve
mitojen etkinlestiren protein kinaz (MAPK) dahil sinyal iletiminde yer alan bir dizi
protein kinaz ile iligkili oldugu gosterilmistir. Apigeninin bu molekiillerin
inhibisyonunu, niikleer faktor kappa B (NF-kB) ve aktivator protein-1 (AP-1)’in
etkinligini engelleyerek olusturdugu belirtilmistir (Kim ve ark., 1999).

Yapilan caligmalarda reaktif oksijen tiirleri (ROS)’ nin, NF-xB, AP-1, tiimor
protein 53 (p53), hipoksiyle indiiklenen faktor-1 alfa (HIF-1a) gibi bir dizi



transkripsiyon faktorlerinin etkinligini indiikledigi belirtilmistir (Reuter ve ark., 2010;
Zhou ve ark., 2016). Ayrica peroksizom aktive edici reseptér-gama (PPAR-y),
transkripsiyon aktivator protein 3 (STAT-3) ve major niikleer faktor 2 (Nrf2)’nin ¢ogu
kanser ve yangili hastaliklarda rol oynadigi da vurgulanmistir (Reuter ve ark., 2010;
Zhou ve ark., 2016). Transkripsiyon faktorlerinin aktif hale gelmesi, biiyiime
faktorleri, yangi sitokinleri, kemokinler, hiicre dongiisii diizenleyici molekiiller ve
antiinflamatuar molekiiller dahil olmak tizere 500'den fazla farkli genin ekspresyonuna
neden olabilir (Reuter ve ark., 2010; Ribeiro ve ark., 2015). Liang ve ark. (1999)
yapmis olduklari bir ¢alismada Apig’in sdz konusu transkripsiyon faktorleri ile
etkileserek yangisal yolaklar1 degistirdigini belirtmiglerdir. Iwakiri ve ark. (2002)
yaptiklari ¢alismada, Apig’in LPS ile indiiklenen fare makrofajlarinin COX-2 ve iNOS

etkinliklerini engelledigini bildirmislerdir.

Ali ve ark. (2017) Apig’in yangi onleyici 6zelliklerine ilaveten ayn1 zamanda
siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT), iNOS,
glutatyon rediiktaz (GSH-R) gibi antioksidan enzimler ile indirgenmis GSH

diizeylerini arttirarak antioksidan 6zellik gosterdigini belirtmislerdir.

Nielsen ve ark. (1999) insan denekleri ile yapmis olduklar1 ¢alismada iki hafta
stireyle 3,73-4,49 mg Apig igeren maydanoz ile beslenen insanlarda, GSH-R ve SOD

diizeylerinde artis oldugunu bildirmislerdir.

Anve ark. (2015) Apig’in eritrositlerde hidrojen peroksit (H20>) ile olusturulan
oksidatif hasara kars1 koruyucu etkilere sahip oldugunu ve eritrositlerin antioksidan

aktivitesini artirdigini bildirmislerdir.

Ali ve ark. (2014a) galismalarinda diisiik yogunluklarda (10, 20 ve 40 mg/kg
c.a) alinan Apig’in, sican karacigerlerinde ROS kaynakli oksidatif hasara karsi LPO
ve zar protein hasarmi azaltarak, ayrica alkalen fosfataz (ALP), alanin
aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) gibi serum enzim

diizeylerini diisiirerek koruma sagladigini belirtmislerdir.
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Panda ve Kar (2007) alloksan ile deneysel olarak diabet olusturulan
hayvanlarda; karaciger ile CAT ve SOD enzim etkinliginde diisme, GSH diizeylerinde
azalma ile LPO’da artma oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar 10 giin siireyle deri
alt1 0,78 mg/kg Apig uygulamas: ile tiim bu degisikliklerin tersine dondiigiinii ve

karacigerde koruyucu bir etki gosterdigini bildirmislerdir.

Raskovic ve ark. (2017) yaptiklart ¢alismada, Apig’in parasetamole bagli
hepatotoksisitede; siganlarda LPO diizeyini inhibe ederek antioksidan savunma

mekanizmalarini 6nemli 6l¢iide artirdigini bildirmislerdir.

Ali ve ark. (2014a), Wang ve ark. (2014), Yang ve ark. (2013) Apig’in GSH
diizeyini ve SOD, CAT dahil antioksidan enzim etkinligini arttirmasi ile TNF-a, IL-
1B ve IL-6 da dahil olmak iizere hepatik yangi sitokinlerinin sentezini azaltmasi sonucu
asetaminofen, furan ve N-nitrosodietilamin (NDEA) gibi bazi kimyasallara bagl

olusan karaciger hasarini1 engelledigini bildirmislerdir.

Ksantin oksidaz (KO), canli dokularda yapmis oldugu oksidatif hasara bagl
olarak Gut’a neden olur. Incelenen tiim flavonoidlerin arasinda Apig’in KO’in en
giiclii inhibitori oldugu goriilmiistiir. Calismalar, Apig, krisin ve luteolinin, hem
oksijenaz-1 (HO-1) ve glutamat sistein ligaz (GCL) gibi proteinlerin ekspresyonunu
doza bagimli olarak artirdiklarint gostermistir (Huang ve ark., 2011; Paredes-Gonzalez
ve ark., 2015). Ayrica ERK2 ve Nrf2’yi aktive ederek, hiicre i¢i GSH diizeyini ve
GSH'nin oksitlenmis GSH'ye oranini arttirdiklar1 belirlenmistir (Huang ve ark., 2011;

Paredes-Gonzalez ve ark., 2015).

2.1.1.2.2. Diger Etkileri

Gilani ve ark. (2005) Apig igeren zeytinyaginin, kalsiyum kanallarini kapatarak
endotelin gevsemesine yol agtigini belirtmislerdir. Apigeninin aorttaki NO diizeyini
arttirarak damar endotel hiicrelerini koruyabilecegi (Jin ve ark., 2009), anjiyotensin
dontistiiriici enziminin (ACE) etkinligini engelleyerek dogrudan kan basincini

diisiirebilecegi (Salah ve ark., 2001) ve hipertansif si¢canlarda anormal miyokardiyal
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glikolipit metabolizmasinin ve kardiyak hipertrofinin iyilestirilmesine yol agabilecegi

belirtilmistir (Zhu ve ark., 2016).

Losi ve ark. (2004) Apig’in, sinir hiicre kiiltiirlerinde glutamata bagh
norotoksisiteye karsi noroprotektif oldugunu gostermisler ve gama-aminobutirik asit
(GABA) ile N-metil-D-aspartat (NMDA) kanallar1 iizerindeki antagonistik etkisini
ortaya koymuslardir.

Panda ve Kar (2007) farelerde yaptiklari bir ¢alismada, alloksan ile olusturulan
diyabette serum insiilin, tiroksin (T4) ve triiodotironin (T3) diizeylerinde belirgin bir
azalmaya paralel olarak serum glukoz ve karaciger glukoz-6-fosfataz (G-6-Paz)
etkinliginde artis oldugunu belirtmislerdir. Diyabetik farelere 10 giin siireyle deri alti
0,78 mg/kg Apig verilmesi sonucunda serum insiilin ve tiroid hormon diizeylerinin
artisina paralel olarak glukoz diizeyinde ve G-6-Paz aktivitesinde azalma goriildiigii
bildirilmistir. Alloksan ile indiiklenen serum kolestrol seviyesindeki artisin Apig

kullanimryla azalmaya bagladig: belirlenmistir.

Li ve ark. (2007) Cephalotaxus sinensis bitkisinden elde ettikleri Apig’in ve
Apig’in iki glikopiranosid glikozidinin, insiiline duyarli glukoz tasiyici (GLUT) ailesi
olan glukoz tasiyici alt tip 4 formunun (GLUT-4) insiiline direncini gii¢lendirerek

viicutta diyabet Onleyici etki olusturdugunu belirtmislerdir.

Streptococcus pneumoniae ile enfekte edilen iki grup fareyle (1. grup 80 mg/kg
Apig ve 2. grup dimetilsiilfoksit (DMSOQO) kontrol grubu) yapilan ¢alismada, Apig
verilen gruptaki farelerin akcigerlerindeki bakteri kolonizasyonunun belirgin dlgiide
azaldig1 belirlenmistir. Ayrica Apig’in, S. pneumoniae’nin yol agtigi hemoliz ve hiicre

yikimlayici etkisini engelledigi de tespit edilmistir (Song ve ark., 2016).

Apigenin doza bagimli olarak Sap Hastalig1 viriisiinii inhibe ederek antiviral
etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Qian ve ark., 2015). Lv ve ark. (2014) ile Qian ve ark.
(2015), Apig’in viral enzimleri inhibe ederek ve viral girisi 6nleyerek enteroviriislerin

sebep oldugu el, ayak ve agiz hastaligin1 6nemli 6l¢iide engelledigini tespit etmislerdir.
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Wang ve ark. (2013) in vitro olarak C6 glioma hiicre kiiltiirleri lizerinde
yaptiklari ¢aligmada, Apig’in zaman ve doza bagimli bir sekilde programlanmis hiicre

Oliimiinii indiiklemesi sonucu antikanserojen etki gosterdigini bildirmislerdir.

Lampropoulos ve ark. (2013) deneysel olarak pankreatit olusturulan siganlarda,

Apig’in yangisal hiicre infiltrasyonu ve nekrozu engelledigini belirtmislerdir.

Kang ve ark. (2009) lupus olusturulan farelerle yaptiklar1 ¢alismada, Apig’in
Th1 (T-helper 1) ve Th17 hiicrelerinin major lupus oto antijenine cevabini azalttigi ve
dolayisiyla lupus B hiicrelerinin oto-antikor {iretme yetenegini bastirdigini tespit
etmiglerdir. Ayrica Apig, bagisiklik hiicrelerinde COX-2 olusumunu azalttigini

vurgulamislardir.
2.2. Metotreksat (MTX)

Bir folik asit antagonisti olan MTX, 16semi ve lenfoma gibi baz1 tiimorler ile
romatoid artrit, lupus ve sedef hastalig1 gibi baz1 otoimmiin hastaliklarin tedavisinde
60 yildan uzun siiredir kullanilmaktadir (Tirkci ve ark., 2015). Kimyasal olarak
MTX,  N-[4-[[(2,4-diamino-6-pteridinil)metilamino]benzoil]-L-glutamik  asittir
(Kayaalp, 2005; Zhang ve ark., 2005) (Sekil 2.7).

HoN
c ~ e

N / = CH2r~|l < >'—CON—I

N /7

NH,
HOOCH,CH,C-- --CH----COOH

Sekil 2.7. Metotreksatin kimyasal yapis1 (Zhang ve ark., 2005).

Metotreksat, pKa 4,8-5,5 olan zayif bir dikarboksilik asittir ve bu nedenle
fizyolojik pH'da iyonize halde bulunur. Metotreksat lipofilik 6zelligi disiik bir
maddedir (Grim ve ark., 2003; Shen ve Azarnoff, 1978). Agizdan alinan MTX’ 1n

tamamina yakin1 emilir. Metotreksat agizdan, kas ici (K1), damar i¢i (DI) ve deri alt1
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(DA) yolla kullanilir. Emilip sistemik dolasima gegen MTX’in %10’u 7-hidroksi-
MTX'e doniisiir. lacin dagilim yar1 émrii 2 saat, atilma yar1 dmrii 6-8 saat arasinda
degismektedir (Shen ve Azarnoff, 1978; Van Ede ve ark., 1998). Metotreksat, %90
oraninda bobrekler tarafindan glomertiler filtrasyon ve aktif tiibiiler salgilanma yoluyla
idrarla, %10°u ise safrayla atilir. Ayrica ilag enterohepatik dolasima ugrar (Balis ve
ark., 1983).

Metotreksat hiicreye, indirgenmis folat tasiyici 1 (RFC1) tasit proteini ile girer
ve folilpoliglutamat sentaz (FPGS) ile MTX poliglutamata (MTXGlu) doniistiiriliir
(Sirotnak ve ark., 1976). Buna karsilik, folatin MTX ile birlikte uygulanmasi, MTX'in
biyoyararlanimini azaltmaz, bu da folatin, MTX'den ayr1 bir tasiyiciyla tasindigini
gosterir (Kurnik ve ark., 2003; Schornage ve McVie, 1983). Kiiciikk miktarlarda
MTXGIu’lar1 dokularda uzun siire (yar1 6mrii 1-4 hafta) kalabilirler (Dalrymple ve
ark., 2008). Metotreksat, dihidrofolik asit analogudur ve dihidrofolatin (DHF) etkin
tetrahidrofolata (THF) dontisiimiinii katalize eden, dihidrofolat rediiktaz (DHFR)
enziminin etkinligini olduk¢a segici bir sekilde engeller. Boylece DHF’lerin biyolojik
olarak etkin THR’lere doniisiimii gergeklesemez. Ayrica MTX, hiicre i¢i gesitli folat
metabolize edici enzimlerin yapisinda birtakim degisikliklere yol acar. Folat yolaginda
merkezi bir diizenleyici enzim olan, metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) 1n
etkinligini de 6nler. Bu enzim 5-tetrahidrofolatin, 5,10-metilentetrahidrofolata (5,10-
MTHF) déniistimiinii saglar ve sonugta homosistein metiyonine doniisiir (Aggarwal
ve ark., 2006; Tirkcii ve ark., 2015). Hiicre iginde biriken MTXGIu’lar1 piirin
biyosentezinde gorevli bir enzim olan aminoimidazol karboksamid riboniikleotid
transformilaz (AICARTaz)’in etkinligini 6nler. Metotreksat ve/veya MTXGlu’lari,
hiicresel diizeyde DHFR, timidilat sentaz (TS) ve AICARTaz’in etkinligini dogrudan
engellerken, MTHFR ’nin etkinligini dolayli olarak engeller (Cronstein, 2005; Kremer,
2008; Wessels ve ark., 2007) (Sekil 2.8).

Poliglutamat tiirevleri, DHFR 1n etkinligi engelleyerek THF olusumunu 6nler
(Dalrymple ve ark., 2008). Bunun sonucunda, hiicrelerin igindeki piirin niikleotid

sentezinin oncii faktorii olan THF olusamadigindan ve dihidrofolik asit biriktiginden
DNA ve RNA sentezi bozulur (Kurnik ve ark., 2003; Schornagel ve McVie, 1983).
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Sekil 2.8. Metotreksatin etki sekli. MTXglu, metotreksat poliglutamat; RFC1, indirgenmis
folat tasiyici; FPGS, folilpoliglutamat sentaz; TS, timidilat sentaz; DHFR, dihidrofolat
rediikktaz;, DHF, dihidrofolat; THF, tetrahidrofolat; 5,10-CH2-THF, 5,10-metilen
tetrahidrofolat; MTHFR, metilen tetrahidrofolat rediiktaz; 5-CH3-THF, 5-metil
tetrahidrofolat; AICAR, 5-aminoimidazol-4-karboksamid-riboniikleotit; AICART az, AICAR
transformilaz; FAICAR, formil-AICAR (Cornstein, 2005; Kremer, 2008).

Metotreksatin adenozin aracili yangi 6nleyici etkinligi in vitro, in vivo ve klinik
verilerle ortaya konulmustur. Metotreksatin daha 6nce yapilan ¢alismalarda deneysel
olarak yang1 olusturulan hayvan modellerinde ve romatoid artritli hastalarda adenozin
salmimin indiikledigi ve kendi reseptorlerine baglanarak giiclii bir yangisal inhibitor

oldugu tespit edilmistir (Chan ve Cronstein, 2013; Schafranski ve ark., 2012).

2.2.1. Toksisitesi

Metotreksat, kemik iligi, karaciger, gastrointestinal sistem, bobrek, solunum,
dermatolojik ve hematolojik sistemler dahil olmak iizere bir¢cok organ igin potansiyel
olarak toksik etkiye sahiptir. Metotreksat uygulamalari sonrasinda bulanti, kusma,
mukoza yangisi, Stomatit, kas gii¢siizliigli, hepatotoksisite ve bobrek yetmezligi
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goriiliir. Yiikksek dozlu MTX tedavisinde bobrekte MTXGlu’larin birikmesi sonucu
bobrek yetmezligi ve hasar1 olusmaktadir (Isaacs ve ark., 1996; Serraj ve ark., 2007).

Alarcoan ve ark. (1989), 1981 ve 1986 yillar1 arasinda MTX ile tedavi edilen
152 romatoid artrit hastasimi incelemisler, yaptiklar1 ¢alismada hastalarin MTX
kullanimin1  kesmelerinin ana nedeninin goriillen agir yan etkiler oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica Buchbinder ve ark. (2008) yaptiklari calismada MTX ile tedavi
edilen romatoid artrit hastalarinda melanom, Hodgkin olmayan lenfoma ve akciger

kanseri goriilme sikliginin arttigini bildirmislerdir.

Padmanaphan ve ark. (2008) erkek Isvicre farelerinde MTX’1n iireme sistemi
tizerine etkisini arastirmak i¢in yaptiklari ¢alismada, farelerde germ hiicre toksisitesini

indiikledigi sonucuna varmislardir.

Schmiegelow ve ark. (2009) yaptiklari ¢alismada akut lenfoblastik 16semili
cocuklarda 6-merkaptopurin (6MP) ve MTX’in birlikte uygulandigi tedavide,

cocuklarda ikinci bir malign neoplazma gelisme riskinin arttigin1 bildirmislerdir.

2.2.1.1. Karaciger ve Bobrek Uzerinde Toksik Etkisi

Metotreksatin ~ hepatotoksisite =~ mekanizmast  henliz  tam  olarak
aydinlatilamamakla birlikte yapilan deneysel ve klinik c¢alismalar, olusan
hepatotoksisitenin MTX'in yol agtig1 oksidatif stresin bir sonucu olabilecegi hipotezini
desteklemektedir (Jahovic ve ark., 2003; Uraz ve ark., 2008).

Karaciger toksisitesi sik goriilen bir sorundur ve diisik doz MTX
kullanicilarinin %20'sine varan oranda serum transaminaz seviyelerinin en az birinde
yiikselme oldugu ve %3,7'sinin de karaciger toksisitesi nedeniyle tedaviyi biraktigi

belirlenmistir (Sparks ve ark., 2017).

Metotreksatin ana metaboliti olan 7-hidroksi-MTX'e doniisiimi karacigerde
gerceklesmektedir. MTX, poliglutamat formunda karaciger hiicrelerinde depolanir

(Cetinkaya ve ark., 2006).
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Uzun siireli MTX kullanimi, hepatositlerde MTX 1n poliglutamat formlarinin
birikmesine ve hepatoseliiler folik asit seviyelerinin azalmasina nihayetinde de
hepatosit nekrozuna yol agar (Kamen ve ark., 1981). Buna ¢k olarak, sitozolik NADP
bagimli dehidrojenaz ve NADP malik enzimleri MTX tarafindan inhibe edilir. NADP,
GSH-R enzimi tarafindan ROS’u yok etmede kullanilan 6nemli bir sitozolik
antioksidandir. Metotreksat sebebiyle ortamda bulunan NADP’nin azalmasi,
stiperoksit anyonlari, hidroksil radikalleri, H2O> ve hipokloriir radikalleri gibi reaktif
oksijen molekiillerinden gelen hasara kars1 hepatositleri korumakla gorevli olan GSH

seviyelerini azaltir (Uraz ve ark., 2008).

Metotreksatin yiiksek affiniteli DHFR inhibitorii olmasi, dolayli olarak
timidilat sentezini etkiler, boylece DNA sentezi baskilanir (Jolivet ve ark., 1983). Buna
ek olarak sitozolik NADP bagimli dehidrojenazlarin (Vogel ve ark., 1963) ve NADP
enziminin MTX tarafindan inhibe edildigi, MTX’in hiicrelerde nikotinamid adenin
difosfat rediiktaz (NADPH) diizeyini azalttig1 tespit edilmistir (Caetano ve ark., 1997).
Normal kosullar altinda, NADPH, ROS’a kars1 koruyucu olan énemli bir sitozolik
antioksidan olan hiicresel GSH’1n indirgenmis halini korumak i¢cin GSH-R tarafindan
kullanilir. Bu nedenle, MTX GSH diizeylerinde ve antioksidan enzim savunma
sisteminin etkinliginde belirgin azalmaya ve sonugta hiicrelerin ROS'a duyarli hale

gelmesine sebep olur (Babiak ve ark., 1998).

Metotreksat kaynakli bobrek fonksiyon bozuklugunun etiyolojisinin, MTX ve
metabolitlerinin bobrek tiibiillerinde ¢okmesi veya MTX'in bobrek tiibiilleri
tizerindeki dogrudan toksik etkisi ile olustuguna inanilmaktadir. Metotreksatin
%90'indan fazlas1 bobrekler tarafindan atilir. Metotreksat, asidik pH'da zayif sekilde
¢oziinlir ve metabolitleri olan 7-hidroksi-MTX 6 kat, 2,4-diamino-N'°-metilpteroik
asit (DAMPA) ise MTX'den 10 kat daha az ¢oziiniir. Idrar pH'sinin 6,0'dan 7,0'a
yiikseltilmesi, MTX ve metabolitlerinin 5-8 kat daha fazla ¢6ziinmesine neden olur.
Yiiksek dozda verilen MTX plazma ve idrarda daha yiiksek ilag yogunluklarina neden
olur, bu da bdbrek fonksiyon bozuklugu riskini arttirabilir. Metotreksat kaynakli
bobrek fonksiyon bozuklugunun sebebi, plazmada yiliksek yogunluklarda uzun stire

kalmasidir. Ayrica bu durum MTX’in diger toksik etkilerinin, o6zellikle kas
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giicsiizlligli, mukoza yangisi, hepatit ve dermatitin belirgin bir sekilde artmasina neden

olabilir (Widemann ve Adamson, 2006).

Coleshowers ve ark. (2010) Wistar si¢anlara 6 hafta siireyle, 13,4 mg/kg
dozunda (haftada bir) agizdan MTX uyguladiklar1 ¢alismada, MTX gruplarinda 2., 3.,
4.,5. ve 6. haftalarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda karaciger dokularinda SOD,
CAT ve GSH-Px etkinliklerinde azalma, malondialdehit (MDA) diizeylerinde ise

artma oldugunu tespit etmislerdir.

Hadi ve ark. (2012), tavsanlarda MTX’1n neden oldugu hepatotoksisite tizerine
metforminin iyilestirici etkisini arastirmak i¢in yaptiklar1 ¢alismada, MTX verilen
grupta, kontrol grubuna gore karaciger fonksiyon parametreleri olan ALT, AST, ALP
ve bilirubin seviyelerininde 6nemli diizeyde artiglarin oldugunu ve karacigerde 6nemli

patolojik bulgularin gériildiigiinii belirtmislerdir.

Dalaklioglu ve ark. (2013), sicanlarda MTX ile indiiklenen karaciger hasarina
resveratroliin iyilestirici etkisini arastirdiklar1 ¢alismada, MTX verilen grupta kontrol
grubuna gore serum ALT, AST ve ALP ile karaciger CAT etkinligi ve MDA

diizeyinde artisa yol agtigin1 vurgulamislardir.

Ali ve ark. (2014b), MTX ile indiiklenen karaciger hasari tizerine krisinin
koruyucu etkinligini arastirdiklar1 ¢alismada, MTX verilen grupta kontrol grubuna
gore serum ALT ve AST diizeylerinde artis ile karaciger dokusunda SOD, CAT ve
GSH-Px etkinligi ve GSH diizeylerinde azalmaya, MDA diizeyinde ise artisa Yol

actigini ifade etmislerdir.

Akbulut ve ark. (2014) sicanlarda MTX ile indiiklenen karaciger toksisitesi
lizerine amifostin, askorbik asit ve N-asetil sistein’in koruyucu etkinligini
arastirdiklar1 ¢aligmada, MTX verilen grubun karacigerinde oksidatif stres kaynakli

yapisal ve fonksiyonel hasarin olugtugunu bildirmislerdir.

Hafez ve ark. (2015), MTX ile indiikledikleri hepatotoksisite ve nefrotoksisite

tizerine etanerseptin ve aminoguanidinin iyilestirici etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada,
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MTX verilen grupta kontrol grubuna goére TNF-a, INOS ve Kkaspaz-3
ekspresyonlarinda artisa yol agtigini belirtmislerdir.

Abdel-Daim ve ark. (2017), biyolojik olarak aktif bir flavonoid olan diosminin,
farelerde MTX kaynakli hepatik, bobrek ve kalp hasarlarina karsi etkilerini arastirmak
i¢in yaptiklar1 ¢aligmada, MTX verilen grupta dokularda kontrol grubuna gore SOD,
CAT ve GSH-Px etkinlikleri ile GSH diizeylerinde azalmaya, MDA diizeylerinde ise
artisa yol actigi tespit edilmistir.

Abo-Haded ve ark. (2017) MTX ile indiiklenen karaciger toksisitesinde, MTX
verilen grupta kontrol grubuna gore, karaciger dokusunda SOD etkinligi ve GSH

diizeylerinde diisiise, MDA diizeyinde ise anlamli artisa yol agtigini belirtmislerdir.

Ameen ve ark. (2019), sicanlarda MTX ile indiiklenen karaciger toksisitesi
lizerine Mezenkimal Kok Hiicre tedavisinin iyilestirici etkisini arastirdiklari
calismada, MTX’in, serum karaciger enzimleri ve MDA diizeyleri ile iNOS
ekspresyonunu onemli 6l¢iide arttirdigi ve serum CAT etkinligini ise diistirdigiini

tespit etmislerdir.

2.3. Serbest Radikaller

Bir atom molekiilii, etrafinda donen elektron ¢iftleri ve merkezi bir ¢ekirdekten
oOlusur. Bununla birlikte, baz1 atomlar ve molekiiller en dis yoriingelerinde eslesmemis
elektronlara sahiptirler ve bunlara “serbest radikaller” denir. Serbest radikaller
genellikle kararsiz ve yiiksek oranda reaktiflerdir (Li ve ark., 2015; Yoshikawa ve
Naito, 2002). Biyolojik molekiillerin ¢ogu iki veya sekiz elektronun tam bir
yoriingesiyle ¢evrili bir protein ¢ekirdeginden olusur. Bu tam dis yoriingeye sahip olan
molekiiller, dis yoriingede eslesmemis elektronu bulunan molekiillerden daha
kararlidir. Eslesmemis elektron, baska bir molekiilden bir elektron alabilir, baska bir
molekiile baglanabilir veya kendisini tamamen ayirabilir. Serbest radikalin diger
molekiillerden elektron almasi/vermesi ya da diger molekiillerle birlesmesi onu
kararsiz hale getirir (Kerr ve ark., 1996). Serbest radikaller pozitif yiiklenebilir, negatif

yiiklenebilir veya elektriksel olarak notr olabilir. Bir tiiriin eslenmemis elektronu ve
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radikal dogas1 geleneksel olarak kalin bir {ist nokta ile yazilarak belirtilir (Cheeseman
ve Slater 1993). Genel olarak, serbest radikaller kisa dmiirliidiir, yar1 dmiirleri mili-,

mikro- veya nanosaniyedir (Devasagayam ve ark., 2004).

Yasam i¢in vazgecilmez bir unsur olan oksijen, bazi durumlarda canli viicudu
tizerinde zararhi etkiler gosterebilir. Oksijenin potansiyel olarak zararli etkilerinin
cogu, ROS olarak bilinen ve diger maddelere oksijen verme egilimi gosteren bir dizi
kimyasal bilesikler olusturmasindan kaynaklanmaktadir (Lobo ve ark., 2010). Reaktif
oksijen tiirleri, molekiiler oksijenden daha reaktif olan oksijen formlarini tanimlamak

i¢in kullanilan bir terimdir (Abouzari ve Fakheri, 2015).

Canl1 viicudunda olusan ve farkl1 hastalik durumlarindan da sorumlu en 6nemli
oksijen iceren serbest radikaller, oksijen kaynakli radikaller ve azot kaynakl
radikallerdir. Baslica reaktif oksijen ve azot tiirleri radikal ve radikal olmayanlar olmak
tizere 2’ye ayrilir. Oksijen tiirlerinin radikal olanlari siiperoksit, hidroksil ve peroksil
radikalleri; radikal olmayanlar1 ise H20>, hipoklorik asit ve ozondur. Azot tiirlerinin
radikal olanlar1 azot dioksit ve NO, radikal olmayanlari ise peroksinitrit, nitril klorit
ve nitroksil anyonudur (Li ve ark., 2015; Singh ve ark., 2015) (Tablo 2.1).

Canli organizmalar aktif oksijen tiirleri ve serbest radikalleri uzaklagtirmak ya
da yok etmek icin antioksidan sistemlere sahip oldugundan, bu oksijen
metabolizmasinin yan liriinleri fizyolojik kosullar altinda viicut i¢in tehdit olusturmaz.
Ancak bu aktif oksijen tiirleri veya serbest radikaller agir1 miktarda iiretildiginde,
oksidan/antioksidan arasindaki denge bozulur ve oksidatif stres olusur. Sonug olarak,
aktif oksijen tiirleri ve serbest radikaller biyolojik membran ve dokulardaki
molekiillere saldirabilir ve bunun sonucunda ¢esitli hastaliklarin olusmasina sebep
olurlar (Yoshikawa ve Naito, 2002).

Serbest radikaller, hiicre hasarina ve homeostatik bozulmaya yol agan dnemli
makromolekiillere saldirir. Lipitler, niikleik asitler ve proteinler ana hedeflerdir.
Serbest radikaller ve diger aktif oksijen tiirleri, canli organizmalarda normal metabolik
faaliyetler veya X 1sinlari, ozon, sigara, hava kirleticiler ve endiistriyel kimyasallara

maruz kalma gibi dis etkenler sonucu olusur. Serbest radikaller, hiicrelerde hem
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enzimatik hem de enzimatik olmayan reaksiyonlar sonucu meydana gelebilir.
Enzimatik reaksiyonlar araciligiyla solunum zincirinde, fagositozda, prostaglandin
(PG) sentezinde ve sitokrom P-450 sisteminde olusurken, oksijenin organik bilesiklere
ve iyonlastirici radyasyonlara maruz kalmasiyla baglatilan enzimatik olmayan

reaksiyonlar sonucunda da ortaya ¢ikabilirler (Bagchi ve Puri, 1998).

Tablo 2.1. Onemli serbest radikaller (Singh ve ark., 2015)

Serbest Radikalin Sembolu Serbest Radikalin adi
02" Stiperoksit radikali
H20: Hidrojen peroksit
HO’ Hidroksil radikali

102 Singlet oksijen

HOO’ Hidroperoksil radikali
LOOH Alkilhidroperoksit
LOO’ Alkilperoksil radikali
LO’ Alkoksil radikali
CIO™ Hipoklorit iyonu
Fe*O Ferril iyonu

Fe**O Periferril iyonu

NO’ Nitrik oksit

2.3.1. Siiperoksit Radikali (O:)

Stiperoksit (O2""), biyolojik sistemler iizerine olumsuz etkileri olan 6nemli bir
anyondur. O:"" aerobik metabolizma sirasinda O2'nin kismi indirgenmesinin birincil

yan iirlinii olarak iiretilir ve ROS’larin en 6nemli bilesenidir (Jalilov ve ark., 2016).

O2+e — 027

Stiperoksit anyonu normal olarak organizmada ya SOD ya da CAT enzimleri

ile dnce H202’ye sonra da suya doniigerek, zararsiz hale getirilir (Conner ve Grisham,
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1996). Siiperoksit {iiretimi ¢ogunlukla hiicrenin mitokondrisi iginde gergeklesir.
Mitokondriyal elektron tagima zinciri, memeli hiicresinde yasam i¢in gerekli olan
ATP'nin ana kaynagidir. Enerji iletimi sirasinda, az sayida elektron oksijene sizar ve
cesitli hastaliklarin patofizyolojisinde rol alan O:"yi olusturur (Valko ve ark., 2007).
Siiperoksit anyonu canli organizmada en yaygin olarak iiretilen serbest radikaldir ve
makrofajlar ile nétrofiller gibi fagositik hiicreler O2""’nin 6nde gelen kaynaklaridir

(Scheibmeir ve ark., 2005).

2.3.2. Singlet Oksijen ('O2)

Singlet oksijen, molekiiler oksijenin kisa Omiirlii, yar1 kararli ve uyarilmis
halidir. Bilesik oksidasyon igin olduk¢a uygun bir reaktiftir; karbon-oksijen ve
heteroatom-oksijen baglari olusturabilir (Ghogare ve Greer, 2016). Canli dokularda
notrofillerin ve eozinofillerin aktif hale getirilmesiyle olusur. Bunun yani sira bazi
laktoperoksidaz, dioksijenaz ve LOX enzimlerinin katalizér olarak kullanildigi bir
takim enzimatik reaksiyonlar ile de meydana gelebilir. Giiglii bir oksidasyon ajani

olarak DNA ve dokularda hasar olusturabilir (Phaniendra ve ark., 2015).

HOCI + H202—>102 + HzO + Cl_

2.3.3. Hidrojen Peroksit (H20-)

Hidrojen peroksit yaygin olarak antioksidan savunma enzimlerinin etkisiyle
azaltilmasi gereken, sitotoksik bir madde olarak kabul edilir. Kimyasal agidan zayif
bir reaktifdir, hafif oksitleyici veya indirgeyici bir madde olarak islev gorebilir.
Oldukga reaktif tiyol gruplart veya metiyonin Kalintilarina sahip olmayan lipitler,
DNA ve proteinler dahil olmak iizere ¢ogu biyolojik molekiilii kolayca oksitleyemez.
Hidrojen peroksit toksisitesini biiyiik 6l¢iide ya ultraviyole 11g1na maruz kalinmasiyla
ya da in vivo olarak demir gibi bir dizi gegis metal iyonlariyla etkilesime girerek reaktif
hidroksil radikaline (OH") doniismeye hazir olmasindan kaynaklanmaktadir. Hidrojen
peroksit, hem enzimatik olmayan hem de SOD enzimleri tarafindan katalize edilen,

O:""’nin dismuatasyonu (ters doniisiimii) ile in vivo olarak {iretilir. Bunun yani sira
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dogrudan, glikollat ve monoamin oksidazlar gibi bir dizi oksidaz enzimi ve ayrica yag
asitlerinin B-oksidasyonu icin peroksizomal yolla iiretilir. Bununla birlikte, kalp kas1
disinda, cogu dokudaki mitokondri, H2O:'yi ortadan kaldirmak ig¢in smirli bir
kapasiteye sahiptir, ¢iinkii bunlar in vitro ve in vivo olarak 6nemli miktarlarda H.O-
tiretmektedirler. Mitokondri, GSH-Px ve tioredoksin-bagim/i peroksidaz aktiviteleri
ile H20:'yi bir miktar ortadan kaldirabilmektedir (Halliwell ve ark., 2000).

2.3.4. Peroksil Radikali (ROO")

Peroksil radikalleri, yag asiti yan zincirlerine saldirarak hidrojen molekiiliini
ayiracak kadar reaktifdir. Metal iyonlari lipit hidroperoksitlerini ROO’ya ayristirarak
LPO’yu da hizlandirabilir. Peroksil radikali, hidrojen atomlarin1 yag asidi yan
zincirlerinden ¢ekerek LPO’nun zincir reaksiyonunu daha da ilerletebilir (Halliwell,
1989).

2.3.5. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali en yaygin sekilde olusan aktif oksijen tiirlerinden biridir
(Scheibmeir ve ark., 2005). Hemen hemen tiim bilesiklere elektronlar1 aktarabildigi
icin en fazla hasara neden olan serbest radikaldir. Hidroksil radikalinden meydana
gelen hasarin tiiri, iiretildigi sirada hangi yapilara yaki olduguna baghdir. Ornegin,
hiicre zari, esas olarak %28 lipitlerden, %55 proteinden, %14 kolesterol ve %3
karbonhidratlardan olusur. Hidroksil radikali hiicre zarinin yakininda tretildiginde,
hiicre zarmin lipit, protein veya kolesterol bilesenleriyle etkilesime girerek hiicre
zarmin bitiinligiinii bozar. Hidroksil radikali ¢ekirdegin iginde iiretilirse, DNA nin
yapisini degistirir ve genetik kodun uygun sekilde onarilmasini 6nler. DNA'nin oksijen
radikalleri tarafindan degistirilmesi, tiim hiicrenin tahrip olmasina neden olur (Kerr ve

ark., 1996).

Gegis metallerinin varliginda siiperoksit anyonu Haber-Weiss tepkimesi ile

molekiiler oksijen ve H202 olusur (Koppenol, 2001).

0 "+Fe? = Fe™” + 0O
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207 +2H*— 0O: +H0:

Haber-Weiss tepkimesi sonucu H-O:'den Fe*? katalizli Fenton reaksiyonu ile
OH" radikali olusur (Chen ve Schopfer, 1999).

H.O. + Fe? +H* — Fe?® + OH + H0

2.4. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, serbest radikal iiretimi ve antioksidan savunma sistemleri
arasindaki kritik denge bozuldugunda ortaya ¢ikan oksidatif hasar durumudur (Sies,
2015). Oksidatif stres belirli fizyolojik kosullarda faydalidir. Ornegin, uygun fiziksel
egzersiz ve iskemi sirasinda biyolojik savunma mekanizmalarini giiglendirebilir (Apel
ve Hirt, 2004; McCord, 2000). Bununla birlikte, faydalar1 bu 6zel durumlar ile
sinirlidir ve diger birgok durumda, yiiksek seviyelerde ROS ve oksidatif stres, nekrotik
ve/veya apoptotik mekanizmalar yoluyla hiicre 6liimiine dolayisiyla hiicre ve doku

hasarlarina neden olur (Lobo ve ark., 2010).

Oksidatif stres karmasik patolojik bir mekanizma olarak kabul edilmistir.
Ozellikle ¢esitli organ hasarlari ile hastaliklarin baslamasma ve ilerlemesine sebep
olur. Alkol, ilaglar, ¢evresel kirleticiler ve 1sinlar dahil birgok risk faktorii oksidatif
strese neden olabilir (Li ve ark., 2015).

Yogun egzersiz, akut yangi ve sepsis sebebi ile fagositik etkinligin artmasi ve
antioksidanlardan eksik beslenme sonucu oksidan/antioksidan savunma sistemleri
arasindaki dengenin bozulmasina neden olur. Oksidatif stres cesitli hastaliklarin
(kronik obstriiktif akciger hastaligi, ateroskleroz, kanser, kronik yangi gibi)
patogenezinde rol oynar (Lemineur ve ark., 2006; McCord, 2000).

Aktif oksijen tiirlerinin endojen ve ekzojen kaynaklardan siirekli akisi, birgok
hiicresel islevi degistirir. Oksidatif hasara en ¢ok maruz kalan biyolojik hedefler
arasinda enzimler, hiicre zarlar1 ve DNA yer alir (Kohen ve Nyska, 2002). Oksijen

radikalleri, proteinlerin hizli bozulmalarina neden olabilecek oksidatif
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mekanizmalarin 6nemli bir nedeni olarak gosterilmektedir (Reznick ve Packer, 1994).
Proteinler oksidatif olarak spesifik amino asidin oksidatif modifikasyonu, serbest
radikal aracili peptit boliinmesi ve LPO {riinleri ile reaksiyona bagl olarak protein
capraz bag olusumu ile ii¢ sekilde degisiklige ugrarlar. Oksidasyona triptofan, tirozin,
pirolin, metiyonin, sistein, arginin ve histidin gibi amino asitler olduk¢a duyarlidir
(Lobo ve ark., 2010; Mercuri ve ark., 2000). Serbest radikal kaynakli proteinlerde
meydana gelen degisiklikler, enzimlerin parcalanmasini arttirir. Protein iiriinlerine
oksidatif hasar, enzimlerin, reseptorlerin ve tasit proteinlerinin aktivitesini
etkileyebilir. Oksidatif olarak hasar gérmiis protein iiriinleri, hiicre zarina ve bircok
hiicresel fonksiyona zarar verebilecek cok reaktif gruplar igerebilir. Peroksil
radikalinin proteinlerin oksidasyonuna neden olan serbest radikal oldugu
diisiniilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri, proteinlere zarar verebilir ve metiyonin
stilfoksit ve protein karbonillerinin olusumu dahil olmak tizere karbonilleri ve diger
amino asit degisiklikleri ile metiyonin siilfoksit ve protein peroksit olusumunu i¢eren
diger amino asit degisikliklerine neden olabilir. Protein oksidasyonu, sinyal iletim
mekanizmasinin, enzim aktivitesinin, 1s1 stabilitesinin ve yaslanmaya neden olan

proteoliz duyarliliginin degismesine sebep olur (Lobo ve ark., 2010).

Lipitlerin peroksidasyonu, biyolojik membranlarin doymamis yag asitleriyle
reaksiyona girdiginde meydana gelir ve radikal zincir reaksiyonu ile ilerler. Oksidatif
olaylar, zarlarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinde degisikliklere neden olur, boylece
hiicre i¢i organellerin sigsmesi ve =zarlarin pargalanmasiyla akigkanlik ve
gecirgenliklerini degistirir. Hidroksil radikalinin ROS'u baslattigi, hidrojen atomunu
cikardigl ve boylece lipit radikalini iirettigi ve ayrica dien konjugatina doniistiiriildiigt
diisiiniilmektedir. Ayrica, oksijen ilavesiyle ROO" meydana gelir. Bu yiiksek oranda
reaktif radikal, lipit hidroperoksiti (LOOH) ve yeni bir radikal olusturan bagka bir yag
asidine saldirir. Boylece LPO yayilir. Lipit yiikseltgenme indirgenme durumunun
degisikligi, sinyal iletimi ve iyon degisimi gibi zarlarin spesifik 6zelliklerini de
etkileyebilir. Ayrica, lipit peroksitleri, iltihaplanma ve doku hasarindan sonra yeniden
yapilanma Onciileri olan fibroblastik hiicre aktivasyonunun oncii mediyatorleridir.

Lipit peroksidasyonundan dolay1, 6rnegin alkanlar, MDA ve izoprotanlar gibi bir¢cok
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bilesik olusur. Bu bilesikler LPO o6l¢limlerinde belirte¢ olarak kullanilmaktadir (Lobo
ve ark., 2010; Vendemiale ve ark., 1999).

DNA ve RNA oksidatif hasara kars1 duyarlidir. Ozellikle yaslanma ve kanserde
DNA'nin ana hedef oldugu diistiniilmektedir. Glikol, timidin glikol ve 8-hidroksi-2-
deoksiguanozin gibi oksidatif niikleotidlerin UV radyasyonu veya serbest radikal
hasar1 ile DNA'da olusan oksidatif hasar sirasinda arttiklart  goriilmistiir.
Mitokondriyal DNA'nin, kanser dahil bir¢ok hastalikta oksidatif hasara daha duyarh
oldugu bildirilmistir. 8-hidroksi-2-deoksiguanozinin oksidatif stres i¢in biyolojik
belirteg olarak kullanilabilecegi one siiriilmektedir (Kasai, 1997; Valavanidis ve ark.,
2009).

2.5. Antioksidan Enzimler/Sistemler

Antioksidanlar, viicudu serbest radikallerin neden oldugu kimyasal
reaksiyonlardan kaynaklanan hasara karsi koruyan fizyolojik maddelerdir (Lobo ve
ark., 2010). Bir antioksidan, oksitlenebilir, oksidasyonu geciktirebilir veya dnleyebilir.
Viicuttaki karbonhidratlar, yaglar, proteinler ve DNA oksitlenebilir. Antioksidanlar,
serbest radikalleri, onlarla birlesmesi muhtemel olan molekiillerden uzaklastiran
maddelerdir (Kerr ve ark., 1996; Lobo ve ark.,, 2010). Antioksidanlar serbest
radikallerin neden oldugu zincirleme reaksiyonu durdurarak, serbest oksijen
radikalleri ile reaksiyona girerek, olusumlarini Onleyerek Ve hiicre yapisinda
olusturduklar1 hasar1 onararak etki gosterirler. Halen klinik ¢alismalarda kullanilan
cesitli tiplerde antioksidanlar vardir: Viicutta dogal olarak meydana gelenler (alfa-
tokoferol, GSH veya SOD), demir bagimli serbest radikal baglayanlar (probucol) veya
diger klinik uygulamalarda kullanilan antioksidan Ozelliklere sahip farmakolojik

ajanlar (Kerr ve ark., 1996).

Gecis metal iyonlarinin varliginda H2Oo, siiperoksit ile hidroksil radikallerine
indirgenebilir. Stiperoksit ve H202, OH'den ¢ok daha az reaktifdir ve bu iki reaktifi
iireten bir hiicre, yiiksek derecede reaktif hidroksil radikallerinin olugsmasina neden
olabilir. Bilinen bir hidroksil radikal temizleyicisi olmadig1 i¢in, bu radikaller

sebebiyle olusan oksidatif hasar1 dnlemenin tek yolu, hidroksil radikali olusumuna yol
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acan reaksiyonlari kontrol etmektir. Bu nedenle, hiicrelerde siiperoksit, H2Oz ile Fe ve
Cu gibi gegis metallerinin yogunluklarini kontrol altina almak gerekir (Apel ve Hirt,
2004). Enzimatik antioksidan savunma sistemleri arasinda SOD, GSH-Px, GSH-R,
glutatyon transferaz, tiyoredoksin rediiktaz, CAT, hemoksijenaz, peroksiredoksin
(Prx) ve paraoksonaz 1 sayilabilir. Enzimatik olmayan antioksidanlar; askorbik asit (C
vitamini), a-tokoferol (E vitamini), GSH, karotenoidler, flavonoidler, transferrin,
albiimin, bilirubin ve iirik asit ile temsil edilir. Normal kosullar altinda, bu molekiiller,
hiicrelerde optimum etkinlik ve yogunluk gosterdiklerinde hiicre igi redoks dengesini
korurlar. Bu denge hiicrelerin hayatta kalmasi igin esastir (Sanchez-Valle ve ark.,
2012).

2.5.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Ik olarak 1969'da kesfedilen SOD, viicutta hiicresel sitoplazmada bulunan
bakir/¢cinko SOD (SOD1), mitokondride yerlesmis manganez MN-SOD (SOD?2) ve
hiicre yiizeyinde ve ekstraselliiler matrikste bulunan ekstraselliiler (EC)-SOD (SOD3)
olmak tizere ii¢ formda iiretilir. Her iic SOD formunun antioksidan ozellikleri,
dokunun iskemi periyodlar1 sirasinda iiretilen oksijen kaynakli serbest radikallerden
zarar gormesini Onler. SOD, siiperoksit radikalini, H2O2 haline doniistiiren bir
enzimdir (Jung, 2014; Kerr ve ark., 1996; Sanchez-Valle ve ark., 2012).

SOD
20, +2H" — H20: + O

2.5.2. Katalaz (CAT)

Katalaz demir igeren antioksidan bir enzim olup oncelikle peroksizomlarda
bulunur. ki H20, molekiilii arasindaki bir reaksiyonu katalize ederek H»O2’yi
detoksifiye eder. Reaksiyon su ve oksijen iiretimi ile sonuglanir (Sanchez-Valle ve
ark., 2012).

CAT
2H.02, —» 2H.0 + O2
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2.5.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, H20-'yi detoksifiye eden, bunun i¢in GSH’1 organik ve
lipit hidroperoksitlerini indirgeyici bir ajan olarak kullanan ve bu sekilde oksidatif
strese kars1 yardimci koruma saglayan antioksidan bir enzimdir. Glutatyon peroksidaz,
her biri aktif bolgesinde selenyum igeren dort protein alt biriminden olusur. Glutatyon
peroksidaz, H.0.'yi GSH’in oksidasyonu ile uzaklastirir. Ozellikle mitokondri,
endoplazmik retikulum veya sitozolik CuZn SOD kaynakli ortaya ¢ikan H20:’nin
bertarafinda GSH-Px etkilidir (Abuzari ve Fakheri, 2015).

GSH-Px
2GSH + H.0. —» GSSH + 2H-0

2.5.4. Glutatyon (GSH)

Nonenzimatik antioksidanlar kategorisinde bulunan GSH, hepatositler dahil
tiim hiicrelerde yiiksek miktarlarda bulunan bir tripeptittir. Sitozolde, iki asamali enerji
tilketen bir reaksiyon ile sistein ve glisinden sentezlenerek endoplazmik retikulum ve
mitokondri dahil olmak fiizere farkli organellere dagitilir. Glutatyon, proteinlerin
disiilfid baglarinin diizenlenmesinde, elektrofiller veya oksidanlarin yok edilmesinde
onemli rol oynar. Mitokondride GSH, esas olarak indirgenmis formda bulunur.
Mitokondriyal elektron tasima zincirinde iiretilen ROS'u detoksifiye eder, boylece
organelleri korur. Mitokondriyal GSH’1n tiikenmesi, mitokondriyal islevi tehlikeye
atabilir ve hiicreleri farkli oksidan kaynakli toksisite tiirlerine kars1 hassaslastirarak
hiicre 6liimiine yol acar. Bu nedenle, GSH'nin ana islevi, H2O> ile reaksiyona girmek
ve GSH-Px yoluyla glutatyon disiilfit (GSSG) olusturmaktir. Glutatyon ayrica diger
ROS ve RNS'leri de temizler, bakir ile selat olusturur ve proteinleri stlfidril
gruplarinin oksidasyonunu onler (Fernandez-Checa ve Kaplowitz, 2005; Sanchez-
Valle ve ark., 2012).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1. Hayvan Materyali

Arastirmada hayvan materyali olarak kullanilan fareler Burdur Mehmet Akif
Ersoy Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Deneysel Arastirma

Laboratuvari’ndan temin edildi ve deneysel uygulamalar ayni yerde gerceklestirildi.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Apigenin (Cayman 10010275),

Asetik asit (Merck 100056.2500),

Bakar siilfat (CuSO4) (Aldrich 451657),

Biitanol (B4800/17),

Dimetil siilfoksit (DMSO) (Tekkim 201790.01000),
Dipotasyum fosfat (KoHPO4) (Merck 1551128)
Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) (Merck 106580),
Ditiyobisnitrobenzoik asit (DTNB) (TCI D0944),
Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) (Sigma E5134),
Glutatyon rediiktaz (GSH-R) (Sigma G3664),

Hidrojen peroksit (H202) (Merck 107209),

Indirgenmis glutatyon (Cayman 10007461),

Isofluran (Adeka),

Metotreksat (Cayman 13960),

Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat rediiktaz (NADPH) (Cayman 9000743),
Piridin (Sigma-Aldrich 270970),

Potasyum sodyum tartarat (Merck 108087),

SOD kit (Elabscience Mouse SOD1, Soluble ELISA Kit E-EL-M2398),
Sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Merck 1613655),
Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck 106482),

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma L3771),

Sodyum kloriir (NaCl) (Merck 106400),
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Sodyum potasyum tartarat (Sigma-Aldrich S2377),
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) (Merck 104873),
Potasyum Kloriir (KCI) (Merck 1048170250)
t-Biitilhidroperoksit (Aldrich 458139),

Trikloroasetik asit (TCA) (Merck 100810),
Tiyobarbitiirik asit (TBA) (Sigma T5500),

Tris (Sigma T1503),

Yapistirict (Entellan-Merck 107961).

3.1.3. Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

Analitik terazi (Shimadzu AY-220),
ELISA okuyucu (ELx800, Biotek),
Hassas terazi (BX 4200H),
Homojenizator (IKA),

Isik mikroskobu (Olympus CX21),
Kamera (Olymus DP26),

Magnetik karistirict (IKA-RH Basic 2),
Mikrotom (Leica 2155 rotary),
Otoanalizor (GesanChem-200),
Ototeknikon (Leica ASP300S),

pH metre (Metrohm 704),

Sogutmali santrifiij (Eppendorf-5810R),
Su banyosu (Memmert WNB 14),
Vorteks (Yellowline TTS2).

3.2. Yontem

3.2.1. Etik

Arastirma, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Rektorliigii Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 19/07/2018 tarihli toplantisinda alinan 374 sayil

karar dogrultusunda gergeklestirildi.
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3.2.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deney Protokolii

Bu arastirmada kontrol, MTX, Apig ve Apig+tMTX nin birlikte verildigi olmak
tizere toplam 4 grup olusturuldu. Her bir grupta 12 adet olmak tizere toplam 48 adet
(vaklasik 25-30 g agirliginda 10-12 haftalik) CD-1 erkek fare kullanildi (Tablo 3.1).
Hayvanlar 12 saat 1gik/karanlik siklusu ayarlanabilir odalarda %55-65 nem ve 21-23
°C sicaklikta bakildi. Tim hayvanlara ad libitum pelet yem ve su verildi. Deneme
stiresi boyunca hayvanlara %24 ham protein, %6,19 ham seliiloz ve 3.100 kcal/kg

metabolik enerji igeren fare pelet yemi kullanildi.

Hayvanlara verilen MTX’1n dozu Abdel-Daim ve ark. (2017), Apig’in dozu
ise Hassan ve ark. (2017) yaptiklar1 arastirmalardan yararlanilarak belirlendi.
Metotreksat %0,9’luk NaCl’de, apig ise %0,1 DMSO’da ¢ozdiiriildii ve maddeler
hayvanlara periton i¢i (p.i) olarak uygulandi.

Tablo 3.1. Arastirma gruplara verilen maddeler ve verildigi giinler (n: 12).

Deney Gruplar1  Verilen maddeler- Verildigi giinler

Kontrol %0,1’lik DMSO p.i (2 ml/kg c.a./glin)-4 giin (4-7. giinler)

MTX 20 mg/kg/c.a/gin MTX tek doz p.i-4. giin (fizyolojik NaCl
icinde)

Apig 3 mg/kg/c.a/giin Apig p.i (% 0,1°lik DMSO)- 4 giin (4-7. giinler)

Apig+tMTX 3 mg/kg/c.a/giin Apig p.i-7 giin (1-7. giinler) + 20 mg/kg/c.a/giin

MTX p.i tek doz- 4.giin

3.2.3. Orneklerin Toplanmasi

Calisma 8. giinde sonlandirildi, hayvanlarin tamami %2-3 oraninda izofluran
(inhalasyon) ile anesteziye alinarak kalpten kan alma islemi gerceklestirildi ve
hayvanlar anestezi altindayken servikal dislokasyon yontemi ile Otenazi edildi.
Karaciger ve bobrek oOrnekleri alindi. Alinan kanlarin bir kismi antikoagulan

igcermeyen tiiplere, bir kismi da KsEDTA igeren tiiplere koyuldu. Antikoagulan
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icermeyen kanlar 4.000 devirde 10 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Serum
orneklerinde AST, ALT ve kreatinin degerleri; KsEDTA’l1 tiiplere alinan kan
orneklerinde ise Hemoglobin (Hb) degerleri bakildi. Biyokimyasal parametrelerin

Olclimii otoanalizérde gerceklestirildi.

3.2.4. Kan ve Doku Analizleri

3.2.4.1. Eritrositlerin Yikanmasi ve Hemolizatin Hazirlanmasi

K3EDTA igeren tiiplere alinan kan 6rnekleri 4 °C de 4.000 devirde 5 dakika
santrifiij edildi. Plazma kismi ayrilarak, -20 °C’de analiz yapilincaya kadar saklandi.
Geride kalan kismina, hacminin 3 kat1 kadar pH 7,4’e ayarlanan tuzlu fosfat tampon
cozeltisi eklenerek, 4.000 devirde 5 dakika santrifiij edildi ve tstte kalan kisim atildi.
Bu islem 3 kez tekrarlandi. Eritrosit kismina 1:1 hacimde tuzlu fosfat tampon ¢6zeltisi

eklenerek hemolizatlar -20 °C’de sakland.

3.2.4.2. Dokularin Homojenizasyonu ve Homojenatin Hazirlanmasi

Dokular oncelikli olarak %0,9’luk tuzlu su ile yikandi ve dokulardan 1 g
aliarak 1/5 oraninda hazirlanan tampon (140 mM KCIl, 10 mM NaHCOs, 3 mM
KH2PO4 ve 2 mM K2HPO4/L; 950 ml deiyonize suda ¢ozdiiriilerek 5 N NaOH ile pH’s1
7,2’ye ayarlandi ve 1.000 ml’ye tamamlandi) ile homojenizasyonu yapildi. Homojenat
daha sonra 15.000 devirde 45 dakika (4 °C) santrifiij edildi ve tist kisim ayrildi.

Ornekler analizleri yapilincaya kadar -20 °C’de saklandu.

Hemolizat ve doku homojenat 6rneklerinde CAT ve GSH-Px etkinligi, GSH
diizeyleri ile plazma ve doku homojenat 6rneklerinde SOD etkinligi ve MDA diizeyleri

sleiildii.

3.2.4.3. Siiperoksit Dismutaz 1 (SOD1) Analizi

Plazma ve doku homojenat 6rneklerindeki SOD etkinligi ticari kit (Elabscience
Mouse Superoxide Dismutase 1, Soluble ELISA Kit E-EL-M2398) kullanilarak
yapildi. Analiz kitte belirtilen prosediire goére yapildi. Bu amacla standart
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soliisyonlardan ve plazma/homojenat 6rneklerinden kuyucuklara 50 pl konuldu. Sonra
her bir kuyucuga 100 pl biotinlenmis antikor ¢ozeltisi ilave edildi ve mikropleytin
tizeri kapatilarak 37 °C’de 45 dakika bekletildi. Siire sonunda kuyucuklar bosaltild1 ve
kuyucuklar yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikandi. Ardindan her bir kuyucuga 100 ul
konjugat ¢ozeltisi ilave edildi ve mikropleytin {izeri kapatilarak 37 °C’de 30 dakika
bekletildi. Kuyucuklar tekrar bosaltilarak 5 kez yikama soliisyonu ile yikandi. Daha
sonra her bir kuyucuga 90 upl substrat g¢ozeltisi eklendi ve mikropleytin tizeri
kapatilarak 37 °C’de 15 dakika bekletildi. Ardindan kuyucuklara 50 pl stop ¢ozeltisi
konuldu ve 450 nm’de okundu. Siiperoksit dismutaz etkinligi igin standart
yogunluklar1 (0; 0,16; 0,31; 0,63; 1,25; 2,5; 5; 10 ng/ml) ve bu standartlar i¢in dlgiilen
absorbans degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi c¢izildi ve sonuglar hesaplandi.

Olgiilen SOD1 etkinligi plazma ve homojenat érneklerinde ng/ml olarak ifade edildi.

3.2.4.4. Katalaz (CAT) Analizi

Hemolizat ve homojenat 6rneklerinde CAT etkinligi Aebi (1984)’nin bildirdigi
yonteme gore yapildi. Bu yontemin prensibi, ortama eklenen H2O2 nin 6rneklerdeki
CAT tarafindan pargalanmasi esasina dayanir. Hemolizat veya homojenattan 50 pl
alind1 ve 200 pl distile su eklenerek 1:5 oraninda seyreltildi. Bu karistmdan 50 pl
aliarak 4950 pl fosfat tamponu eklenerek 1:100 oraninda ikinci seyreltme yapildi
(toplam seyreltme orani 1:500). Es zamanli olarak kor ve 6rnek i¢in 2 ml siipernatant
alind, kore 1 ml fosfat tampon ¢ozeltisi, 6rnege ise 1 ml H2O2-fosfat tamponu ¢ozeltisi
eklendi. Absorbanslar 240 nm’de kore karsi 0. ve 30. saniyelerde spektrofotometrede
okundu. Olgiilen CAT etkinligi hemolizat ve homojenat &rneklerinde sirasiyla k/gHb,
k/g-protein olarak ifade edildi.

3.2.4.5. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Analizi

Hemolizat ve homojenat orneklerinde GSH-Px etkinligi Paglia ve
Valentine’nin (1967) bildirdigi yonteme gore yapildi. Yontemin prensibi, kofaktor
olarak kullanilan NADPH varliginda GSH-Px tarafindan iiretilen okside GSH’n,
GSH-R tarafindan indirgenmesi esasina dayanir. Analizde kor ve 6rnek tiiplere 100 pl

Tris-EDTA (1 M Tris tamponu ve 5 uM EDTA ile hazirland1), 20 pl 0,1M indirgenmis
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GSH, 100 ul 2 pM NADPH ve 100 pl 10 U GSH-R ilave edildi. Ornek tiiplere 10 ul
hemolizat veya homojenat ile karistirildi ve 37 °C’de 10 dakika bekletildi. Reaksiyon
7 uM t-butilhidroperoksit eklenmesiyle baslatildi ve 340 nm’de 0. ile 2,5. dakikalarda
spektrofotometrede 6lciildii. Olgiillen GSH-Px etkinligi hemolizat ve homojenat
orneklerinde sirasiyla U/gHb ve U/g-protein olarak ifade edildi.

3.2.4.6. Glutatyon (GSH) Analizi

Hemolizat ve homojenat orneklerinde GSH diizeyleri Sedlak ve Lindsay’in
(1968) bildirdigi yonteme gore yapildi. Bu yontemin prensibi, bir tiyol bilesigi olan
GSH’mm DTNB ile reaksiyona girip disiilfit bagin1 kirarak 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit
(TNB) maddesini olusturmasi esasina dayanir. Analizde 700 pl %15°1ik TCA ve 700
pl 6rnek (kor i¢in distile su) alindi ve 2.500 devirde 5 dakika santrifiij edildi. Sonra
500 pl siipernatant alindi, 2 ml Tris-EDTA ve 100 ul 0,01 M DTNB eklendi ve 5
dakika oda sicakliginda bekletildi. 412 nm’de absorbans kore karsi spektrofotometrede
okundu. Olgiilen GSH diizeyi hemolizat ve homojenat &rneklerinde sirasiyla

umol/gHb ve pmol/g-protein olarak ifade edildi.
3.2.4.7. Malondialdehit Analizi

Plazma ve homojenat 6rneklerinde MDA diizeyleri 6l¢gtimii Ohkawa ve ark.
(1979)’nin bildirdigi yontem temel alinarak yapildi. Yontemin prensibi asidik ortamda
TBA ile LPO’nun son iirinii olan MDA’nin olusturdugu pembe renkli {iriiniin
spektrofotometrik olarak dl¢limii esasina dayanir. Analiz i¢in 100 pl %8,1 SDS iizerine
200 pl plazma/doku homojenat ilave edilerek karistirildi ve 10 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Kor igin distile su kullamldi. Uzerine 750 pl %20’lik asetik asit (pH: 3,5)
ve 750 ul %0,6 TBA eklendi. Kaynar su banyosunda 60 dakika bekletildikten sonra
oda sicakliginda sogumaya birakildi. Sonra 2,5 ml butanol:piridin (15:1) karigimi
eklendi. Organik (pembe) tabaka ayrildi ve 532 nm’de kore karsi absorbans
spektrofotometrede okundu. Olgiilen MDA diizeyleri plazma ve homojenizat

orneklerinde sirasiyla nmol/ml ve nmol/mg-protein olarak ifade edildi.
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3.2.4.8. Dokularda Total Protein

Dokulardaki total protein yogunlugu Gornal ve ark. (1949) bildirdigi Biiiret
metoduna gore yapildi. Yontemin prensibi Biiiret ayracinda bulunan Cu*? nin
proteinlerin yapisindaki azot atomlar1 ile mavi renkli kompleks olusturmasi ve bu
kompleksin 540 nm’de absorbansinin Olgiilmesine dayanmaktadir. Analizde 1 ml
homojenat iizerine (kor i¢cin 1 ml su iizerine) 4 ml Biiiret ayiract (Na-K
tartarat+CuSO4) karistirilarak oda sicakliginda 30 dakika bekletildi ve absorbans 540
nm’de spektrofotometrede okundu. Dokulardaki total protein miktar1 mg/ml olarak

ifade edildi.
3.2.4.9. Histopatoloji Yontemi

Nekropsi sirasinda alinan doku oOrnekleri %10’luk tamponlu formaldehid
sollisyonu i¢inde tespit edildi. Doku 6rnekleri 2 giinliik formaldehid tespiti ardindan
Leica ASP300S model ototeknikon kullanilarak rutin takip prosediiriinden gegirilerek
parafine gomiildi. Bloklardan 4-5 saat sogutulmanin ardindan Leica 2155 rotary
mikrotom ile 5 um kalinliginda kesilen doku 6rnekleri lama g¢ekildi ve ardindan
Hematoksilen-Eozin ile boyandiktan sonra izerleri lamel ile kapatildi ve 1s1k

mikroskobunda incelendi.
3.2.5 istatistiksel Hesaplamalar

Calismadan elde edilen veriler SPSS 22 programu ile degerlendirildi. Sonuglar
aritmetik ortalama + standart hata (SE) ile ifade edildi. Elde edilen verilerin dncelikli
olarak Kolmogorov-Smirnov testi ile parametrik-nonparametrik olup olmadiklari
analiz edildi. Veriler normal dagilim gosterdigi icin Istatistiksel yontem olarak One-
Way ANOVA testi uygulandi ve gruplar arasindaki olasi farkliliklar Duncan testi ile
belirlendi. p<0,05 altindaki degerler anlamli kabul edildi (Ozdamar, 2003).
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Parametreler

Metotreksat verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum AST, ALT
ve kreatinin degerlerinde 6nemli diizeyde artis (p<0,05) tespit edildi. MTX+Apig’in
birlikte verildigi grupta ise, MTX tek basina verildiginde artan AST, ALT ve kreatinin
degerlerinde 6nemli diizeyde diisiis (p<0,05) oldugu belirlendi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Arastirma gruplarinin serum AST, ALT ve kreatinin diizeyleri.

Parametreler Gruplar

Kontrol MTX Apig MTX+Apig
AST 98,86+6,792 417,58+23,33° 120,23+5,71*  193,53+13,31°
ALT 33,50+3,65%  176,50+14,29° 44,50+4,028  77,17+4,52°
Kreatinin 0,57+0,032 1,89+0,06° 0,70+0,032 1,05+0,05"

Degerler aritmetik ortalama + standart hatayi ifade eder.
a, b, c. Ayni satirda farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak onemlidir (p<0,05).
ALT: mg/dl AST:U/L Kreatinin: mg/dl

4.2. Antioksidan-Oksidatif Stres Parametreleri

Tablo 4.2. Arastirma gruplarinin kan SOD1, CAT ve GSH-Px enzim etkinlikleri ile
GSH ve MDA diizeyleri.

Parametreler Gruplar

Kontrol MTX Apig MTX+Apig
SOoD1 2,01+0,02¢ 0,32+0,02? 1,84+0,02¢ 1,30+0,03°
CAT 4,72+0,10° 1,510,032 4,60+0,12° 3,00+0,04°
GSH-Px 7,26+0,33°¢ 2,07+0,172 7,30+0,11°¢ 3,96+0,10P
GSH 9,70+0,14° 3,500,252 8,79+0,50° 7,3140,22°
MDA 2,69+0,222 8,47+0,47° 3,25+0,06? 5,1940,12°

Degerler aritmetik ortalama =+ standart hatay1 ifade eder.

a, b, ¢, d. Ayni satirda farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
SOD1: Siiperoksit Dismutaz 1 (ng/ml) CAT: Katalaz (k/gHb) GSH: Glutatyon (umol/gHb)
GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz (U/gHb) MDA: Malondialdehit (nmol/ml)
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Metotreksat verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda kan, karaciger ve
bobrek doku 6rneklerinde MDA diizeyinde 6nemli bir artig (p<0,05); SOD1, CAT ve
GSH-Px enzimlerinin etkinligi ile GSH diizeyinde ise dnemli bir diisiis (p<0,05) tespit
edildi. Apig+MTX’in birlikte verildigi grupta ise, MTX tek basina verildiginde artan
MDA diizeyinde 6nemli bir diisiis (p<0,05); SOD1, CAT ve GSH-Px enzimlerinin
etkinligi ile GSH diizeyinde ise 6nemli bir artis (p<0,05) belirlendi (Tablo 4.2-4.4).

Tablo 4.3. Arastirma gruplarinin karaciger SOD1, CAT ve GSH-Px enzim etkinlikleri
ile GSH ve MDA diizeyleri.

Parametreler Gruplar

Kontrol MTX Apig MTX+Apig
sSoD1 7,2040,09¢  2,70+0,09° 6,53+0,12° 4,71+0,13P
CAT 68,70+1,50°  26,98+0,842 65,24+1,22°  47,13+1,25°
GSH-Px 46,51+1,42°  18,39+0,56 46,56+0,53°  34,88+1,25°
GSH 96,30+9,15¢  37,92+1,47°  133,79+2,76°  74,59+3,24°
MDA 1,52+0,152 8,48+0,48° 1,62+0,132 4,97+0,30P

Degerler aritmetik ortalama + standart hatay1 ifade eder.

a, b, ¢, d. Aymi satirda farkli harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak onemlidir (p<0,05).
SOD1: ng/ml CAT: k/g-protein GSH: umol/g-protein

GSH-Px: U/g-protein MDA: nmol/mg-protein

Tablo 4.4. Aragtirma gruplarinin bobrek SOD1, CAT ve GSH-Px enzim etkinlikleri
ile GSH ve MDA diizeyleri.

Parametreler Gruplar

Kontrol MTX Apig MTX+Apig
soD1 3,9240,024 1,28+0,043 3,71+0,05° 2,59+0,04P
CAT 18,66+0,45° 8,23+0,378  18,49+0,48° 12,55+0,40°
GSH-Px 18,39+0,35¢ 8,14+0,39°  19,97+0,35¢ 15,62+0,29°
GSH 26,04+1,15° 12,27+0,478  23,90+2,42° 18,55+1,07°
MDA 8,80+0,242 20,23+0,58°  10,16+0,30*  13,38+0,76°

Degerler aritmetik ortalama + standart hatay: ifade eder.

a, b, ¢, d.Ayni satirda farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
GSH: pumol/g-protein

SOD1: ng/ml

GSH-Px: U/g-protein

CAT: k/g-protein
MDA: nmol/mg-protein
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4.3. Histopatolojik Bulgular

Calismada Apig ve kontrol gruplarinda karaciger dokusunda herhangi bir
patolojik bulguya rastlanmadig1 ve dokularin normal goriiniimde oldugu tespit edildi.
Metotreksat grubunda karacigerlerde hiperemi, yer yer kanama ve bazi hepatositlerde
yaglanma (lipidozis) gozlendi. ApigtMTX grubunda mikroskobik olarak

karacigerlerin normal goriinlimde oldugu saptandi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Arastirma gruplarinin karaciger dokularina ait histopatolojik goriintimler.

(A) Kontrol grubundaki normal bir karacigerin goériniimii, (B) MTX grubunda lipidozis
(oklar) ve kanama (ok baslar1), (C) Apig grubunda normal karaciger histolojisi, (D)
ApigtMTX grubunda mikroskobik olarak normal goriinimde karaciger yapisi, HE,
Barlar=50um.
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Calismada Apig ve kontrol gruplarinda bobreklerin normal histopatolojik
goriinlime sahip oldugu gozlendi. Metotreksat grubunda siddetli hiperemi, yer yer
kanama ve glomeruluslarda sklerozis dikkati ¢ekti. ApigtMTX grubunda, MTX’in

yalniz verildigi grupta gézlenen bulgularin 6nemli 6l¢iide azaldig goriildii (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Arastirma gruplarinin bobrek dokularina ait histopatolojik goriiniimler.

(A) Kontrol grubunda normal goriiniimde bobrek histolojisi, (B) MTX grubunda kanama
(siyah ok) ve glomeruluslarda sklerozis (beyaz oklar), (C) Apig grubunda normal histolojik
goriiniim, (D) MTX+Apig grubunda mikroskobik olarak normal goriiniimde bobrek yapisi,
HE, Barlar=50pm.
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5. TARTISMA

Metotreksat cesitli kanser tiirleri ile yangisal hastaliklarin sagaltiminda uzun
yillardir kullanilan folat antagonisti bir ilactir. Ilacin karaciger, bobrek,
gastrointestinal ve sinir sistemi lizerinde ¢esitli toksik etkileri vardir. Metotreksatin
toksik etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamakla beraber, ¢esitli
mekanizmalarin  rol oynadigi diisiiniilmektedir (Ali ve ark., 2014b). Bu
mekanizmalardan biri, MTXGIu formunun hiicrelerde birikerek, folat diizeylerini
diisiirmesidir. Diger bir mekanizma da, MTX’in viicutta serbest radikal tiirlerinin
olusumunu indiiklemesidir. Fazla miktarda olusan ROS karaciger, bobrek, ileum gibi

organlarda LPO’ya yol agmaktadir (Ali ve ark., 2014b; Cetinkaya ve ark., 2006).

Son yillarda ¢esitli dogal antioksidan maddelerin, etkinlikleri klinik olarak
kanitlandigindan, destekleyci tedavi ajanlari olarak kullanimlari yayginlagmistir. Bu
dogal antioksidan maddelerin 6nemli bir kismini flavonoidler olusturmaktadir. Bu
bilesikler, toksisitelerinin ¢ok diisiikk olmas1 ve kolay elde edilebilir olmalarindan
dolay1, arastirmacilarin ilgi odagi olmustur. Apigenin ¢esitli sebze ve meyvelerde
bulunan flavonoidlerin alt sinifi olan flavonlarin bir {iyesidir. Apigeninin antioksidan,
yang1 ve kanser onleyici etkileri ¢esitli aragtirmalarla ortaya konulmustur (Anusha ve
ark., 2017; Hassan ve ark., 2017; He ve ark., 2016; Jeyabal ve ark., 2005; Li ve ark.,
2017; Panda ve Kar, 2007; Singh ve ark., 2004;).

Oksidatif stres antioksidan enzim sistemlerinin etkinliginin azalmasi ve fazla
miktarda ROS {iretilmesi sonucu meydana gelir. Siiperoksit dismutaz enzim sistemi,
stiperoksit anyonunun H-O: ve molekiiler oksijene ayrismasini katalize eder ve ilk
savunma hattin1 olusturan en énemli antioksidan enzimlerdir. Bu enzimler 3 gruba
ayrilir: CuZn-SOD (SOD1) sitoplazmada, Mn-SOD (SOD2) mitokondride, EC-SOD
(SOD3) hiicre yiizeyinde ve ekstraselliiler matrikste bulunur (Jung, 2014). Katalaz ve
GSH-Px H:0: de dahil hidroperoksitlerin molekiiler oksijen ve suya doniigmesinden
sorumlu enzimlerdir. Katalaz enzimi eritrositlerde, karacigerde ve bobreklerde yiliksek
diizeyde etkinlige sahiptir (Deisseroth ve Dounce, 1970). Bu antioksidan enzimler
serbest oksijen radikallerine kars1 hiicreyi oksidatif hasardan koruma islevini yerine

getirmede birlikte gorev yaparlar (Jung, 2014).
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Bu ¢alismada MTX ile indiiklenen oksidatif hasara karst Apig’in koruyucu
etkinliginin arastirilmasi amaglanmigtir. Farelere tek doz 20 mg/kg c.a verilen MTX’in
oksidan/antioksidan dengeyi 6nemli dlgiide degistirdigi belirlenmistir. Calismamizda
kan, karaciger ve bobrek dokularinda MTX verilen grupta, kontrol grubuna gére SOD1
ve CAT enzimlerinin etkinligi 6nemli diizeyde distiigii (p<0,05) tespit edilmistir.
Coleshowers ve ark. (2010) Wistar siganlara 6 hafta siireyle, haftada bir 13,4 mg/kg
dozunda agizdan MTX uyguladiklar1 ¢alismada, MTX gruplarinda 2., 3., 4., 5. ve 6.
haftalarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda karaciger dokularinda SOD
etkinliginde anlamli bir azalma (p<0,05) oldugunu belirtmislerdir. Metotreksatin
indiikleyici olarak kullanildigi oksidatif strese karsi farkli antioksidan maddelerin
kullanildig1 arastirmalar bulunmaktadir (Abdel-Daim ve ark., 2017; Abo-Haded ve
ark., 2017; Akbulut ve ark., 2014; Ali ve ark., 2014b; Cetinkaya ve ark., 2006;
Dalaklioglu ve ark., 2013; Moghadam ve ark., 2015; Vardi ve ark., 2012). Cetinkaya
ve ark. (2006) siganlarda MTX ile indiiklenen karaciger hasarina karsi N-asetil
sisteinin koruyucu etkinligini aragtirdiklar1 ¢alismada, MTX (20 mg/kg c.a p.i) verilen
grupta, kontrol grubuna gore SOD ve CAT etkinliklerinde anlamli diizeyde azalma
(p<0,05) oldugunu tespit etmislerdir. Vardi ve ark. (2012) sicanlarda MTX ile (20
mg/kg c.a p.i) indiikledikleri hasara karsi klorojenik asitin koruyucu etkinligini
arastirdiklar1 ¢alismada, MTX verilen grupta serebellar Purkinje hiicrelerinde, kontrol
grubuna gore SOD ve CAT etkinliklerinde 6nemli bir diisiis (p=0,009) oldugunu
bildirmislerdir. Ali ve ark. (2014b) sicanlarda MTX ile indiiklenen karaciger
toksisitesi tizerine krisinin koruyucu etkinligini arastirdiklar1 ¢alismada, MTX verilen
grupta kontrol grubuna gore, karaciger dokusunda SOD ve CAT etkinliginde 6nemli
diizeyde azalma (p<0,001) oldugunu belirtmislerdir. Akbulut ve ark. (2014) MTX ile
indiiklenen karaciger toksisitesi lizerine amifostin, askorbik asit ve N-asetil sisteinin
koruyucu etkinligini arastirdiklar1 ¢alismada, MTX verilen grupta kontrol grubuna
gore, SOD etkinliginde 6nemli (p<0,05), CAT etkinliginde ise anlamli olmayan
(p>0,05) bir azalma goriildigiinii bildirmislerdir. Moghadam ve ark. (2015) siganlarda
tek doz 20 mg/kg c.a p.i MTX uyguladiklari ¢alismada, karaciger dokularinda SOD ve
CAT etkinliklerinde kontrole gore 6nemli diizeyde azalma (p<0,05) oldugunu tespit
etmiglerdir. Abdel-Daim ve ark. (2017) biyolojik olarak aktif bir flavonoid olan

diosminin, farelerde MTX kaynakli karaciger, bobrek ve kalp hasarlarina karsi
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etkilerini arastirmak icin yaptiklari calismada, MTX verilen grupta dokularda kontrol
grubuna gore SOD ve CAT etkinliklerinde 6nemli bir diisiis (p<<0,01) oldugunu
belirtmislerdir. Abo-Haded ve ark. (2017) MTX ile indiiklenen karaciger toksisitesine
kars1 sitagliptinin koruyucu etkinligini arastirmis ve MTX verilen grupta kontrol
grubuna gore, karaciger doku 6rneklerinde SOD etkinliginde anlamli diizeyde azalma
(p<0,001) oldugunu bildirmislerdir. Diger taraftan Dalaklioglu ve ark. (2013) MTX
ile indiiklenen hepatotoksisiteye karsi resveratroliin etkilerini arastirdiklar ¢alismada,
MTX verilen grupta kontrol grubuna gére CAT diizeyinde artis (p<0,05) goriildigiinii
bildirmislerdir. Daha Once yapilan c¢alismalarin sonuglari, Dalaklioglu ve ark.
(2013)’'nin  ¢aligmas1 disinda, bizim c¢alismamizla uyumluluk gostermektedir.
Calismamizda, Apig+tMTX 1 birlikte verildigi grupta, MTX’in tek basina verildigi
grupta azalan SOD1 ve CAT etkinliklerinin 6nemli diizeyde arttigi (p<0,05)
belirlenmistir. Farkli ajanlarla indiiklenen oksidatif hasara karst Apig’in koruyucu
olarak kullanildig1 ¢alismalar bulunmaktadir (Anusha ve ark., 2017; Hassan ve ark.,
2017; Jeyabal ve ark., 2005; Jung, 2014; Panda ve Kar, 2007; Raskovic ve ark., 2017;
Singh ve ark., 2004; Wang ve ark., 2014). Deneysel olarak NDEA+fenobarbital ile
karaciger kanseri olusturulan siganlarda Singh ve ark. (2004) bobrek ve karaciger
dokularinda; Jeyabal ve ark. (2005) kan ve karaciger dokularinda Apig’in (25 mg/kg
c.ap.i) koruyucu etkinligini arastirmiglardir. Calismalarda dokularda Apig+kanserojen
ajanlarin verildigi grupta, sadece kanserojen ajanlarin verildigi gruba gére SOD ve
CAT etkinliginde anlaml bir artis (p<0,05) oldugu bildirilmistir. Ayrica aragtirmacilar
Apig’in tek basina verildigi grupta SOD ve CAT etkinliklerinin kontrol grubuna yakin
oldugunu da saptamiglardir. Panda ve Kar (2007) deneysel olarak alloksan ile diyabet
olusturulan farelerde Apig’in (0,78 mg/kg deri alt1)) koruyucu etkinligini
arastirmiglardir. Calismada farelerde karaciger dokularinda Apig+alloksanin birlikte
verildigi grupta, alloksanin tek basina verildigi gruba gére SOD ve CAT etkinliginde
anlamli bir artis (sirasiyla p<0,001 ve p<0,01) oldugu belirtilmistir. Osteoblastik
MC3T-EI hiicre kiiltiirlerinde H20: ile indiiklenen hasara kars1 Apig’in (0,01-100 uM)
koruyucu olarak kullanildigi arastirmada, Apig+H:0:’nin birlikte verildigi grupta,
H20:2’nin tek basina verildigi gruba gore SOD1, SOD2 ve SOD3 ekspresyonunda
onemli diizeyde artis (p<0,05) oldugu saptanmustir (Jung, 2014). Wang ve ark. (2014)
farelerde furan ile indiiklenen hasara karst Apig’in (5, 10 ve 20 mg/kg c.a gavajla)
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koruyucu olarak kullanildig1 arastirmada, Apig+furan’in birlikte verildigi grupta,
furanin tek basina verildigi grupta azalan SOD etkinliginde verilen Apig’in dozuna
gore onemli artiglarin (p<0,05) oldugunu belirtmislerdir. Anusha ve ark. (2017)
siganlarda rotenonla olusturduklari néroinflamasyona kars1 Apig’in (10 ve 20 mg/kg
c.a p.i) koruyucu etkinligini aragtirmislar ve Apig+rotenonun birlikte verildigi grupta,
rotenonun yalniz verildigi grupta azalan SOD ve CAT etkinliklerinde dnemli bir artig
(p<0,05) oldugunu bildirmislerdir. Hassan ve ark. (2017) farelerde sisplatin ile
indiiklenen nefrotoksisiteye karst Apig’in (3 mg/kg c.a p.i) koruyucu olarak
kullanildig1 ¢alismalarinda, Apig+sisplatinin birlikte verildigi grupta, sisplatinin tek
basina verildigi grupta azalan CAT etkinliginde 6nemli diizeyde artis (p<0,05)
oldugunu tespit etmislerdir. Raskovic ve ark. (2017) sicanlarda parasetamol ile
indiiklenen hepatotoksisite tizerine Apig’in (10 mg/kg agizdan) etkisini inceledikleri
calismalarinda, Apig+parasetamol verilen grupta, sadece parasetamol verilen gruba
gore CAT etkinliginde onemli bir artis (p<0,05) oldugunu belirtmislerdir. Bu

calismalarin sonuglari, bizim ¢alismamizla uyumluluk gostermektedir.

GSH hiicresel antioksidan olarak gorev yapan diisiikk molekiil agirlikli bir
tripeptittir. GSH singlet oksijen, peroksi radikaller gibi serbest radikaller ile
reaksiyona girerek GSSG ve diger disiilfitlere dontistiiriiliir. Glutatyon-bagimli GSH-
Px ve glutatyon S transferaz gibi az sayida antioksidan enzim vardir. Oksidatif stres,
muhtemelen GSH igerigindeki tiikkenmeden dolayr MTX kaynakli organ hasarlarinin
patogenezinde biiyiik rol oynar (Ali ve ark., 2014b). Bu ¢alismada kan, karaciger ve
bobrek dokularinda GSH degerlerinin MTX verilen grupta, kontrol grubuna goére
onemli diizeyde diistiigii (p<<0,05) tespit edilmistir. Coleshowers ve ark. (2010) Wistar
sicanlara 6 hafta siireyle, haftada bir 13,4 mg/kg dozunda agizdan MTX uyguladiklar
calisgmada, MTX gruplarinda 2., 3., 4., 5. ve 6. haftalarda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda karaciger dokularinda GSH diizeyinde anlamli azalma (p<0,05)
oldugunu belirtmislerdir. Cetinkaya ve ark. (2006) siganlarda MTX ile indiiklenen
karaciger hasarina karsi N-asetil sisteinin koruyucu etkinligini arastirdiklari ¢aligmada,
MTX (20 mg/kg c.a p.i) verilen grupta kontrol grubuna goére GSH diizeylerinde
anlamli bir azalma (p<0,05) oldugunu tespit etmislerdir. Vardi ve ark. (2012)
siganlarda MTX ile (20 mg/kg c.a p.i) indiikledikleri hasara kars1 klorojenik asitin
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koruyucu etkinligini arastirdiklar1 calismada, MTX verilen grupta serebellar Purkinje
hiicrelerinde kontrol grubuna goére GSH diizeyinde 6nemli bir disis (p=0,02)
oldugunu bildirmislerdir. Ali ve ark. (2014b), sicanlarda MTX ile indiiklenen
karaciger toksisitesi lizerine krisinin koruyucu etkinligini arastirdiklar1 ¢alismada,
MTX verilen grupta kontrol grubuna gore, karaciger dokusunda GSH diizeyinde
onemli bir azalma (p<0,001) oldugunu tespit etmislerdir. Akbulut ve ark. (2014) MTX
ile indiiklenen karaciger toksisitesinde, MTX verilen grupta kontrol grubuna gore,
GSH diizeyinde 6nemli bir azalma oldugunu bildirmislerdir. Abdel-Daim ve ark.
(2017), farelerde MTX kaynakli karaciger, bobrek ve kalp hasarlarina kars1 diosminin
iyilestirici etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, MTX verilen grupta dokularda kontrol
grubuna gore GSH diizeylerinde 6nemli bir diisiis (p<0,01) oldugunu belirtmiglerdir.
Abo-Haded ve ark. (2017) MTX ile indiikklenen karaciger toksisitesine karsi
sitagliptinin koruyucu etkinligini arastirdiklar1 ¢alismada, MTX verilen grupta kontrol
grubuna gore, karaciger doku orneklerinde GSH diizeyinde anlamli bir azalma
(p<0,001) oldugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizin bulgular1 daha 6nce yapilan
arastirmalarla uyumluluk gostermektedir. Calismamizda, ApigtMTX’in birlikte
verildigi grupta, MTX’in tek basina verildigi grupta azalan GSH degerlerinin 6nemli
diizeyde arttig1 (p<0,05) tespit edilmistir. Deneysel olarak NDEA-+fenobarbital ile
karaciger kanseri olusturulan siganlarda Singh ve ark. (2004) bobrek ve karaciger
dokularinda; Jeyabal ve ark. (2005) kan ve karaciger dokularinda Apig’in (25 mg/kg
c.ap.i) koruyucu etkinligini aragtirmiglardir. Caligmalarda dokularda Apig+kanserojen
ajanlarin verildigi grupta, sadece kanserojen ajanlarin verildigi gruba gore GSH
diizeylerinde anlamli bir artis (p<0,05) oldugu bildirilmistir. Panda ve Kar (2007)
deneysel olarak alloksan ile diyabet olusturulan farelerde Apig’in (0,78 mg/kg deri
alt1) koruyucu etkinligini arastirdiklart  ¢alismada karaciger dokularinda
Apigtalloksanin birlikte verildigi grupta, alloksanin tek basina verildigi gruba gore
GSH diizeylerinde anlamli bir artis (p<0,001) oldugu belirtilmistir. Ayrica Apig
verilen grupta, kontrole gore GSH diizeylerinin 2 kat artig1 tespit edilmistir. Anusha
ve ark. (2017) siganlarda rotenonla olusturduklar1 néroinflamasyona karsi Apig’in (10
ve 20 mg/kg c.a p.i) koruyucu etkinligini arastirmis ve Apig+rotenonun birlikte
verildigi grupta, rotenonun yalniz verildigi grupta azalan GSH diizeyinde énemli bir

artis (p<0,05) oldugunu tespit etmislerdir. Hassan ve ark. (2017) farelerde sisplatin ile
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indiiklenen nefrotoksisiteye karsi Apig’in (3 mg/kg c.a p.i) koruyucu etkinligini
arastirdiklar ¢alismalarinda, Apig+sisplatinin birlikte verildigi grupta, sisplatinin tek
basina verildigi grupta azalan GSH diizeyinde 6nemli bir artis (p<<0,05) oldugunu
belirtmislerdir. Li ve ark. (2017) LPS ile indiikledikleri miyokardiyal hasara karsi
Apig’in (50 mg/kg c.a p.i) iyilestirici etkinligini arastirdiklar1 ¢aligmada, farelerde
Apig+LPS verilen grupta, LPS’nin yalniz verildigi gruba gére GSH diizeyinde anlaml
bir artis (p<0,05) goriildigiinii bildirmislerdir. Wang ve ark. (2014) farelerde furan
ile indiiklenen hasara kars1 Apig’in (5, 10 ve 20 mg/kg c.a gavajla) koruyucu olarak
kullanildig1 arastirmada, Apig+furan birlikte verildigi grupta, furanin tek basina
verildigi grupta azalan GSH diizeyinde 6nemli bir artis oldugunu tespit etmislerdir.
Wang ve ark. (2017) farelerde alkol (Erguotu sarabi) kaynakli karaciger hasarina karsi
Apig’in (150-300 mg/kg c.a agizdan) etkisini arastirdiklar ¢alismada, Apig+alkoliin
birlikte verildigi grupta alkoliin tek basina verildigi grupta azalan GSH diizeyinde
onemli bir artis (p<0,05) oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismalarin sonuglari, bizim

calismamizin sonuglari ile uyumludur.

GSH-Px, GSH yardimiyla serbest H.O. suya ve GSSG’ye donistiiriilerek
dokuyu oksidatif strese bagli hasardan korur. Olusan GSSG, GSH-R yardimi ile
GSH'ye donitsttralir (Ali ve ark., 2014b ). Bu ¢alismada kan, karaciger ve bobrek
dokularinda GSH-Px diizeyinin MTX verilen grupta, kontrol grubuna gore onemli
diizeyde distiigii (p<0,05) tespit edilmistir. Ali ve ark. (2014b) siganlarda MTX ile
indiiklenen karaciger toksisitesi {izerine krisinin koruyucu etkinligini arastirdiklar
calismada, MTX verilen grupta kontrol grubuna gore, karaciger dokusunda GSH-Px
etkinliginde 6nemli diizeyde diisiis (p<0,001) oldugunu bildirmislerdir. Moghadam ve
ark. (2015) siganlarda tek doz 20 mg/kg c.a p.i MTX uyguladiklar1 g¢alismada,
karaciger dokularinda GSH-Px etkinliginin kontrole gore 6nemli diizeyde azaldigini
(p<0,05) tespit etmislerdir. Abdel-Daim ve ark. (2017) farelerde MTX kaynakli
karaciger, bobrek ve kalp hasarlarina karsi diosminin etkilerini arastirmak ig¢in
yaptiklar1 ¢alismada, MTX verilen grupta dokularda kontrol grubuna gére GSH-Px
etkinliklerinde 6nemli bir diisiis (p<0,01) oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismalarin
sonuglari, bizim ¢alismamizla uyum gostermektedir. Calismamizda, ApigtMTX’in

birlikte verildigi grupta, MTX’in tek basina verildigi grupta azalan GSH-Px
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etkinliginde 6nemli bir artis (p<0,05) oldugu tespit edilmistir. Deneysel olarak
NDEA-+fenobarbital ile karaciger kanseri olusturulan si¢anlarda Singh ve ark. (2004)
bobrek ve karaciger dokularinda; Jeyabal ve ark. (2005) kan ve karaciger dokularinda
Apig’in (25 mg/kg c.a p.i) koruyucu etkinligini arastirmislardir. Calismalarda
dokularda Apig+kanserojen ajanlarin verildigi grupta, sadece kanserojen ajanlarin
verildigi gruba gore GSH-Px etkinliginde anlamli bir artis (p<0,05) oldugu
bildirilmistir. Osteoblastik MC3T-EI hiicre kiiltiirlerinde H2O- ile indiiklenen hasara
kars1 Apig’in (0,01-100 uM) koruyucu olarak kullanildig: arastirmada, Apig+H.0-’in
birlikte wverildigi grupta, H20.’in tek basma verildigi gruba goére GSH-PX
ekspresyonunda 6nemli diizeyde artis (p<<0,05) oldugu saptanmistir (Jung, 2014). He
ve ark. (2016) sisplatinle indiikledikleri bobrek hasarina kars1 Apig’in (5, 10, 20 mg/kg
c.a p.i) koruyucu etkinligini arastirdiklari galismada, Apigtsisplatinin birlikte verildigi
gruplarda, sisplatinin tek basina verildigi gruba gore GSH-Px etkinliginde 6nemli
diizeyde artis (5 ve 10 mg/kg p<0,01, 20 mg/kg p<0,001) oldugunu tespit etmislerdir.
Anusha ve ark. (2017) sicanlarda rotenonla olusturduklart ndéroinflamasyona karsi
Apig’in (10 ve 20 mg/kg c.a p.i) koruyucu etkinligini arastirmislardir.
Rotenon+Apig’in birlikte verildigi grupta, rotenonun yalniz verildigi grupta azalan
GSH-Px etkinliginde 6nemli bir artis (p<0,05) oldugunu bildirmislerdir. Raskovic ve
ark. (2017) sicanlarda parasetamol ile indiiklenen hepatotoksisite lizerine Apig’in
(10 mg/kg agizdan) etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda, Apig+parasetamol verilen
grupta, sadece parasetamol verilen gruba gére GSH-PX etkinliginde 6nemli bir artig
(p<0,05) oldugunu ifade etmislerdir. Wang ve ark. (2017) farelerde alkol (Erguotu
sarabi) kaynakli karaciger hasarina kars1 Apig’in (150-300 mg/kg c.a agizdan) etkisini
aragtirdiklar1 ¢aligmada, Apig+alkoliin birlikte verildigi grupta alkoliin tek basina
verildigi grupta azalan GSH-Px etkinliginde 6nemli bir artis (p<0,05) oldugunu

belirtmislerdir. Bu ¢alismalarin sonuglari, bizim ¢alismamizla uyum gostermektedir.

Lipit peroksidasyon, serbest radikallerin neden oldugu doku hasarinin ana
mekanizmalarindan biri olarak kabul edilir. Hiicre zar1 hasariin bir gostergesi olarak
kullanilan MDA, ikincil LPO iiriinlerinden biri olarak bilinmektedir (Raskovic ve ark.,
2017). Bu galismada kan, karaciger ve bobrek dokularinda MDA diizeyinde MTX

verilen grupta, kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde artis (p<0,05) tespit edilmistir.
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Metotreksat uygulanmasindan sonra karacigerde LPO’da artis oldugunu bildiren
caligmalar bulunmaktadir (Abdel-Daim ve ark., 2017; Abo-Haded ve ark., 2017,
Akbulut ve ark., 2014; Ali ve ark., 2014b; Cetinkaya ve ark., 2006; Dalaklioglu ve
ark., 2013; Moghadam ve ark., 2015; Vardi ve ark., 2012). Cetinkaya ve ark. (2006)
siganlarda MTX ile indiiklenen karaciger hasarina karsi N-asetil sisteinin koruyucu
etkinligini arastirdiklar1 ¢alismada, MTX (20 mg/kg c.a p.i) verilen grupta kontrol
grubuna gére MDA diizeyinde anlamli bir azalma (p<0,001) oldugunu bildirmislerdir.
Coleshowers ve ark. (2010) Wistar sicanlara 6 hafta siireyle, 13,4 mg/kg dozunda
(haftalik bir kez) agizdan MTX uyguladiklar1 ¢alismada, MTX gruplarinda 2., 3., 4.,
5. ve 6. haftalarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda karaciger dokularinda MDA
diizeyinde anlamli bir artis (p<0,05) oldugunu belirtmislerdir. Vardi ve ark. (2012)
siganlarda MTX ile (20 mg/kg c.a p.i) indiikledikleri hasara karsi klorojenik asitin
koruyucu etkinligini arastirdiklar1 calismada, MTX verilen grupta serebellar Purkinje
hiicrelerinde kontrol grubuna gére MDA diizeyinde onemli bir artig (p=0,009)
oldugunu bildirmislerdir. Dalaklioglu ve ark. (2013) MTX ile indiiklenen
hepatotoksisiteyi arastirdiklar1 ¢alismada, MTX verilen grupta kontrol grubuna goére
MDA diizeyinde artis (p<<0,05) goriildiigiinii ifade etmislerdir. Ali ve ark. (2014b)
sicanlarda MTX ile indiiklenen karaciger hasarinda, MTX verilen grupta kontrol
grubuna gore, karaciger dokusunda MDA diizeylerinde 6nemli artis (p<0,001)
oldugunu bildirmislerdir. Akbulut ve ark. (2014) MTX ile indiiklenen karaciger
toksisitesinde, MTX verilen grupta kontrol grubuna gére, MDA diizeyinde 6nemli bir
artig (p<0,05) goriildiigiinii saptamislardir. Moghadam ve ark. (2015) si¢canlara MTX
uyguladiklar1 c¢aligmada, karaciger dokusunda MDA diizeylerinde kontrole gore
onemli diizeyde (p<0,05) artis tespit etmislerdir. Abo-Haded ve ark. (2017) MTX ile
indiiklenen karaciger toksisitesinde, MTX verilen grupta kontrol grubuna gore,
karaciger dokusunda MDA diizeyinde anlamhi artis (p<0,001) oldugunu
belirtmislerdir. Abdel-Daim ve ark. (2017) biyolojik olarak aktif bir flavonoid olan
diosminin, farelerde MTX kaynakli karaciger, bobrek ve kalp hasarlarina karsi
etkilerini arastirmak i¢in yaptiklart ¢alismada, MTX verilen grupta dokularda kontrol
grubuna gére MDA diizeylerinde onemli bir artis (p<0,01) oldugunu bildirmislerdir.
Bu caligsmalarin sonuglari, bizim ¢alismamizla uyum gostermektedir. Calismamizda,

Apig+tMTX in birlikte verildigi grupta, MTX’in tek basina verildigi grupta artan MDA
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diizeyinde 6nemli diizeyde diisiis (p<0,05) tespit edilmistir. Singh ve ark. (2004)
sicanlarda deneysel olarak NDEA ile baglattiklar1 ardindan fenobarbital ile
gelistirdikleri karaciger kanseri iizerine Apig’in (25 mg/kg c.a p.i) etkinligini
arastirdiklar1 ¢alismada kanda, Apig’in kanserojen ajanlarla birlikte verildigi grupta,
sadece kanserojen ajanlarin verildigi gruba gére MDA diizeylerinde anlamli bir diisiis
(p<0,05) oldugu bildirilmistir. Panda ve Kar (2007) deneysel olarak alloksan ile
diyabet olusturulan farelerde Apig’in (0,78 mg/kg deri alt1) koruyucu etkinligini
arastirdiklar1 calismada karaciger dokularinda Apig+alloksanin birlikte verildigi
grupta, alloksanin tek basina verildigi gruba goére MDA diizeylerinde anlamli bir diisiis
(p<0,001) oldugunu belirtmislerdir. Wang ve ark. (2014) farelerde furan ile indiiklenen
hasara karsi Apig’in (5, 10 ve 20 mg/kg c.a gavajla) koruyucu olarak kullanildig:
arastirmada, Apigt+furan birlikte verildigi grupta, furanin tek basina verildigi grupta
azalan MDA diizeyinde 6nemli bir azalma (p<0,05) oldugunu ifade etmislerdir.
Hassan ve ark. (2017) farelerde sisplatin ile indiiklenen nefrotoksisiteye kars1 Apig’in
(3 mg/kg c.a p.i) koruyucu olarak kullanildigi ¢alismalarinda, Apig+sisplatinin birlikte
verildigi grupta, sisplatinin tek basina verildigi grupta azalan MDA diizeyinde 6nemli
bir azalma (p<0,05) oldugunu bildirmislerdir. Anusha ve ark. (2017) siganlarda
rotenonla olusturduklari néroinflamasyona karsi Apig’in (10 ve 20 mg/kg c.a p.i)
koruyucu etkinligini arastirmislar ve Apig+rotenonun birlikte verildigi grupta,
rotenonun yalniz verildigi grupta artan MDA diizeyinde 6nemli bir azalma (p<0,05)
oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmacilar ayrica, Apig’in MDA diizeylerini kontrol
degerlerine olduke¢a yaklastirdigini belirtmislerdir. Raskovic ve ark. (2017) siganlarda
parasetamol ile indiiklenen hepatotoksisite iizerine Apig’in (10 mg/kg agizdan)
etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda, Apig+parasetamoliin birlikte verildigi grupta,
parasetamoliin tek basina verildigi grupta artan MDA diizeylerinde 6nemli bir azalma
(p<0,05) oldugunu bildirmislerdir. Wang ve ark. (2017) farelerde alkol (Erguotu
sarabi) kaynakli karaciger hasarina kars1 Apig’in (150-300 mg/kg c.a agizdan) etkisini
arastirdiklar1 ¢aligmada, Apig+alkoliin birlikte verildigi grupta alkoliin tek basina
verildigi grupta artan MDA diizeyinde 6nemli bir diisiis (p<0,01) oldugunu tespit

etmislerdir. Bu ¢alismalarin sonuglari, bizim ¢alismamizla uyum gostermektedir.
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Organ yetmezligi ve hasarlarinda, biyokimyasal parametrelerde Onemli
degisiklikler goriiliir. Serum ALT ve AST enzim diizeylerindeki artiglar karaciger
hasarmin, kreatinin ve iire gibi biyokimyasal parametrelerdeki artislar bobrek hasari
veya yetmezliginin belirtegleridir (Ali ve ark., 2014b). Serumdaki bu enzimlerin
onemli artis1, MTX metabolizmasi sonucu liretilen ROS tarafindan plazma zarindaki
¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sonucu karaciger hiicre plazma zarindaki
hasarin bir gostergesidir. Metotreksatin biyokimyasal parametreler iizerine etkileri ile
ilgili daha 6nce yapilmis arastirmalar mevcuttur (Abdel-Daim ve ark., 2017; Abo-
Haded ve ark., 2017; Akbulut ve ark., 2014; Ali ve ark., 2014b; Dalaklioglu ve ark.,
2013; Moghadam ve ark., 2015). Dalaklioglu ve ark. (2013) MTX ile indiiklenen
hepatotoksisiteye karsi resveratrolun etkilerini arastirdiklart ¢alismada, MTX verilen
grupta kontrol grubuna goére ALT ve AST enzim degerlerinde 6nemli diizeyde
(p<0,05) bir artis oldugunu belirtmislerdir. Akbulut ve ark. (2014) siganlarda yaptiklari
calismada, MTX (20 mg/kg p.i tek doz) uygulanan grupta sadece ALT enziminde
onemli yiikselme (p<0,001) oldugunu tespit etmislerdir. Ali ve ark. (2014b) si¢anlarda
MTX ile indiiklenen karaciger hasar1 {izerine Kkrisinin koruyucu etkinligini
aragtirdiklar calismada, MTX verilen grupta kontrol grubuna gore serum ALT ve AST
diizeylerinde 6nemli bir artis (p<0,001) oldugunu ifade etmislerdir. Moghadam ve ark.
(2015) siganlara MTX ile indiikledikleri oksidatif hasara karsi zerdegalin koruyucu
etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, MTX verilen grupta kontrole gore serum ALT ve
AST enzim seviyelerinde dnemli diizeyde (p<0,05) artis oldugunu tespit etmislerdir.
Abdel-Daim ve ark. (2017), farelerde MTX kaynakli karaciger, bobrek ve kalp
hasarlarina karsi diosminin etkilerini aragtirmak i¢in yaptiklar1 ¢alismada, MTX
verilen grupta dokularda kontrol grubuna gére ALT ve AST enzim diizeyleri ile
kreatinin seviyesinde 6nemli bir artis (p<0,01) oldugunu bildirmislerdir. Abo-Haded
ve ark. (2017) MTX ile indiiklenen karaciger toksisitesine kars1 sitagliptinin koruyucu
etkinligini arastirdiklar1 calismada, MTX verilen grupta kontrol grubuna gore ALT ve
AST enzim seviyelerinde 6nemli diizeyde bir artis (p<0,001) oldugunu belirtmislerdir.
Bizim ¢aligmamizda da, diger arastirmacilarin arastirmalariyla (Abo-Haded ve ark.,
2017; Akbulut ve ark., 2014; Ali ve ark., 2014b; Dalaklioglu ve ark., 2013; Moghadam
ve ark., 2015) benzer sekilde MTX verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda

serum ALT ve AST degerlerinde 6nemli diizeyde bir artis oldugu saptanmaistir. Ayrica
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bu ¢alismada MTX verilen grupta kontrol grubuna gore kreatinin degerlerinde Abdel-
Daim ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismalara benzer sekilde 6nemli diizeyde bir artig
oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada Apig+MTX uygulanan farelerde ALT ve AST
enzimleri ile kreatinin diizeyinde onemli diisiis (p<<0,05) oldugu tespit edilmistir.
Boylece Apig, MTX kaynakli karaciger ve bobrek hasarina karsit koruyucu bir rol
oynadigi belirlenmistir. Apigeninin ALT ve AST enzimlerinin serum seviyelerini
diisiirme potansiyeli, flavonoidlerin serbest radikal temizleme potansiyeline
baglanabilir, boylece karaciger hiicrelerinin plazma zarinin zarar gérmesini onleyebilir
(Ali ve ark., 2014a). Raskovic ve ark. (2017) sigcanlarda parasetamol ile indiiklenen
hepatotoksisite ~ tizerine  Apig’in (10 mg/kg agizdan) etkisini  inceledikleri
calismalarinda, Apig+parasetamol verilen grupta, sadece parasetamol verilen gruba
gore ALT diizeylerinde 6nemli bir azalma (p<0,05) oldugunu belirtmislerdir. Benzer
sekilde, Ali ve ark. (2014a) tarafindan yapilan ¢alismada, NDEA ile indiiklenen
hepatotoksisitede NDEA ile birlikte Apig verilmesinin, ALT ve AST enzimlerinin
serum yogunlugunu 6nemli Olclide azalttig1 ortaya konmustur. Tsaroucha ve ark.
(2016) karacigerde iskemi/reperfiizyon hasari olusturmuslar ve bu hasara kars1 Apig’in
(5 mg c.a p.i) koruyucu etkinligini incelemislerdir. Iskemi/reperfiizyon grubunda
yiikselen ALT ve AST degerlerinin, Apig verilen grupta anlamli diizeyde diistigii
belirtilmistir. Yang ve ark. (2013) asetaminofen ile indiiklenen akut karaciger hasarina
karst Apig’in (100 ve 200 mg/kg c.a agizdan) koruyucu etkinligini arastirdiklart
caligmada, asetaminofen tek basina veridiginde artan AST ve ALT diizeylerinin Apig
verilmesi ile anlamli diizeyde diistiiglinii bildirmislerdir. Hassan ve ark. (2017)
farelerde sisplatin ile indiiklenen nefrotoksisiteye karst Apig’in (3 mg/kg c.a p.i)
koruyucu olarak kullanildig1 arastirmada, Apig+sisplatinin birlikte verildigi grupta,
sisplatinin tek basmna verildigi grupta artan kreatinin diizeylerinin énemli 6lgiide

azaldigin belirtmislerdir.

Yaptigimiz calismanin histopatolojik incelemesinde tek basina MTX
uygulanan grupta, karaciger dokularinda hiperemi, yer yer kanama ve bazi
hepatositlerde yaglanma (lipidozis); bobrek dokularinda ise siddetli hiperemi, yer yer
kanama ve glomeruluslarda sklerozis gozlenmistir. Metotreksatla yapilan in vivo

calismalarda, bizim bulgularimiza benzer histolopatolojik bulgular tespit edilmistir
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(Abdel-Daim ve ark., 2017; Abo-Haded ve ark., 2017; Akbulut ve ark., 2014,
Dalaklioglu ve ark., 2013; Moghadam ve ark., 2015; Sener ve ark., 2006). Sener ve
ark. (2006) siganlara tek doz MTX (20 mg/kg p.i) verdikleri ¢alismada, hepatositlerde
dejenerasyon, siniizoidlerde genisleme ve kanama, aktif Kupffer hiicrelerinin
sayisinda artig, karaciger parenkimasindaki santral ve portal ven ¢evresinde yangisal
hiicre infiltrasyonu goriildiigiini belirtmislerdir. Dalaklioglu ve ark. (2013) sicanlara
MTX (3 glin boyunca 7 mg/kg p.i) verdikleri ¢alismada, karaciger dokularinda,
hepatositlerde dejencrasyon, siniizoidlerde kanama ve genisleme ile aktif Kupffer
hiicrelerinin sayisinda artis oldugunu tespit etmiglerdir. Akbulut ve ark. (2014) tek doz
MTX (20 mg/kg p.i) uyguladiklart si¢anlarin karaciger dokularinin histopatolojik
incelemesinde, karacigerde siniizoidal genisleme, yangisal hiicre infiltrasyonu,
kanama, hidropik dejenerasyon, portal bdlge etrafindaki hepatositlerde eozonofilik
sitoplazma gozlendigini ve glikojen depolarinda Onemli azalma oldugunu
bildirmislerdir. Moghadam ve ark. (2015) sicanlara tek doz MTX (20 mg/kg)
verdikleri ¢aligmada, karaciger dokusunda, santral ve portal venlerde siddetli kanama
ve genisleme goriildiiglinii, perisantral bolgede hepatositlerin yogun ¢ekirdekli ve
dejenere oldugunu ve yangi odaklari olustugunu ifade etmislerdir. Abo-Haded ve ark.
(2017) farelere tek doz MTX (20 mg/kg p.i) verdikleri grupta karaciger dokularinda,
fokal nekroz, apoptoz, sisme ve hidropik dejenerasyon goriildiigiinii tespit etmislerdir.
Abdel-Daim ve ark. (2017) tek doz MTX (20 mg/kg p.i) verilen grupta, farelerin
karaciger dokularinda santral venlerin ¢evresinde fokal nekroz odaklari, sinlizoidal
genisleme, vakuoler dejenerasyon ve fokal 16kosit (6zellikle lenfosit) infiltrasyonu
gorildiiglinii belirtmislerdir. Calismamizda MTX+Apig uygulanan grupta ise, tek
basina MTX uygulanan grupta bobrek ve karacigerde olusan bulgularin belirgin bir
sekilde azaldig1 ve organlarin normal goriiniimde oldugu tespit edilmistir. Apigeninin
yalniz verildigi grupta, karaciger ve bobreklerde herhangi bir histolopatolojik bulguya
rastlanmamistir. Farkli ksenobiyotiklerle indiiklenen hasara kars1 Apig’in koruyucu
olarak kullanildig1 in vivo g¢alismalarda, bizim bulgularimiza benzer histolopatolojik
bulgular bulunmaktadir (Ahmad ve ark., 2019; Ali ve ark., 2014a; Hassan ve ark.,
2017; Raskovic ve ark., 2017; Wang ve ark., 2017). Ali ve ark. (2014a) tarafindan
yapilan calismada, NDEA tarafindan indiiklenen sicanlarda hepatotoksisiteye karsi
Apig’in etkisi arastirilmig, NDEA'ya (0,1 mg/ml) maruz kalan grupta siniizoidal
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seyrelme, sismis ve bos hepatositler, ¢ekirdeklerde biiylime, karaciger hiicrelerinde
vakuolar dejenerasyon goriiliirken; Apig (10, 20 ve 40 mg/ml)+NDEA ile birlikte
verildigi gruplarda normal hepatosit yapilarinin gozlendigini ortaya koymuslardir.
Hassan ve ark. (2017) farelerde sisplatinle indiiklenen bobrek hasarina karsit Apig’in
(3 mg/kg c.a p.i) etkinligini incelemisler, sisplatin verilen grupta bobrek dokusunda
proksimal tiibiillerde genisleme ve siddetli nekroz, tiibiiler hiicrelerde vakuolizasyon
ve dejenerasyon goriildiigiinii bildirmislerdir. Apigenin+sisplatinin birlikte verildigi
grupta, bobreklerde goriilen histopatolojik bulgularin geriledigi tespit edilmistir. Wang
ve ark. (2017) farelerde alkol (Erguotou sarabi) kaynakli karaciger hasarina karsi
Apig’in (150-300 mg/kg c.a agizdan) etkisini arastirdiklart ¢alismada alkol ile hasar
olusturulan grupta yag damlaciklar1 ile dolu ¢ok sayida hepatosit goriiliirken,
Apig+Alkoliin eszamanli oral uygulamasindan sonra, hepatik yaglanma derecesinin
onemli Olglide azaldigi belirtilmistir. Raskovic ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada
sicanlarda parasetamol ile indiiklenen hepatotoksisiteye Apig’in (10 mg/kg c.a
agizdan) etkisini incelemislerdir. Toksik parasetamol dozu verilen grupta, karaciger
dokusunda ciddi dejenerasyon, hepatositlerin sitoplazmasinda siskinlik ve
cekirdeklerde kiiciilme; Apig+Parasetamol verilen grupta ise, parasetamol kaynakli
degisikliklerin iyilestigi tespit edilmistir. Ahmad ve ark. (2019) siganlarda organik
fosforlu (OF) bir pestisit olan edifenfos ile olusturduklar1 karaciger ve bdbrek
hasarinda Apig’in (10 mg/kg c.a agizdan) koruyucu etkilerini incelemislerdir.
Edifenfosun tek bagina verildigi gruplarin hepatositlerinde nekroz, sisme ve hiperplazi
goriiniimii, pinotik ¢ekirdekler, aktif 16kosit infiltrasyonlari, sintizoidlerinde genisleme
ile bobrekte tiibiillerde genisleme ve siddetli nekroz goriildiigiinii tespit etmislerdir.
Apigenin+edifenfosun birlikte verildigi si¢anlarda karaciger ve bobrekte belirgin

tyilegsme goriildiiglini bildirmislerdir.

Bu ¢alismada MTX’in SOD1, CAT ve GSH-Px enzim etkinligi ile GSH
diizeylerinde azalmaya, MDA diizeylerinde ise artmaya yol actig1 tespit edilmistir.
Apigeninin ise MTX’in sebep oldugu antioksidan sistem/enzimler lizerindeki diistisii
ve MDA diizeylerindeki artis1 tersine cevirdigi saptanmistir. Apigeninin hiicresel
antioksidan savunma sistemini artirma kabiliyeti ¢esitli mekanizmalarla agiklanabilir.

Apigenin yapisinin 4°, 5 ve 7. pozisyonlarinda bulunan OH gruplari sayesinde serbest
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radikalleri yok eder ya da enzimatik antioksidan savunma sistemlerini uyarir. Bununla
birlikte, Apig’in C halkasinin karbon atomlar1 (C2 ve C3) arasinda ¢ift bag (C2=C3)
ile A ve C halkalarindaki 4 okso yapisi sayesinde antioksidan 6zellik gosterir (Noroozi
ve ark., 1998; Ratty ve Das, 1988). Apigenin in vitro ve in vivo biyolojik etkilerinin
cogu antioksidan etkilerinden veya serbest radikalleri yok etme 0&zelliklerinden
kaynaklanmaktadir (Kuo ve ark., 1992). Yapilan literatiir taramalar1 1s18inda,
arastirmacilar tarafindan Apig 0,78-300 mg/kg c.a doz araliginda uygulanmis (gavaj,
deri alt1 ve p.i yolla) ve gesitli organ hasarlarina karsi koruyucu ya da sagaltici etki
olusturdugunu belirtmislerdir (Anusha ve ark. 2017; Hassan ve ark., 2017; Panda ve
Kar, 2007; Raskovic ve ark., 2017; Singh ve ark., 2004; Tsaroucha ve ark., 2016;
Wang ve ark., 2014; Yang ve ark. 2013). Apigeninin kullanilan doz araliginin genis
olmasi hem koruyucu hem de sagaltici amag icin istenilen bir 6zelliktir. Bu calismada
Apig 3 mg/kg c.a dozunda p.i yolla uygulanmis ve MTX’la indiiklenen oksidatif stres
ile karaciger ve bobrek hasarina karsi koruyucu etki olusturdugu histopatolojik,

biyokimyasal ve oksidan/antioksidan parametrelerle tespit edilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Metotreksat ¢esitli kanser tiirleri (I6semi, meme ve testis kanseri gibi) ile
otoimmun hastaliklar, romatoid artrit, sedef ve g¢esitli yangisal bozukluklarin
tedavisinde kullanilan folat antimetaboliti olarak bilinen bir ajandir. MTX karacigerde
mikrozomal enzim sistemi tarafindan metabolize edilir ve 6zellikle Faz 1 tepkimesi
sonucu olusan metabolitlerinin oksidatif strese ve ozellikle karaciger, bobrek gibi
organlarda hasarlara yol a¢tigi vurgulanmistir. Reaktif metabolitler protein, lipid ve
niikleik asit gibi hiicresel makromolekiillerle etkilesime girerek protein sentezinin
bozulmasina, lipid peroksidasyonuna, DNA hasarina yol agarlar. Ayrica MTX NADP
sentezini engelleyerek GSH depolarinin tilkenmesi yoluyla da oksidatif strese yol

agmaktadir.

Gidalardaki ¢esitli biyoaktif bilesiklerin canlilar iizerinde ¢ok yonlii etkileri
vardir. Bu biyoakif bilesiklerin en dnemlileri arasinda polifenolik yapida bulunan
maddeler yer alir. Polifenolik bilesiklerin en 6nemli tiyeleri flavonoidlerdir. Apigenin,
meyve ve sebzeler de dahil olmak iizere gesitli dogal kaynaklarda en fazla bulunan
flavonoidlerden birisidir ve flavonlarin bir alt iiyesidir. Diger flavonoidler gibi Apig’in
kanser Onleyici, antioksidan ve yangi Onleyici etkileri basta olmak iizere ¢ok sayida
biyolojik etkilere sahip oldugu yapilan arastirmalarda belirtilmistir. Bu ¢aligmada tek
doz 20 mg/kg c.a p.i uygulanan MTXin oksidatif stres ve organ (karaciger ve bobrek)
hasarma yol agtig1 biyokimyasal, antioksidan/oksidan parametreler ve histopatolojik
bulgularla ortaya konulmustur. Apigeninin MTX’in yol agtig1 lipid peroksidasyonu
azalttig1 ve antioksidan enzimler/sistemler ile biyokimyasal parametreler {izerinde
diizeltici etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica histopatolojik olarak Apig’in MTX’in
yol actig1 hasar1 onledigi de belirlenmistir. MTX ile indiiklenen oksidatif hasara kars1

Apig’in antioksidan koruyucu bir ajan olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmstir.
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